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RESUMO 
 
 
Os papilomavírus humanos infectam o tecido epitelial mucoso ou cutâneo provocando o 

aparecimento de verrugas ou papilomas benignos que podem regredir ou evoluir para lesões 

malignas. A infecção por HPV é a doença sexualmente transmissível mais freqüente do 

mundo e está relacionada com a etiologia de certos tipos de cânceres, principalmente os 

anogenitais. O câncer cervical é o segundo mais freqüente entre as mulheres do mundo e o 

HPV-16 é o tipo mais encontrado, presente em 60% dos casos. Estudos para o combate da 

infecção mostram que as vacinas baseadas em Virus-Like Particles (VLPs), formadas a partir 

das proteínas capsidiais L1/L2 ou L1, induzem à produção de anticorpos neutralizantes que 

conferem proteção contra o mesmo tipo viral. A imunidade humoral é direcionada contra os 

epítopos conformacionais da proteína L1 que compõe 90% da estrutura capsidial. As VLPs 

são obtidas através da expressão dos genes capsidiais em sistema de expressão heterólogo e 

processos de purificação. A levedura Pichia pastoris é um sistema de expressão, eficiente e de 

baixo custo para a produção de altos níveis de proteínas, além de apresentar vantagens em 

relação a outros sistemas. Neste trabalho foi proposta a expressão do gene L1 de HPV-16 em 

células da levedura P. pastoris, como base de uma estratégia vacinal para o controle do câncer 

de colo de útero. O gene L1 de HPV-16 foi clonado em vetor de expressão pPICZA e a 

construção pPICZL1H16 foi integrada no genoma de Pichia. A transcrição do gene L1 foi 

confirmada por meio de RT-PCR e a expressão da proteína, por imunodetecção em Dot Blot. 

A obtenção dos clones de P.pastoris que expressam a proteína L1 de HPV-16, permitirá o 

desenvolvimento de mais uma estratégia vacinal baseada em VLPs. 

 

Palavras-Chave: HPV, Papilomavírus Humano, Pichia pastoris, Sistema de expressão 

heteróloga, VLPs. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

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

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

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

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

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

nas últimas décadas, tornando hoje a papilomatose humana a doença sexualmente 

transmissível mais prevalente no mundo.  

Abordagens preventivas consistem na melhor alternativa para o controle das infecções 

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

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

vacinas profiláticas empregam partículas protéicas desprovidas do genoma viral, as VLPs 

(“Vírus-Like Particles”). Recentemente, foi aprovada uma vacina quadrivalente baseada em 

VLPs que inclui 4 tipos virais (HPV-16, 18, 6 e 11). A vacina foi produzida pela Merck, mas 

o custo das doses ainda é bastante elevado e não inclui os tipos 31 e 33, mais prevalentes nas 

regiões Nordeste e Central do Brasil. 

A produção de VLPs é complexa e depende de sistema de expressão baseado no cultivo 

de células modificadas geneticamente para expressão de genes do capsídio viral (L1 ou 

L1/L2) e posteriores processos de purificação.  

Nos últimos anos, a levedura metilotrófica Pichia pastoris emergiu como um sistema 

heterólogo eficiente e de baixo custo para a produção de altos níveis de proteínas heterólogas. 

Este sistema combina as vantagens da expressão em células de mamíferos com as de células 

procariotas, tais como a capacidade de realizar as modificações pós-trasducionais e de obter 

níveis elevados de expressão da proteína recombinante, respectivamente.  
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No Brasil, a escassez de laboratórios capacitados para a produção e avaliação de VLPs 

de papilomavírus humano representa o principal fator limitante na geração de competência 

para a produção de vacinas contra esse patógeno. Neste projeto propomos o estabelecimento 

do sistema de expressão em células da levedura Pichia pastoris para a produção da proteína 

L1 de HPV-16, o tipo viral predominante em tumores de colo de útero.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 
 
2.1. Papilomavírus humano (Human PapilomaVirus - HPV) 

 

Os papilomavírus, são pequenos vírus da família Papillomaviridae (de Villiers et al, 

2004), compostos por um capsidio não-envelopado e icosaédrico (figura 1) que abriga um 

genoma de DNA circular, dupla fita com cerca de 8Kb (Scheurer et al, 2005; zur Hausen, 

1991).  

 

     

 

Figura 1. Morfologia do papilomavírus. Capsídio não envelopado e icosaédrico (Xu et al, 

2006; Modis et al, 2002) 

 

Os papilomavírus são espécie-específicos e infectam mamíferos, répteis e pássaros 

(Doorbar, 2005; Scheurer et al, 2005). Os tipos que atacam os homens são denominados 

abreviadamente por HPV (Human Papillomavirus), mas também são bem conhecidos os que 

atacam bovinos - BPV (Bovine Papillomavirus), coelhos – CRPV (Cottontail Rabbit 

Papillomavirus) e cães - COPV (Cannine Oral Papillomavirus). Outros animais que podem 

ser infectados são os veados, os cavalos, os hamsters e os macacos (Ozbun, 2002; Ferreira et 

al, 2002).  
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 Este tipo de vírus infecta as células mucosas ou cutâneas, no tecido epitelial, através 

de microlesões ou microabrasões, sendo o contato sexual a principal forma de transmissão do 

HPV (Souto et al, 2005). A sua infecção provoca a formação de lesões, papilomas ou 

verrugas (figura 2), em geral benignas, que podem regredir naturalmente ou se transformar em 

tumores malignos (Clifford et al, 2003; Stanley, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Lesões clínicas provocadas por HPV. (A) Papilomas no trato genital feminino 

(Pérez-Lopes, 2003); (B) Papilomas na região peniana (Pérez-Lopes, 2003); (C) Colo do útero 

com lesão (Saloney, 2007); (D) Verrugas cutâneas (FSC, 2007); (E) Papilomas na mucosa 

oral (Sebastián, 2006).  

 

A                            B                              C 

D E 
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Atualmente mais de 100 tipos de HPV foram descritos (Bernard, 2005), além de 

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

genótipos (Myers et al, 1996). No entanto, os HPVs também podem ser classificados quanto 

ao tipo de tecido que infectam em cutâneotrópicos e mucosotrópicos (Silva et al, 2003; 

Scheurer et al, 2005) e de acordo com o grau da lesão induzida, sendo assim considerados de 

alto, médio ou baixo risco (Stanley, 2001).  

Os tipos de HPVs podem ser organizados em gêneros e espécies de acordo com as 

suas propriedades biológicas e patológicas. Os principais gêneros são: Alfa-papilomavírus 

(mucosotrópicos, genitais, de alto e baixo risco), Beta-papilomavírus (cutâneotrópicos de alto 

e baixo risco), Gama-papilomavírus (cutaneotrópicos e de baixo risco), etc (Bernard, 2005). 

Os tipos virais 16, 18, 31, 33, 45 e 46 são HPVs de alto risco, por serem comumente 

detectados no carcinoma cervical, sendo que, o HPV-16 é responsável por 50 a 60% dos casos 

diagnosticados (Motoyama et al, 2004). No Brasil, o HPV-16 é o mais prevalente (Cavalcanti 

et al, 1994; Eluf-Neto et al, 1994, Bosch et al, 1992; Noronha et al, 1999; Lorenzato et al, 

2000), sendo o HPV-18 o segundo mais prevalente nas cidades de Belém (Noronha et al, 

1999); São Paulo (Eluf-Neto et al, 1994) e Porto Alegre (Bosch et al, 1995); e é o terceiro em 

Recife (Lorenzato et al, 2000) e Goiânia (Rabelo-Santos et al, 2003). O segundo tipo de HPV 

mais prevalente no Nordeste (Recife) é o 31 (Lorenzato et al, 2000) e na região central 

(Goiânia) é o 33 (Rabelo-Santos et al, 2003).    

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

cânceres do trato anogenital, incluindo cérvix, vulva, vagina, pênis e ânus. Além destes, estão 

também associados ao HPV, alguns tipos de cânceres de cabeça, pescoço (Syrjanen, 2005) e 

pele (Sterling, 2005). O câncer cervical ou de colo de útero, associado à transmissão sexual do 

HPV, é considerado o segundo câncer mais freqüente em mulheres no mundo todo e por isso 

mais abordado para o desenvolvimento de vacinas (Favre et al, 1997). 
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2.2. Biologia molecular do HPV 

 

O genoma do papilomavírus é composto por 8 ORFs (Open Reading Frames) 

possuindo 6 genes que se expressam precocemente e dois genes que se expressam 

tardiamente, denominados E (Early) e L (Late)  respectivamente. Ele pode ser dividido em 

três partes: a longa região de controle (LCR–long control region ou URR-upstream regulatory 

region) que corresponde a 7-11% do tamanho; a região E, abrangendo 50% do genoma, que 

codifica proteínas envolvidas com a transformação celular (E6, E7, E5), com a maturação 

viral e alteração da matriz intracelular (E4) ou com a replicação e transcrição do genoma viral 

(E1 e E2); e a região L (figura 3) que codifica as duas proteínas capsidiais L1 e L2 (Favre et 

al, 1997).  

A região reguladora LCR ou URR, apresenta seqüências ativadoras e repressoras da 

transcrição viral, além da origem de replicação, variando de 400 a 1000 pbs, localizadas entre 

as regiões L1 e E6 (Kisseljov, 2000; Burd, 2003; Silva et al, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Genoma do HPV. DNA circular de aproximadamente 8kb, mostrando o arranjo dos 

genes não estruturais (E) e estruturais (L), e a região de regulação (URR) (Muñoz et al, 2006). 
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As ORFs E1, E2, L1 e L2 são particularmente bem conservadas entre os membros da 

família (de Villiers, 2004). Atualmente considera-se um novo tipo de HPV quando as 

seqüências de nucleotídeos dos genes L1, E6 e E7 (aproximadamente 30% do genoma viral) 

diferirem em mais de 10% dos tipos conhecidos. Se esse percentual for menor que 2%, então, 

o novo vírus isolado é designado como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais 

correspondem a genomas cuja seqüência nucleotídica nessas regiões gênicas diferem entre 2% 

e 10% dos tipos já descritos (Burd, 2003; Berkhout et al, 2000). 

 

2.3. Ciclo de infecção do HPV 

 

O ciclo do papilomavírus é bastante complexo, pois depende da diferenciação 

completa das células epiteliais (Stanley, 2001), o que dificulta a montagem de um sistema de 

propagação em laboratório que permita a produção de vírions para fins vacinais (Da Silva et 

al., 2001). 

O processo infeccioso inicial ocorre na camada basal de queratinócitos do epitélio 

através de microabrasão ou outros traumas e isto pode resultar numa infecção clínica ou 

subclínica. No primeiro estágio do ciclo viral, o genoma do HPV é estabilizado na forma de 

elemento extracromossômico (epissomo) na célula basal epitelial, o qual é replicado para um 

número de 50 a 100 cópias aproximadamente junto com o DNA do hospedeiro, na fase S. Os 

primeiros genes a serem expressos são E1 (helicase) e E2 que formam um complexo para se 

ligar à origem de replicação do genoma viral e recrutar a maquinaria da célula necessária, 

como polimerase e proteínas acessórias (Mohr et al, 1990; Frattini et al, 1994; Conger et al, 

1999). Além disso, a proteína E2 funciona como um fator de transcrição que ativa ou reprime 

a transcrição dos outros genes E (McBride et al, 1991). As proteínas E5, E6, e E7 participam 

da transformação celular pela indução da proliferação basal e parabasal das células, levando a 
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hiperplasia epitelial com papilomatoses de várias extensões (Stoler et al, 1989; Haller et al, 

1995). 

O segundo estágio do ciclo corresponde a um alto nível de expressão de proteínas 

virais não-estruturais (E4) e estruturais (L1 e L2) para a montagem dos vírions e sua 

liberação. A proteína E4 facilita a liberação dos vírions através do rompimento do 

citoesqueleto citoplasmático (Doorbar et al, 1991). Nesta fase, ocorre a migração de uma das 

células infectadas para as camadas mais superiores (sentido apical) do epitélio com a 

finalidade de acompanhar o programa de diferenciação dos queratinócitos (figura 4); enquanto 

isso, a célula-filha infectada que permaneceu na camada basal se multiplica e mantém um 

verdadeiro reservatório de DNA viral (McCance, 2005).   

 

 

 

Figura 4. Ciclo de infecção do HPV. Entrada do vírus no tecido epitelial através de 

microtrauma e estabelecimento da infecção na camada basal (células com núcleo azul). As 

células de núcleo verde indicam a expressão das proteínas L1 e L2 para montagem dos vírions 

que são liberados posteriormente (adaptado de Lowy and Schiller, 2006). 

 

Camada basal 

Camada supra basal ou 
espinhosa 

Camada escamosa 
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Duas moléculas da família das integrinas, α6β1 e α6β4, expressas nas superfícies das 

células basais, foram identificadas como receptoras do HPV (Evander et al, 1997). Existem 

controvérsias em relação à natureza do receptor de superfície celular que permite o contato 

inicial do vírus com a célula, embora a maioria dos estudos sugiram uma dependência na 

presença do receptor de sulfato de heparina (Giroglou et al, 2001; Joyce et al, 1999). Um 

recente trabalho sugeriu que a internalização dos vírus é um processo lento com uma meia-

vida aproximada de horas e que ocorre através da endocitose de vesículas revestidas de 

clatrina (Culp and Christensen, 2004; Day et al, 2003).  

 O tempo de infecção até a liberação das partículas virais é de aproximadamente 3 

semanas e corresponde ao tempo necessário para a diferenciação completa e descamação do 

queratinócito basal (Stanley, 2005). O tempo entre a infecção inicial e o aparecimento de 

papilomas pode depender da concentração e do tipo do vírus que infecta o tecido, também é 

sugerido que o estado de latência pode resultar da baixa concentração de vírus inoculado 

(Zhang et al, 1999; Campo, 1995).  

 

2.4. HPV e Transformação Celular 

 

Os genes E6 e E7 são considerados os principais oncogenes dos papilomavírus 

humanos de alto risco porque detém funções já esclarecidas que contribuem para o processo 

carcinogênico, através da interação com proteínas supressoras de tumor (Howley, 1996; 

Farthing and Vousden, 1994; Münger, 1995). Elas também têm um papel importante na 

manutenção do epissomo viral, durante a infecção produtiva (Thomas et al, 1999). Além de 

E6 e E7, a proteína E5 possui atividade de transformação e proliferação celular, interagindo 

com algumas proteínas transmembrana, tais como, o receptor do fator de crescimento 

epidermal – EGFR- Epidermal Growth Factor Receptor (Genther et al, 2005), e o fator 

estimulante de colônia – CSF- Colony Stimulating Factor (Kim and Yang, 2006). 
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Nos últimos 20 anos, as proteínas E6 e E7 foram o foco de muitos estudos na 

carcinogênese cervical, por apresentarem propriedades oncogências. Durante este período, 

surgiram dois modelos de interação com proteínas supressoras de tumor, onde E6 se liga à 

proteína p53 e E7 se liga à proteína pRB, inativando e degradando tais supressores (Storey et 

al, 1988; Werness et al, 1990). Esta descoberta não foi tão surpreendente pelo fato de que 

outros vírus oncogênicos também atingem essas mesmas proteínas (Butel, 2000; Zur hausen, 

1998), no entanto, foi uma contribuição para explicar como os HPVs de alto risco induzem a 

neoplasia das células cervicais (Howley et al, 1991). 

A proteína p53 tem como função ativar genes de mecanismo de reparo do DNA ou 

sinalizar para a apoptose após identificar danos no mesmo, provenientes de diferentes tipos de 

stress, como a exposição à UV (Silva et al, 2003). Quando presente na célula, a proteína viral 

E6 recruta a proteína celular E6AP (ubiquitina-ligase), para ubiquitinação e degradação de 

p53 (Stubenrauch and Laimins, 1999). Sem a proteína p53 a célula perde a capacidade de 

reparar possíveis danos no seu material genético (figura 5) e há um aumento na freqüência de 

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

neoplasia ou câncer (Vousden, 1993).  
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Figura 5. Esquema da interferência de E6 no ciclo celular. (A) atuação de p53 na célula, após 

ocorrência de dano no DNA. Há parada no ciclo celular e ativação de genes de mecanismo de 

reparo (GMR) ou sinalização para apoptose. (B) Complexo E6AP-E6 que resulta na 

ubiquitinação ou degradação de p53 e conseqüente acúmulo de mutações (Silva et al, 2003). 

 

As proteínas da família pRb inibem a progressão do ciclo celular pela interação com o 

fator de transcrição E2F, que ativa genes necessários para a replicação, na fase S (Silva et al, 

2003). A associação de E7 com a pRb, permite que E2F atue livremente na ativação dos genes 

de replicação (figura 6), o que levaria à progressão do ciclo celular ou um estímulo contínuo 

para a proliferação das células infectadas (Sandal, 2002). 
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Figura 6. Esquema da interferência de E7 no ciclo celular. (A) Associação de pRb com o 

fator E2F e conseqüente regulação por inibição do ciclo celular. (B) Complexo E7- pRb 

que resulta na liberação do fator E2F  e proliferação exagerada das células (Silva et al, 

2003). 

 

Estes dois mecanismos que envolvem as proteínas E6 e E7 são apenas a base geral 

para a investigação e a compreensão de outros eventos implicados com estas mesmas 

proteínas para o desenvolvimento carcinogênico. A proteína E6 altera a transcrição de genes 

através da interação com a proteína p300 (regula transcrição via acetilação das histonas) e 

aumenta o tempo de vida celular, por estimular a atividade de telomerase (Slebos et al, 1995). 

Já a proteína E7, associa-se a outros supressores de tumor da família retinoblastoma-Rb 

(p107, p130), a ciclinas (envolvidas na progressão do ciclo celular) e às histonas desacetilases 

(HDAC - Histone deacytelase) que reprimem a transcrição de genes, como o Notch-1, 

relacionado com a diferenciação de células e ativamente expresso no carcinoma cervical 

(Southern et al, 2000; Tewari et al, 2000). 

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

integrado no cromossomo do hospedeiro. A integração do genoma viral ocorre devido à 
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clivagem na região dos genes E1/E2, com conseqüente perda destes (Motoyama et al, 2004). 

Pelo fato de E2 exercer um controle transcricional negativo sobre estas proteínas, este evento 

resulta na superexpressão dos genes E6 e E7, conduzindo a malignização das células ou 

formação do tumor (Bosch et al, 1992; Doorbar et al, 1991).   

A proteína E5 de HPV-16 tem um papel importante na formação da neoplasia celular. 

Estudos mostram que ela tem capacidade de transformação por estar implicada na ativação 

constitutiva do EGFR, que por sua vez, ativa vias de transdução de sinal como, STAT (Coffer 

and Kruijer, 1995) e MAP (Lewis et al., 1998) implicadas no crescimento, diferenciação e 

divisão celular. A ativação de fatores de transcrição da célula hospedeira, como AP-1 

(Activator Protein-1) e NF-1 (Nuclear factor-1) também é um mecanismo inerente à E5. Estes 

fatores apresentam sítios de ligação para a região de regulação transcricional do DNA viral, 

aumentando a expressão de genes como E6 e E7 (Tsai and Chen, 2003).  Há evidências de 

que E5 também regule negativamente a expressão do supressor de tumor p21, promovendo 

proliferação celular (Tsao et al, 1996).  

No câncer cervical, em alguns casos, observa-se que o gene E5 é deletado, indicando 

que ele não deve ser essencial para a manutenção da neoplasia maligna nas células infectadas. 

No entanto, a sua participação na transformação celular ocorre nos estágios iniciais da doença 

(DiMaio and Mattoon, 2001).  

 

2.5. HPV x Câncer cervical 

 

O câncer cervical é a segunda maior causa de morte entre as mulheres no mundo. 

Aproximadamente 450.000 casos deste tipo de câncer são diagnosticados a cada ano, com 

uma taxa de mortalidade de 50% (Parkin, 2006; Lowndes, 2006). 

Este tipo de câncer é atribuído à infecção persistente por HPVs que estão classificados 

como de alto risco; e é o primeiro câncer 100% associado à uma infecção, segundo a 
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Organização Mundial de Saúde - World Health Organization – WHO (Bosch et al, 2002). 

Mais de 80% dos casos deste tipo de câncer ocorrem nos países em desenvolvimento, onde, 

tanto o diagnóstico preventivo quanto o tratamento da doença são precários (Frazer et al, 

2004).  

A relação entre o surgimento do câncer cervical e a infecção por certos tipos de HPV 

ficou evidente a partir de estudos epidemiológicos e funcionais (zur Hausen, 2002; Bosh and 

de Sanjose, 2003), onde o HPV foi detectado em mais de 99,7% do carcinoma de células 

escamosas (Walboomers et al, 1999, Munoz et al, 2003) e em 94-100% do carcinoma cervical 

adeno e adenoescamoso (van Muyden et al 1999; Zielinski et al, 2003). Por outro lado, o 

câncer vaginal, peniano e vulvar são muito raros, com taxas de incidência de 1% por ano. Este 

dado sugere que o risco de progressão da infecção é sítio dependente, ou seja, uma possível 

explicação para a alta incidência de câncer cervical seria a presença de uma zona de 

transformação no cérvix, considerada mais sucetível à transformação por HPV (Steenbergen 

et al, 2005).  

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

neoplasia intraepitelial cervical (NIC) ou cervical intraepithelial neoplasia (CIN), ainda 

denominada de Squamous Intraepithelial lesion (SIL) ou lesão intraepitelial escamosa (figura 

7). As lesões pré-malignas são classificadas histologicamente, com base no aspecto 

morfológico atípico e progressivo das células epiteliais, em: NIC I – displasia média; NIC II – 

displasia moderada e NIC III – displasia severa e câncer invasivo (carcinoma in situ). A NIC I 

também pode ser considerada como SIL de baixo grau (Low Grade SIL –LSIL) e as NIC II/III 

como SIL de alto grau (High Grade SIL- HSIL) (Steenbergen et al, 2005).  
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Figura 7: Evolução da lesão cervical pré-maligna ao câncer invasivo (A) Expansão da 

infecção no tecido epitelial cervical (adaptado de Woodman et al, 2007).; (B) Esquema do 

colo uterino com neoplasia intraepitelial cervical (adaptado de NMA, 2007). 

 

 

A infecção com HPV-16 é responsável por aproximadamente 60% dos casos de câncer 

cervical no mundo. A incidência global de câncer cervical, é também estabelecida por outros 

tipos de HPVs como o 18, que abrange 10% dos casos, os tipos 45 e 31 com uma contribuição 

de 4% cada, e os tipos 33, 52 e 58 com 2%, cada um (Cuzick et al, 2006; IARC, 2005). Juntos 

o HPV-16 e o HPV-18 representam 25% das lesões cervicais de baixo grau (LSIL) e 50 a 60% 
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dos lesões de alto grau (HSIL). O HPV 6 e 11 (tipos de baixo risco) são responsáveis por 10%  

das LSIL e aproximadamente 90% das verrugas genitais (Bosch and Harper, 2006). 

A infecção pelo HPV e conseqüentemente a sua progressão, podem ser prevenidas 

através de exames rotineiros, clínicos e citopatológicos que detectam lesões precursoras pela 

observação de alterações celulares, contudo, este exame tradicional, estabelecido por George 

Papanicolau na década de 40, apresenta algumas limitações relacionadas à interpretação das 

alterações morfológicas e à coleta das amostras examinadas; ambas devem ser boas o bastante 

para evitar resultados falsos-negativos (Lonky et al, 1999). Todavia, países desenvolvidos, 

onde a maior parte da população tem acesso à saúde e onde há programas bem estabelecidos 

de prevenção, conseguiram diminuir a incidência do câncer cervical em 3/4 nos últimos 50 

anos (Franco and Harper, 2005).  Nos países em desenvolvimento, muitas das vezes, a 

instauração e manutenção de programas de prevenção, assim como o acesso a tratamentos 

eficientes, não existem e conseqüentemente mais de 80% dos cânceres cervicais são 

atribuídos a essas regiões (Frazer, 2004). 

Apesar da freqüência de infecções, em muitos casos o organismo consegue combatê-

las espontaneamente, ocasionando alterações citológicas ou histológicas cervicais menores e 

transitórias, ou subclínicas (Munoz, 2000; Bosh et al, 2002). No entanto, em alguns casos de 

infecção por HPVs carcinogênicos, as lesões não regridem e podem persistir por longos 

períodos, causando lesões cervicais pré-cancerígenas e até um câncer invasivo que pode ser 

diagnosticado décadas após a infecção. O longo período entre a infecção e o aparecimento do 

carcinoma cervical, explica porque este tipo de câncer é pouco comum em mulheres abaixo de 

25 anos com incidência progressiva entre os 40 e 50 anos de idade (Snijders et al, 2006). 

A persistência de HPVs de alto risco é o maior fator para o desenvolvimento de lesões 

malignas (zur Hausen, 1996), embora seja sujerida a influência de alguns fatores de risco 

adicionais para a susceptibilidade aos cânceres anogenitais como: uso de anti-concepcional 
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oral (Brinton, 1991), uso de cigarro (Deacon et al, 2000; Prokopczyk et al, 1997), debilidade 

do sistema imunológico, fatores nutricionais, co-infecção por outros agentes infecciosos, 

sexualmente transmitidos (Ziegler et al,1990) e polimorfismos genéticos do indivíduo 

(Madkan et al, 2007). A promiscuidade e precocidade sexual, assim como o nível sócio-

econômico do indivíduo são fatores que facilitam a infecção pelo vírus (Castellsague et al, 

2002).  

 

2.6. Resposta imune ao HPV 

 

A proteção imunológica de um organismo corresponde à interação entre dois 

mecanismos de resposta imune: inato e adaptativo (Ro¨ llinghoff, 1997). A imunidade inata é 

uma resposta rápida e inespecífica (relacionada à ação de fagócitos, proteínas solúveis, 

barreiras físico-químicas) envolvida nas fases iniciais da infecção provocada por patógenos e 

toxinas. Diferentemente, uma resposta adaptativa é mais lenta e específica sendo capaz de 

promover uma memória imunológica (células T efetoras e células B produtoras de anticorpos, 

ambas específicas para o patógeno), proporcionando proteção a uma nova infecção (Hilleman, 

2000). 

Na fase inicial ou resposta inata das infecções virais, a resposta inata do hospedeiro é 

feita pelos interferons tipo I (IFN-α e IFN-β), macrófagos e células NK - Natural Killer ou 

citotóxica natural (Chadha et al, 2004). Os interferons tipo I são produzidos pelas células 

infectadas por vírus e têm como função proteger as células não infectadas e colaborar com a 

resposta imune adaptativa. O IFN- γ também atua contra as infecções virais ativando 

macrófagos e células NK (células citotóxicas naturais) para destruição do vírus e das células 

infectadas, respectivamente (Machado et al, 2004).  

A imunidade adaptativa contra os antígenos virais ocorre com ativação de células 

TCD8+ que vão exercer citotoxicidade ou lisar as células infectadas pelo reconhecimento de 
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antígenos virais processados e combinados a um complexo na superfície das células-alvo, 

denominado MHC classe I (Major Histocompatibility Complex class I). Durante a resposta 

imune adaptativa há também ativação das células TCD4+, que vão colaborar com as células B 

na produção de anticorpos. Em virtude dos múltiplos mecanismos de defesa contra os vírus, 

grande parte das infecções é assintomática ou tem uma apresentação subclínica com 

manifestações inespecíficas como a febre, porém, várias infecções progridem (Machado et al, 

2004). 

A resposta imune contra o HPV é caracterizada pela imunidade celular local (cell-

mediated immunity - CMI) e pela produção de anticorpos neutralizantes que estão associadas 

com a regressão da lesão e a proteção contra o mesmo tipo de HPV, respectivamente (Shiller 

and Hidesheim, 2000).  

Os indícios à natureza da resposta imune celular contra a infecção pelo HPV vieram 

dos estudos imuno-histológicos de verrugas genitais que regrediram espontaneamente, nas 

quais foi detectado um grande infiltrado de células T (CD4+ e CD8+) e macrófagos, tanto no 

estroma, como no epitélio (Stanley, 2005). Há evidências de que as células TCD4+ associadas 

à eliminação do HPV são específicas para a proteína E2 (Lee et al, 2004). Em pacientes com 

grandes lesões ou com tumor cervical são encontradas células CD8+ específicas para E6 

(Welters et al, 2003) e E7 (Kadish et al, 2002).  

A incidência e a progressão das infecções por HPV em indivíduos imunosuprimidos, 

demonstram o crítico papel da resposta imune celular na resolução e controle da infecção 

(Benton & Arends, 1996). Os pacientes infectados por HIV geralmente apresentam múltiplas 

recorrências de infecções por HPV (Fruchter et al, 1996) e um aumento no risco para 

progressão de uma infecção subclínica para clínica (Chirgwin et al, 1995).  

Os níveis de anticorpos neutralizantes produzidos naturalmente numa infecção por 

HPV, são muito baixos (Villa et al, 2005), mesmo assim, a soropositividade do indivíduo 
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imunocompetente o protege contra uma nova infecção pelo mesmo tipo de vírus (Stanley, 

2006; Kadish et al, 2002). O tempo necessário para o sistema imune combater a infecção pelo 

papilomavírus varia, mas considera-se que é preciso cerca de 8-14 meses para que HPVs de 

alto risco sejam eliminados e 5-6 meses para HPVs de baixo risco (Franco et al, 1999; 

Giuliano et al, 2002; Brown et al, 2005). 

Os papilomavírus humanos adotaram vários mecanismos que impedem uma resposta 

eficiente do sistema imunológico e o primeiro destes é o seu próprio tipo de ciclo que não 

provoca lise celular (não lítico), ou seja, a liberação do vírus ocorre com a morte programada 

dos queratinócitos (descamação). Deste modo, os sinais essenciais para a resposta imune no 

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

apresentadoras de antígenos (APCs), são ausentes (Kupper & Fuhlbrigge, 2004; Stanley, 

2006). Além de ser praticamente invisível ao hospedeiro, o HPV pode expressar suas 

proteínas E em baixos níveis, impedindo uma resposta imunológica eficiente (Greenfield et 

al, 1991; Stoler et al, 1992). 

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

detectada pelas APCs do epitélio, denominadas de Células de Langerhan (CL). A CL tem 

como função fagocitar, processar e apresentar (via MHC) o antígeno que está no epitélio às 

células T nativas que se encontram nos nódulos linfáticos (figura 8), para que estas se 

diferenciem e se tornem efetoras na destruição dos queratinócitos infectados (Stanley, 2005). 

No entanto, os locais infectados por HPV apresentam um número de CL significativamente 

reduzido (Lehtinen et al, 1993; Connor et al, 1999). Estudos mostram que a proteína E6 do 

HPV-16 regula de forma negativa uma molécula de adesão (E-caderina) necessária para o 

contato entre o queratinócito e a CL (Mathews et al, 2003), e que esta última, em lesões 

cervicais pré-malignas ou malignas, não expressa as suas próprias moléculas de adesão (Mota 

et al, 1999126). A redução no número das CL e conseqüentemente, a alteração na resposta 
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celular é mais um dos mecanismos utilizados pelo vírus para seu escape do sistema imune 

(Kanodia et al, 2007). 

 

 

 

Figura 8. Apresentação de antígeno pelas Células de Langerhan. A célula de Langerhan 

processa o antígeno e migra para o linfonodo (ativada pela ligação com citocinas pró-

inflamatórias) com a finalidade de apresentá-lo às células T nativas, que se diferenciam e 

seguem ao local da infecção. Na infecção por HPV há inibição da função da CL pela ausência 

de inflamação (adaptado de Stanley, 2005).  

 

 Mesmo na ausência de citólise induzida pelo vírus, os queratinócitos infectados 

devem ativar o sistema de defesa anti-viral, o interferon tipo I. Os interferons tipo I (IFN-α e 

IFN-β), têm propriedades anti-viral, anti-proliferativas, e imunoestimulatórias, agindo como 

uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa, ativando neutrófilos, macrófagos, células NK 

e dendríticas (Le Bon & Tough, 2002; Theofilopoulos et al, 2005). A maioria dos vírus 

desenvolveu mecanismos para inibir a síntese de IFN, e os papilomavírus não são uma 

exceção. A ligação do IFN tipo I ao seu receptor estimula uma via de transdução de sinal pela 
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formação de um complexo de transcrição (IFN-stimulated gene factor (ISGF)-3 transcription 

complex) que se liga a outros elementos no núcleo para iniciar a expressão de genes 

relacionados (Stark and Kerr, 1992). Sabe-se que a proteína E7 de HPV-16 inibe a atividade 

do IFN- α (Barnard et al, 2000) pela perda do complexo (ISGF)-3 (Barnard and McMillan, 

1999) e que ainda, inibe a ativação do promotor IFN- β pela interação com o fator  IRF-1 -  

IFN Regulatory Factor 1 (Park et al, 2000). Pacientes com lesões malignas por HPV, que não 

respondem ao tratamento com o IFN- α, apresentam altos níveis de RNAm da E7 se 

comparados aos que respondem bem (Arany et al, 1995; Chang & Laimins, 2000; Nees et al, 

2001). A proteína E6 também diminui a expressão dos genes IFN-α e IFN- β, através da ação 

contra proteínas (Tyk2 e STAT-1) que participam da via de transdução de sinal do IFN (Li et 

al, 1999; Nees et al, 2001), e da ligação ao fator regulatório IRF-3 responsável pela expressão 

do gene IFN- β (Ronco et al, 1998). 

A interferência do HPV na atividade e expressão do MHC classe I (Major 

Histocompatibiliy Class I) é um assunto bem explorado por pesquisadores. Estudos recentes 

mostram que a proteína E7 dos HPVs oncogênicos (16 e 18) é capaz de reprimir a expressão 

deste complexo, assim como a expressão de proteínas (TAP-1 e LMP-2) implicadas no 

transporte do complexo MHC-I/peptídeo à superfície da célula (Georgopoulos et al, 2000). A 

proteína E5 é hidrofóbica e se localiza nas endomembranas do retículo endoplasmático, 

complexo de Golgi e membrana plasmática (Pennie et al, 1993). Por interações ainda 

desconhecidas, esta proteína viral, impede o transporte do MHC-I à superfície celular gerando 

um acúmulo deste no complexo de Golgi e contribuindo, desta forma, para a sobrevivência do 

vírus (Marchetti et al, 2002). 

A similaridade de algumas seqüências da proteína viral E7 com as de proteínas 

humanas, como a XPGC (xeroderma pigmentosum group G complementing protein) e a RBP-

1 (retinoblastoma binding protein 1 ),  que evita ou dificulta o reconhecimento pelas células 
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de defesa; e a inibição da produção de mediadores imunes por E6 e E7, como citocinas (IL-

18), quimiocinas, moléculas de adesão e proteases (Kanodia et al, 2007) são outros 

mecanismos de evasão do sistema imune pelo HPV (figura 9)  que podem ser citados. 

 
 

 
 

Figura 9. Esquema de mecanismos de evasão imune do HPV. Retenção do MHC classe I no 

complexo de Golgi por E5; via de transdução de sinal implicada na expressão de genes IFN, 

impedida por E6 e E7; inibição da interleucina IL-18 e da proteína TAP-1 por E6 e E7, 

respectivamente (adaptado de O’Brien and Campo, 2002).  

 

 

 

2.7. Vacina Profilática contra o HPV: VLP - Virus-Like Particle 

 

Diversos estudos baseados em modelos animais mostraram que a imunidade humoral é 

um fator chave na prevenção da infecção por papilomavirus (Breitburd et al., 1995; 

Interferon 

Receptor Interferon 

E5 

MHC classe I 

Complexo de Golgi 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 24 

Kirnbauer, 1996). A imunidade humoral contra o HPV é gerada em quase todos os indivíduos 

infectados e é direcionada contra os epítopos conformacionais da proteína L1 (Dillner, 1999). 

 A proteína L1 (com um peso molecular de 54-58 kDa) compõe 90% da estrutura 

capsidial e se organiza na forma de pentâmeros que estão associados a proteína L2 (figura 

10), com peso molecular aparente de 68-76 kDa (Da Silva et al., 2001). O capsídio contém 

360 cópias da proteína L1 e provavelmente 12 cópias da proteína L2, organizados em 72 

capsômeros icosaédricos (Modis et al, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estrutura das proteínas capsidiais do HPV. (A) pentâmero de L1 (adaptado de 

Chen et al, 2000); (B) organização da estrutura viral, onde os pentâmeros de L1 (vermelho) se 

associam à proteína L2 (verde) que se liga ao DNA viral (cinza) (adaptado de Liu et al, 1997). 

 

A produção de anticorpos neutralizantes só é estimulada se a proteína L1 estiver na 

forma terciária ou nativa, montada como um multímero (Dillner, 1999; Stanley, 2006). A 

proteína capsidial pode ser produzida pela inserção do gene em vetores de expressão, como 

baculovírus recombinante para expressão em células de inseto, ou plasmídios para expressão 

em leveduras (Zhou et al, 1991; Kirnbauer et al, 1992). Quando produzidas em sistemas de 
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expressão eucarióticos, as proteínas L1 são capazes de se organizar como virus-like particles 

ou VLPs (figura 11), com morfologia similar aos vírions intactos (Kirnbauer et al., 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Vírus-like particle de HPV. Morfologia capsidial e microscopia eletrônica das 

VLPs formadas pela proteína L1 (Noad & Roy, 2003). 

 

As VLPs são indistingüíveis dos vírions nativos e preservam os epitopos 

conformacionais necessários à indução de anticorpos neutralizantes e também são capazes de 

promover resposta celular (Dupuy et al., 1999; Palker et al., 2001). Por não conterem o 

genoma viral, estas VLPs não são infecciosas ou oncogênicas e representam, portanto, a 

melhor estratégia para o desenvolvimento de vacinas profiláticas contra os papilomavírus (Da 

Silva et al., 2001). A eficiência das VLPs na indução da resposta imune e prevenção da 

infecção por papilomavírus foi primeiramente testada em modelos animais, como cachorro - 

COPV (Suzich et al, 1995)  coelho-CRPV (Breitburd et al, 1995), e bovino - BPV-4 

(Kirnbauer et al, 1996).  

A imunidade humoral é específica para cada tipo de HPV, sendo assim, para uma 

proteção mais eficiente, a vacina deveria ser polivalente, ou seja, composta de VLPs de vários 

tipos de HPVs. Aproximadamente mais de 100 tipos de HPV já foram identificados, dos quais 

40 infectam o trato genital, e destes, pelo menos 15 têm potencial oncogênico (Trottier and 

Franco, 2006). Duas estratégias vacinais para o HPV estão em estudo: vacinas profiláticas 

para prevenir a infecção primária, gerando anticorpos neutralizantes; e as vacinas terapêuticas 
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associadas à indução da imunidade celular através das oncoproteínas virais E5, E6 e E7, 

responsáveis pela neoplasia maligna. As vacinas profiláticas para o HPV são focadas no uso 

de VLPs específicas, formadas pela proteína capsidial L1 ou L1/L2 para indução de 

anticorpos neutralizantes (Berzofsky et al, 2004).  

Nos últimos anos, foi realizada uma série de estudos profiláticos com as VLPs dos 

principais tipos associados ao câncer cervical (HPV-16 e HPV-18) e às verrugas genitais 

benignas (HPV-6 e HPV-11), nos quais a produção de anticorpos foi bastante satisfatória, 

atingindo níveis, cerca de 40 vezes maior que os observados nas infecções naturais (Harro et 

al, 2001; Evans et al, 2001; Villa et al, 2005). Recentemente, foi aprovada pela FDA (Food 

and Drug administration) uma vacina profilática (Gardasil) produzida pela Merck que inclui 

4 tipos de HPVs mais prevalentes (HPV-16, 18, 6 e 11) e engloba a imunização de mulheres 

com idades entre 9-26 anos (US FDA, 2006). Existe outra vacina, produzida pela 

GlaxoSmithKline, denominada Cervarix, que está na última fase de testes e engloba VLPs de 

apenas dois tipos oncogênicos (16 e 18) do HPV (Roden and Wu, 2006). 

Uma vacina para o HPV que combinasse a função profilática e terapêutica seria capaz 

de reduzir a incidência de câncer cervical num menor tempo que uma vacina apenas 

profilática, pois além de prevenir, poderia tratar infecções já estabelecidas (Davidson et al, 

2002; Stanley, 2002). Todavia, é muito mais fácil desenvolver uma vacina profilática sem 

ação terapêutica (Katz, 1997; Hilleman, 1998).  

Existe uma série de atributos que a vacina profilática deve possuir, como: baixo custo, 

tanto na produção quanto na compra; eficácia após uma única dose; longo tempo de proteção 

e polivalência para prevenir contra os principais tipos (Lowy and Frazer, 2003). O maior 

impacto da vacinação preventiva contra o HPV seria nos países subdesenvolvidos, onde a taxa 

de infecção e de câncer cervical é maior, e onde os programas de detecção e tratamento da 
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doença correspondem a 5% ou são inexistentes; contudo as vacinas devem ser 

economicamente acessíveis (Giles and Garland, 2006). 

 

2.8. Sistemas Heterólogos de expressão 

 

O avanço das técnicas de biologia molecular e de engenharia genética, contribuíram 

para o desenvolvimento de vacinas a partir da expressão de proteínas recombinantes em 

sistemas que utilizam, tanto organismos procariotos, quanto eucariotos (Schatzmayr, 2001; 

Morton and Potter, 2001). 

A clonagem do gene que codifica o antígeno de interesse em outro organismo não-

patogênico, capaz de expressar o imunógeno na sua forma nativa ou com um mínimo de 

alteração, é o princípio fundamental para produção de vacinas de subunidades (Rogan and 

Babiuk, 2005). O processamento pós-traducional da proteína (glicosilação, fosforilação) é, 

muitas vezes, essencial para sua ação terapêutica, portanto é necessária a escolha de um 

sistema de expressão heteróloga adequado a este tipo de produto (Shuler  and Kargi, 2001). A 

escolha de um sistema de expressão apropriado inclui o conhecimento das propriedades 

bioquímicas e biológicas da proteína de interesse, a quantidade desejada ou necessária e a 

finalidade de uso da mesma (Geisse et al, 1996). 

Os sistemas de expressão que utilizam células bacterianas (procariotos), têm como 

principal organismo a Escherichia coli, que é bem caracterizado geneticamente e  pode atingir 

bons níveis de produção (cerca de 25% 50% ou mais das proteínas totais). Além disso, 

apresentam uma vantagem econômica por crescer em meios simples e baratos (Billman-

Jacobe, 1996; Makrides, 1996). Apesar de muito utilizados, estes sistemas apresentam 

algumas dificuldades, tais como a ausência de modificações pós-traducionais (Brown, 2003; 

Pelczar et al., 1996). O processo de purificação da proteína intracelular heteróloga requer 
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cuidado, pois a lise das células também libera endotoxinas ou pirógenos (presentes na 

membrana externa) que podem provocar reações indesejáveis. Além disso, quando a proteína 

atinge altos níveis dentro da célula bacteriana, pode sofrer degradação devido a um aumento 

da atividade proteolítica, assim como, ficar retida (na forma insolúvel e inativa) em “corpos 

de inclusão”, o que torna mais trabalhoso o processo de recuperação (Montor & Sogayar, 

2003). 

No caso de sistemas eucariotos, diversas linhagens de células de mamíferos, derivadas 

principalmente de tecidos humanos, de camundongos ou de hamsters, células de insetos ou de 

leveduras, vêm sendo utilizadas na síntese de várias proteínas recombinantes (Wurm and 

Bernard, 1999; Schatzmayr, 2001; Morton and Potter, 2001).  

Nos sistemas de expressão baseados em células de mamíferos as proteínas são 

processadas corretamente e são indistinguíveis das versões não-recombinantes, no entanto, 

apresenta algumas desvantagens: crescimento lento em meios caros, baixo nível de expressão 

e processo de purificação complexo (Brown, 2003). A purificação é uma etapa importante que 

exige cuidado quando existe o uso de células transformadas ou tumorais, sendo necessária a 

total remoção de ácidos nucléicos e de qualquer substância que teoricamente poderia ser 

incorporada ao produto (Shuler  and Kargi, 2001).  

O uso de animais transgênicos é uma alternativa à cultura de células de mamíferos, 

pois a biologia do animal pode favorecer o processamento satisfatório da proteína.  Os 

animais são engenheirados para produzir a proteína em fluidos específicos, como leite ou 

urina, mas existem muitas limitações nesta tecnologia, pois, em alguns casos, a proteína de 

interesse pode provocar efeitos adversos à saúde do animal, além de apresentar alto custo 

($100,000 para uma cabra e $500,000 para uma vaca) e ineficiência para gerar e selecionar o 

animal que melhor produz a proteína (Shuler  and Kargi, 2001). 
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O sistema que utiliza células de insetos é relativamente fácil de manter e com menor 

custo em comparação com as células de mamífero, além de oferecer um processamento pós 

traducional similar ao destes (McCarroll & King, 1997). O nível de produção obtido pode ser 

satisfatório (1 e 600 miligramas por litro de cultura), pois há a possibilidade de cultivar as 

células em suspensão, o que permite construir biorreatores com alta densidade celular, porém 

a manipulação e manutenção são mais complexas se comparadas às células de levedura e 

bactéria, que também são sistemas de cultivo mais baratos (Montor & Sogayar, 2003) 

A produção em plantas transgênicas apresenta vantagem em relação à purificação do 

produto recombinante que pode ser facilitado pelo fato da proteína ficar retida em 

compartimentos estéreis ou comestíveis, o que, por sua vez, possibilita a idéia de 

administração oral de um produto terapêutico ou vacina, além disso, é um organismo que 

realiza modificações pós-traducionais (Mason and Arntzen, 1995). Todavia, este sistema tem 

desvantagens que ainda o fazem indesejável para uso comercial, desde os baixos níveis de 

expressão (1% do total das proteínas solúveis, é considerado bom), o longo tempo de testes e 

dificuldade no controle ambiental que pode variar a qualidade e quantidade de produção 

(Shuler  and Kargi, 2001).  

A expressão em células de leveduras permite um processamento similar à encontrada 

em células animais, quando comparadas à expressão utilizando procariotos, pois o ambiente 

intracelular da levedura é adequado para ocorrência de várias reações típicas de células de 

mamíferos, além de ser economicamente acessível (Brown, 2003; Torres & Moraes, 2002). 

Desta forma, este sistema contorna várias das dificuldades encontradas no sistema de 

expressão em células de mamíferos, mantendo muitas de suas vantagens (Schatzmayr, 2001).  

A levedura Saccharomyces cerevisiae é a mais utilizada e bem conhecida 

geneticamente, no entanto hiperglicosila as proteínas e não atinge altos níveis de expressão, se 

comparada a Pichia pastoris que é uma levedura que atinge gramas/litro de proteína e 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 30 

apresenta um padrão de glicosilação mais simples e semelhante aos mamíferos (Sudbery, 

1996). A glicosilação é uma modificação pós-traducional (ocorre no retículo endoplasmático 

e no aparelho de Golgi) em proteínas secretadas, que pode provocar uma imunogenicidade 

não desejável à proteína recombinante. Sendo assim, se a proteína for utilizada para um fim 

vacinal ou terapêutico é preferível a produção intracelular (Torres & Moraes, 2002). Fungos 

filamentosos como o Aspergillus nidulans, são também utilizados, como importante sistema 

de expressão para a produção comercial de enzimas, e geralmente, têm maior capacidade de 

secreção do que S. cerevisiae, apesar do seu crescimento filamentoso dificultar a produção em 

larga escala (Shuler  and Kargi, 2001). 

 

2.9. Pichia Pastoris: Sistema Heterólogo de expressão 

 

Pichia pastoris é uma levedura homotálica, haplóide que vêm sendo utilizada com 

bastante sucesso para a produção de uma grande variedade de proteínas recombinantes 

(Cereghino and Cregg, 2000). Mais de 400 proteínas já foram produzidas nesta levedura 

(Cereghino and Cregg, 2001), com um índice de produção que atinge de miligramas a gramas 

por litro, tanto para a pesquisa laboratorial quanto para a produção industrial. (Macauley-

Patrick et al, 2005). 

 A levedura Pichia pastoris é um organismo metilotrófico, ou seja, é capaz de utilizar 

o metanol como única fonte de carbono ou energia. De todas as linhagens de levedura 

identificadas, são conhecidos apenas 4 gêneros que apresentam o metabolismo do metanol: 

Hansenula, Pichia, Cândida e Torulopsis (Faber et al, 1995). As primeiras reações do 

metabolismo metanólico para obtenção de energia, ocorrem nos peroxissomos e depois 

prosseguem no citoplasma. A enzima álcool oxidase – AOX (codificada pelos genes AOX1 e 

AOX2, sendo o primeiro, responsável pela maior atividade da enzima na célula) (Ellis et al, 
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1985) é a primeira a atuar, oxidando o metanol a formaldeído e a peróxido de hidrogênio, que 

por sua vez é degradado a oxigênio e água. Uma parte do formaldeído deixa o peroxissomo e 

vai para o citoplasma, onde é oxidado a formato e carbono por duas desidrogenases 

(Cereghino and Cregg, 2000).  

O metanol pode ser sintetizado a partir do gás natural metano, de forma relativamente 

barata, e foi por este motivo que, no ano de 1970, a Phillips Petroleum Company desenvolveu 

meios e métodos para cultivo desta levedura, no intuito de transformá-la numa fonte de 

alimento animal, como Single cell protein - SCP (Wegner, 1990). Após a crise do óleo, no 

mesmo período, o custo do metano aumentou dramaticamente, tornando inviável a produção 

de SCP por P. pastoris. Em 1980, a companhia de petróleo, junto ao Salk Institute 

Biotechnology/Industrial associates Inc. (SIBIA, La Jolla, CA, USA) decidiu transformar a 

levedura em um sistema de produção de proteínas recombinantes. No ano de 1993, a patente 

foi passada para a RCT (Research Corporation Technology- Tucson, AZ), e a Invitrogen 

Corporation (Carlsbad, CA, USA) foi licenciada para vender o sistema de expressão na forma 

de kit (Macauley-Patrick et al, 2005; Cereghino and Cregg, 2000). 

 Existem linhagens de Pichia que têm o seu genótipo modificado para atender 

diferentes aplicações. Exemplos disto são as linhagens GS115 e KM71 que apresentam o gene 

da histidina desidrogenase (his4) inativo, funcionando assim, como uma marca de seleção 

para os transformantes (Daly and Hearn, 2004). Os fenótipos associados ao metabolismo do 

metanol variam em relação ao consumo lento ou normal da fonte de carbono, que depende da 

interrupção ou não do gene AOX1, respectivamente.  Linhagens que apresentam o gene AOX1 

intacto (responsável por 85% da utilização do metanol) têm fenótipo Mut+ (Methanol 

utilization plus) com taxa de crescimento no metanol igual ao tipo selvagem (Cereghino and 

Cregg, 2000; Inan and Meagher, 2001). A levedura que tem o fenótipo Muts (Methanol 

utilization slow) cresce e usa o metanol de maneira mais lenta por apresentar o gene AOX1 
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interrompido e assim, utilizar o AOX2 que tem uma atividade menor no metabolismo 

metanólico. A escolha do fenótipo varia pelo tipo de proteína expressa e formas de estratégias 

utilizadas, sendo assim, existem pesquisadores que utilizam o fenótipo Mut+ (Hohenblum et 

al, 2004; Slibinskas et al, 2004), ou o Muts (Aoki et al, 2003; McKinney et al, 2004).   

Os vetores de expressão gênica para uso com a levedura P. pastoris estão bem 

estabelecidos e têm sido utilizados com sucesso para produção de diferentes tipos de proteínas 

heterólogas (Higgins, 1995). A maioria dos vetores possuem um cassete de expressão 

composto pela seqüência promotora do gene AOX1 (AOX1 5’), um ou mais sítios de 

clonagem para inserção do gene heterólogo, uma seqüência de término da transcrição do gene 

AOX1, seqüências para integração no genoma, para seleção e secreção (Daly and Hearn, 

2004). Além do promotor AOX1 existem outros alternativos que podem ser mais indicados 

para expressão de certos tipos de proteínas, são eles: GAP, FLD1, PEX8 e YPT1.  Sistemas 

que utilizam vetores com o promotor GAP (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

necessitam de glicose como fonte de carbono e são amplamente utilizados apresentando 

níveis de expressão semelhantes ou até maiores dos observados com o promotor AOX1 

(Waterham et al, 1997), porém, por ser constitutivo, ele só é apropriado para proteínas 

recombinantes que não sejam tóxicas às células. Os promotores YPT1, induzido por manitol 

(Sears et al, 1998)  e construído a partir do gene da GTPase,  e o PEX8, proteína da matriz 

peroxisomal (Liu et al, 1995), não são muito utilizados, provavelmente pelos baixos níveis de 

expressão obtidos (Cereghino and Cregg, 2000). O promotor FLD1 é originado do gene que 

codifica a enzima formaldeído desidrogenase que participa do metabolismo do metanol. Ele 

pode ser induzido por metanol, metilamina ou ambos, o que resulta em um alto nível de 

produção (Resina et al, 2004), sendo uma alternativa atrativa para expressão heteróloga (Shen 

et al, 1998). 
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O sistema de expressão baseado nas células de P. pastoris apresenta características 

peculiares que exercem algumas vantagens sobre os outros. As suas células são de fácil 

manipulação genética; podem produzir grandes quantidades de proteínas, no espaço 

intracelular ou extracelular; atingem altas densidades em meios mínimos e de baixo custo e 

realizam modificações pós-trasducionais semelhantes aos mamíferos (Macauley-Patrick et al, 

2005). Além disso, esta levedura tem um padrão de glicosilação similar ao das células animais 

e não promove hiperglicolisação como a Saccharomyces cerevisiae (Torres & Moraes, 2002). 

Por apresentar tais características, algumas proteínas que não são expressas com eficiência em 

bactéria, S. cerevisiae ou baculovírus, são obtidas com sucesso e na forma funcional ativa 

através das células de P. pastoris (Cereghino et al, 2001). 

A fermentação com Pichia pode ser feita facilmente em larga escala para atender a 

demandas maiores, e os parâmetros que influenciam a produção e atividade da proteína, 

como: pH, aeração e quantidade de carbono, podem ser bem controlados (Higgins and Cregg, 

1998). Além disso, esta levedura não é uma forte fermentadora, como Saccharomyces 

cerevisiae e conseqüentemente não atinge com rapidez níveis tóxicos de etanol e ácido acético 

para as células (Cereghino et al, 2002). Outra vantagem do sistema com P. pastoris é a 

possibilidade de reprimir a expressão da proteína heteróloga (se for tóxica à célula, em altos 

níveis) já que o promotor AOX1 é fortemente reprimido nas células que crescem com glicose 

e outras fontes de carbono, sendo induzido 1000 vezes quando as células são submetidas a um 

meio onde o metanol é a única fonte de carbono (Cereghino et al, 2002). 

No sistema com Pichia, a expressão extracelular é bastante utilizada por que a 

levedura secreta baixos níveis de proteínas nativas e por isto a purificação da proteína 

heteróloga se faz de maneira simples. A produção intracelular geralmente não resulta em 

glicosilação, sendo assim, mais atrativo para certos tipos de proteínas, como fármacos. 
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Todavia, a purificação das proteínas expressas dentro da célula é mais difícil quando 

comparada a expressão extracelular (Rees et al, 1999). 

 
2.10. Justificativas deste trabalho 
 
 

Cerca de 15% de todos os cânceres humanos são devidos à infecção viral e  80% 

destes são devidos à infecção pelo vírus da hepatite B (carcinoma hepatocelular) e pelo 

papilomavírus humano ou HPV (câncer anogenital) (zur Hausen, 2000). O HPV do tipo 16 é 

responsável por 50 a 60% dos casos diagnosticados (Motoyama et al., 2004). Portanto, é 

quase universalmente aceito que a prevenção de infecções por tipos de HPV oncogênicos 

reduziria dramaticamente a incidência de câncer cervical no mundo (Shiller & Hidesheim, 

2000). 

No caso da infecção pelo vírus da hepatite B existe uma vacina eficaz que permitiu a 

implantação de um amplo programa de vacinação em massa, o que resultou em redução 

drástica da morbidade e mortalidade associada ao vírus (zur Hausen, 1991). Estudos recentes 

em humanos demonstram que a vacinação contra proteínas do capsídio previnem 

eficientemente a infecção (Villa, 2003). Uma vacina profilática contra os principais tipos de 

HPV associados ao carcinoma cervical, prevalentes na população, teria como objetivo 

prevenir a infecção ou a reinfecção e beneficiar os indivíduos com maior risco de exposição 

ao patógeno. 

A possibilidade de gerar e manipular VLPs, promoveu o interesse para o 

desenvolvimento de vacinas profiláticas contra os diversos tipos de HPV (Schiller, 1999). Já 

existe uma vacina contra o HPV-16, 18, 6 e 11, entretanto, seu custo é muito elevado, sendo 

necessárias 3 doses. Além disso, ela não engloba os tipos 31 e 33 do HPV, prevalentes na 

região Centro e Nordeste do Brasil. 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 35 

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

papilomavírus humano representa o principal fator limitante na geração de competência para a 

produção de vacinas contra esse patógeno. Portanto, o domínio desta estratégia possibilitará o 

desenvolvimento de VLPs dos diferentes tipos de HPVs relacionados a problemas de saúde 

pública.  

 

2.11.Objetivos deste trabalho 
 
 

O presente projeto teve como objetivo principal a expressão do gene L1 do 

papilomavírus humano tipo 16 (HPV-16) em células da levedura Pichia pastoris e 

conseqüente produção da proteína L1. Os objetivos específicos incluíram as seguintes etapas: 

• Amplificação do gene L1 de HPV-16; 

• Clonagem do gene L1 no vetor de expressão pPICZ gerando a construção pPICZL1H16; 

• Transformação das células de P. pastoris com a construção pPICZL1H16; 

• Seleção e análise das colônias recombinantes da levedura; 

• Avaliação da produção da proteína L1. 
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Papillomavirus (PV) are small DNA viruses that infect mucosal and cutaneous epithelium and 
cause benign hyperproliferative lesions in human and animals. Occasionally these lesions can 
progress to cancer under appropriated environmental conditions. The human papillomavirus 
(HPV) is associated with many different types of cancer with approximately 450,000 newly 
diagnosed cases each year and 50% mortality rate. The bovine papillomavirus (BPV) is 
associated with papillomatosis and cancer in bovines. Cattle cutaneous papillomatosis is not 
only a health problem but also has economic consequences. Occasionally, entire herds have to 
be culled if the papillomatosis does not regress. Infections with papillomatosis induce type-
specific immune responses, mainly directed against the major capsid protein, L1. Based on 
the propensity of the L1 protein to self-assemble into virus-like particles (VLPs), our group 
has lead to research into the development of BPV and HPV vaccine strategies.  This work 
focuses on the expression of L1 BPV and HPV gene in the Pichia pastoris expression system 
how a base to VLP production.     
 
Keywords: VLP, Pichia pastoris, heterologous expression system, papillomavirus, vaccine 
 
 
 

1. Introduction 
 
Papillomaviruses are small double-stranded DNA viruses found in a wide variety of proliferative 

lesions of epithelial origin and that are associated with different carcinogenesis process in human and 
other animals [1].  

Human papillomavirus (HPV) has been firmly identified as the major etiologic agent of neoplasia 
of cutaneous and mucosal epithelia [2]. Of the 200 or more types of HPV that have been discovered, 
about 35 of them are associated with cancer. Cervical cancer is the second most common cause of 
cancer-related deaths in women worldwide. More than 450,000 cases are diagnosed each year, 
resulting in nearly 250,000 deaths. HPV-16 is the most prevalent, accounting for more than half of 
cervical cancer cases [3].  

In cattle, bovine papillomavirus (BPV) are the etiologic agent of neoplasia of upper 
gastrointestinal tract, and urinary blander, and cutaneous papillomatosis. Infection by papillomavirus 
requires epidermal or mucosal epithelial cells. Initial infection occurs in basal cells and the access to 
these cells occurs through micro-abrasions caused by various forms of physical trauma [4]. The 
correlation of BPV and cancer has been evaluated not only because of the economic repercussions of 
virus infection, but also because the system is an attractive experimental model to study HPV infection 
and carcinogenesis [5,6].  

Papillomavirus can not be grown in the laboratory as a source of antigen for serological tests and 
conventional killed vaccine development, so vaccine development is difficult [7]. Therefore, 
papillomavirus vaccines currently under development employ genetic engineering technology. The 
main requirement for prophylactic papillomavirus vaccine is to induce neutralizing anti-bodies against 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 60 

natural structural viral capsid proteins to prevent virus entry into the host cell [8]. The principle 
protein components of the virion are two virus encoded proteins. The main protein components of the 
virion are proteins encoded by two open reading frames (ORF). The major capsid protein has a 
molecular weight of 55-60 kDa and is encoded by L1 ORF and the minor capsid protein, produced in a 
substantially less amount, is encoded by the L2 ORF and it has a apparent molecular weight of 75-100 
kDa [9]. The discovery that papillomavirus capsid proteins L1 and L2 (or L1 alone) self-assemble into 
virus-like particles (VLPs) when over expression in a heterologous expression system was decisive to 
papillomavirus vaccine research [10]. VLPs are not only immunogenic and safe, but also are able to 
induce strong cell-mediated and humoral immune responses [11, 12].    

Expression of papillomavirus proteins has been achieved in several different model systems as 
bacteria, insect cells, mammalian cells, and yeast. Yeast as an expression host offers distinct 
advantages over these expression systems both in terms of scale ability and productivity as well as the 
proven safety of yeast derived viral proteins for pharmaceutical applications, e.g. hepatitis B vaccine 
[13].  

We have selected the methylotropic yeast Pichia pastoris to express structural protein L1 of 
papillomavirus since several reports have shown that this yeast, unlike Saccharomyces cerevisiae, is 
capable of expressing glycoproteins that are both non-hyperglycosylated and lack a terminal 1,3-
linked mannose addition which are undesirable features that limit the pharmaceutical potencial 
applications of recombinant expressed proteins [14]. P. pastoris is transformed by integration of the 
expression cassette into chromosome at a specific locus to generate genetically stable transformants. 
This cassette can use the AOX1 strong promoter induced by methanol to drive the expression of 
recombinant proteins to high levels even with a single integrated copy of the expression cassette [14].   

In this study, we focus on the strategy for production of a recombinant Pichia pastoris expressing 
HPV-16 L1 gene as a base to VLP production.  
 
 
 

2. Material and Methods 
 
 Bacteria and Yeast cells 

 
Escherichia coli Top 10 and Pichia pastoris GS115 were purchased from Invitrogen (Carlsbad, 

CA). The E. coli strain was grown in L-broth at 37ºC and P. pastoris was grown in YPD media at 
30ºC. 

 
 Plasmids 

 
The pBR322 plasmid containing the whole genome of HPV-16 was used to obtained L1 HPV-16 

by PCR. The pGEM-T (Promega, Madison) was used as appropriated cloning vector for PCR 
products. Expression vector pPICZA, purchased from Invitrogen, contains the 5’AOX1 promoter 
region induced by methanol and the 3’AOX1 transcription terminators, as well as the Sh ble gene, that 
gives Zeocin (Invitrogem) resistance.  

 
 Cloning strategy 

 
 DNA fragment encoding the full length HPV-16 L1 gene was generated by polymerase chain 
reaction (PCR) amplification using TripleMaster-Taq DNA polymerase HiFi (Eppendorf) and specific 
primers. The primers were constructed based on the sequences deposited in the Gene Bank. The 
forward primer for HPV-16 L1 gene was constructed to contain the yeast consensus Kozak sequence 
and a restriction site for KpnI in the 5’terminal. The reverse primer contains a terminal SalI restriction 
site and the downstream stop codon was removed in order to have an attached 6 His-tag. The L1 
fragment amplified was initially cloned into the pGEM-T easy vector, originating the pGEML1H16 
with KpnI and SalI, the restriction fragment was purified using the Promega purification kit. The 
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purified L1 fragment was subcloned into the P. pastoris expression vector pPICZA, opened with KpnI 
and SalI enzymes, to originate the pPICZL1H16 construct.      

 
 DNA manipulation 

 
All rotine subcloning, ligation, transformation, restriction enzyme digestion, and plasmid DNA 

preparation were performed as described in standard texts [15]. 
 

 PCR directed cloning 
 
Two primers, FwL1H16 (5’- GGTACC AWAATGTCTCTTTGGCTGCC -3’, with KpnI site 

underlined and the Kozak sequence in italics) and RevL1H16 (5’- GTCGAC CAG CTT 
ACGTTTTTTGCG-3’, with SalI site underlined), were used to generate a 1.5 Kb PCR fragment 
containing flanking KpnI and SalI restriction sites corresponding to L1 gene, using pBR322H16 as a 
template. This PCR fragment was ligated to the pGEM-T cloning vector generating the pGEML1H16 
and sequenced by the dideoxi sequencing method. After digestion of the pGEML1H16 with KpnI and 
SalI the digestion fragment was purified and ligated into the corresponding KpnI and SalI sites of P. 

pastoris expression vector  generating the ppiczl1h16 construct, with a 6 histidines tail in the C-
terminus.  

 
 Pichia pastoris transformations 

 
The recombinant plasmid (pPICZL1H16) was linearized by SacI digestion and used to transform 

the P. pastoris strain GS115 by lithium chloride protocol [21]. A 50mL culture of P. pastoris was 
grown in YPD at 30ºC with shaking to OD600 of 0.8 to 1.0. Cells were harvested and washed with 
25mL of sterile water and centrifuged at 1500xg for 10 minutes at room temperature. The water was 
discarded and cells resuspended in 1mL of 100mM LiCl. The cell suspension was transferred to a 
1.5mL microcentrifuge tube and centrifuged at maximum speed for 15 seconds and LiCl was removed 
with a pipet. The cells were resuspended  in 400µL of 100mM LiCl. For each transformation 50µL of 
the cell suspension was dispensed into 1.5mL microcentrifuge tube and use immediately. The 
transformation was carried out by adding a reaction mixture containing 50% PEG; 1M LiCl; 2mg/ml 
single-stranded DNA; and the linearized plasmid DNA. The reaction tube was submitted to vortex 
until the cell pellet is completely mixed and incubated at 30ºC for 30 minutes without shaking. After 
the reaction tube was submitted to heat shock at 42ºC for 20 minutes. The tube was centrifuged at 
7000 rpm and the transformation solution was removed with pipet. The pellet was resuspended in 1mL 
of YPD and incubated at 30ºC with shaking. After 1 hour and 4 hour, 25 to 100µL was plated on YPD 
plates containing 100µg/mL Zeocin. The plates were incubated for 2-3 days at 30ºC after which the 
transformants were analysed.         

 
 Analysis of the MUT+ and MUTS phenotypes of the GS115/pPICZL1H16 recombinants  

 
After isolating the DNA from the GS115 transformed with pPICZL1H16, the following procedure 

was used to identify integrants and its Mut phenotype. Amplification of the interest gene was carried 
out with 5’AOX and 3’AOX primers. About 10µL of the P. pastoris culture was placed into a 1.5mL 
microcentrifuge tube and 5µL of a 5U/µL solution of lyticase was added and incubated at 30ºC for 10 
minutes. The samples were frozen at -80ºC for 10 minutes and 5µL of this reaction was used to PCR. 
The product of amplification was analysis by 1,2% agarose gel electrophoresis.      

 
 Analysis of total mRNA extracted from recombinants of P. pastoris 

 
Recombinant colonies GS115/pPICZL1H16 isolated from Zeocin selective media plates were 

inoculated into 5mL of the minimal glycerol medium (MGY) and allowed to grow for 24h at 30ºC 
with vigorous shaking. To induce L1 gene expression, methanol was added to the media to a final 
concentration of 1%. After incubation for 48h, methanol was added again and after a further 24h 
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growth the cells were harvested. The total RNA was extract from methanol induced culture samples 
using TRIzol reagent (Invitrogen). The L1 mRNA was detected by RT-PCR amplification using the 
SupeScript II kit (Invitrogen). The amplification was performed with primers Fw 5’-
GGTCCATTAGGTGTGGG-3’, and Rv 5’-AGCTGTCGCCATATGGTTCTG-3’, and the L1 
amplification product of 500pb confirmed by 1,2% agarose gel electrophoresis. 

 
 Analysis of L1 protein production  

 
Cell extracts from GS115/pPICZL1H16 were analysed by sodium dodecyl sulfate poliacrylamide 

gel (SDS-PAGE) separation to detect the L1 heterologous protein as follows: cells correspondin to an 
optical density of OD600 =1.0  were harvested, washed and ressuspended in 500µL of PBS+1mM 
PMSF+ 1% Triton X-100, an equal volume of glass beads (0,5mm) was added and cells were 
disrupted by vortexing 10 times for 1min. after centrifugation for 10min at 14000g, 10µL of the 
supernatant was loaded onto a 12% SDS-PAGE and the gel was stained with silver nitrate. Dot blot 
analisys of same cell extracts was performed with anti-penta-His antibody (Qiagen, Germany). 
Membranes were blocked in 2% (w/v) bovine serum albumin in PBST (10mM Na2PO4, 150mM 
NaCl, and 1% Tween 20). Incubation was performed three times with PBST, the membranes were 
incubated with secondary horseradish antibody peroxidase (HRP) conjugated anti-mouse antibody at 
1:4000 in blocking buffer His-tag detection. Three washing steps were subsequently performed with 
PBST. 

 
 
 
3. Results 

 
 Construction of the P. pastoris expression vector: pPICZL1H16 

 
The results showed in the Fig. 1, indicate that the full length HPV-16 L1 gene was successfully 

cloned into pPICZA expression vector. The construct was designated pPICZL1H16. 
 

 
Fig. 1 a) the PCR of HPV-16 L1gene with specific primers generated a 1.5 kb product confirmed by 
electrophoresis in 1.2% agarose gel: lane MM, molecular marker 100bp ladder (Promega); lane 1, 1.5Kb L1 
amplicom. This product was inserted into pGEM-T easy vector and the pGEML1H16 was confirmed by EcoRI 
digestion (data not shown). In b) the product pGEML1H16 was cleaved by KpnI and SalI, separated in 1.2% 
agarose electrophoresis and the 1.5kb fragment was purified and ligated to P. pastoris expression vector pPICZA 
previously digested also with KpnI and SalI: lane MM, lambda HindIII molecular marker; lane 1, HPV-16 L1 
purified; lane 2, pPICZA purified. In c) analysis of the  L1 HPV-16 clones: lane MM, molecular marker 1Kb 
plus DNA ladder (Promega); lane 1, clone DNA digested with KpnI/SalI; lane 2, pPICZA plasmid digested with 
KpnI, lane 3, pPICZA not digested. In d), is show that L1 HPV-16 gene was successfully cloned into pPICZA 
vector by PCR giving origin to pPICZL1H16 construct: lane MM, molecular marker 1Kb plus DNA ladder 
(Promega); lane 1, HPV-16 L1 amplicom. 
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 Screening of GS115 transformants (GS115/pPICZL1H16) 
 
Whit the use of the AOX1 primers or HPV-16 L1 primer associated with AOX1 primer is possible 

verify the integration of HPV-16 L1 gene into Pichia pastoris cell genome. The results showed in the 
Fig. 2, indicate that pPICZL1H16 was successfully inserted into P. pastoris GS115 strain. The 
recombinant was designated GS115/pPICZL1H16. 
 
 

 
Fig. 2 In a) are shown GS115/pPICZL1H16 clones grown in plate containing YPD+Zeocin (see Material and 
Methods). In b), is shown a GS115/PPICZL1H16 clone grown in YPD+Zeocin liquid mediun (see Material and 
Methods). In c), the integration of pPICZL1H16 construct into GS115 was confirmed by PCR of the GS115 
recombinant clones: lane MM, molecular marker 1Kb plus DNA ladder (Promega); lanes 1 and 2, PCR using 
AOX primers; lane 3, PCR using L1 HPV-16 primers. Both PCR amplifications have confirmed the presence of 
HPV-16 L1 gene. 
 
 
 Analysis of GS115/pPICZL1H16 phenotype 

 
The results showed in Fig. 3, indicate that all GS115/pPICZL1H16 obtained clones are MUTS 

phenotype. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 In a) and b) are shown the GS115/pPICZL1H16 clones analysis for MUT phenotype by growth in plates 
with MMH (Minimal Metanol + Histidine) or MDH (Minimal Dextrose Medium + Histidine) medium, 
respectively. In c) is shown a PCR using AOX1 primers (according with Pichia pastoris Expression System 
manufacturer manual): only one band with 1500pb + 325pb, indicate that MUTS phenotype. Lanes 1, 2 and 3 
identify the CL1, CL2, and CL3 clones respectively. The best growth of the clones in MDH medium associated 
with only one band amplification product in PCR indicate that these clones are MUTS phenotype.    
 
 Analysis of HPV-16 L1 expression 

 
Total RNA extracted from P. pastoris cells was analyzed for expression of the integrated L1 gene 

by RT-PCR. A 500bp integrated L1 gene DNA fragment was observed as an amplification product 
(Fig. 4), suggesting active transcription of the HPV-16 L1 gene. The protein extract of induced and 
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non induced clones were prepared and the proteins resolved in SDS-PAGE followed by staining with 
silver nitrate. The result shown in Fig. 5a indicates that L1 protein, represented by approximately 
55kDa band, can be visualized in all induced clones. A Dot Blot using anti-Histidine antibody was 
performed and the result confirms the SDS-PAGE data, indicate the L1 protein expression (Fig. 5b).     
 

 
 
 
Fig. 4 RT-PCR of the GS115/pPICZL1H16 clones. Lane   
MM, Ladder 100bp (Promega); lane 1, CL1; lane 2, CL2; 
lane 3, CL3. Lane 4, reaction negative control. Lane 5, 
GS115 wild type. The length of the product of RT-PCR 
for L1 gene is 500bp.    
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5. a) silver nitrate stained SDS-
PAGE of the GS115/pPICZL1H16 
clones and GS115 wild type P. 

pastoris. I, induced with methanol; 
NI, non induced with methanol. 
Arrows indicate the band (~55  kDa)  
referent to L1 protein. Note that in 
the GS115 wild type (I and NI) this 
band is not seen.   b) Dot Blot using 
anti-His tag was performed to verify 
the expression of L1 protein 
expressed linked to a 6 histidine tag. 
The total protein was extract of the 
CL1 clone and GS115 wild type and 
appropriatedly diluted before 
applied on the membrane. The Dot 
Blot was revealed by peroxidase 
reaction.  C-, GS115/pPICZL1H16 
protein extract hybridized only with 
secondary antibody 
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4. Discussion 
 

Traditionally most prophylactic vaccines for human viruses have consisted of live attenuated or 
inactivated virus. In the case of papillomavirus, due to the lack of a virus production system or 
proteins from natural sources to vaccine development the molecular cloning of the papillomavirus 
genes have been employed as a suitable source. Papillomavirus like-particles (VLPs) made from the 
major capsid L1 protein alone have been proven to induce protective immunity in animal model and 
L1-only VLPs are currently in clinical use [16]. A variety of expression systems have been 
investigated for expression of papillomavirus capsid protein as potential systems for producing 
vaccines. Typically, overexpression of proteins in bacteria may yield inappropriately folded and/or 
glycosilated proteins [13]. To overcome these problems a variety of expression systems have been 
devised [13]. All these recombinant cell expression systems require stringent purification and sterile 
protocols to obtain sufficient papillomavirus L1 antigen [14]. Therefore, these processes are very 
expensive for developing countries that urgently require these vaccines [17]. 

P. pastoris is a methylotrophic yeast, capable of metabolizing methanol as its sole carbon source. 
The first step in the metabolism of methanol is the oxidation of methanol to formaldehyde by alcohol 
oxidase enzyme using oxygen. Two genes code for alcohol oxidase, AOX1 and AOX2. The majority of 
alcohol oxidase activity in the cell is attributable to the product of the AOX1 gene which expression is 
controlled at the level of transcription. In methanol-grown cells approximately 5% the polyA+ RNA is 
from the AOX1 gene, and growth on glucose represses transcription, even in the presence of the 
inducer methanol. The loss of the AOX1 gene, and thus loss of most of alcohol oxidase activity in the 
cell, results in a strain that is phenotypically MutS (Methanol utilization slow) [14,18]. As a eukaryote, 
P. pastoris have many advantages of the of eukaryotic expression systems, such as protein processing, 
protein folding, and posttranslational modification, while being as easy to manipulate as E. coli or S. 

cerevisae. As an yeast, it shares the advantages of molecular and genetic manipulations and presents 
advantages over S. cerevisae in respect to recombinant expression protein levels and therapeutic use of 
the produced proteins. P. pastoris can produce 10-100-fold more heterologous protein and do not adds 
core terminal oligosaccharides α1,3 glycan linkages, which are believed to be primarily responsible 
for the hiper-antigenic nature of the recombinant proteins, making them particularly unsuitable for 
therapeutic use [14,19]. 

In this paper we described the use of a recent expression system based on P. pastoris  yeast cells 
to express L1 papillomavirus protein as a first step to a vaccinal strategy based on VLPs against 
papillomavirus infection in human and animals.  Initially we have constructed the expression vector 
pPICZL1H16 containing the L1 gene of HPV-16 by amplification with specific primers where the L1 
gene have the initial ATG codon as part of a yeast Kozak consensus sequence [20] in order to improve 
the translation of L1 protein. The L1 gene produced by PCR was cloned into pGEM-T easy vector and 
subcloned in frame with a his tag into the pPICZA expression vector for P. pastoris cells 
transformation. Although spheroplasting have been used for yeast transformation, it is not 
recommended for transformation of Pichia with plasmids with zeocin resistence genes, because this 
method does not allow direct selection on zeocin containing plates [14]. Therefore we have used the 
LiCl transformation technique that showed good results, producing 40 recombinant clones selected by 
zeocin resistence. All the clones obtained has shown the Muts phenotype, since they grow slowly in 
the presence of methanol and have presented a unique band after colony PCR with AOX1 primers. 
However, this is not an impairing characteristic, since the final yield of heterologous protein 
production can be even higher in Muts strains of P. pastoris. 

After induction by methanol we have checked the transcription of the L1 gene of recombinant 
clones by RT-PCR, since in Saccharomyces was already verified the premature termination of 
transcription in TA rich sequences such as TTTTTATA, that resembles a sequence in HIV-1 gp 120, 
which resulted in premature termination of the mRNA when expressed in Pichia [14]. The RT-PCR 
analisys has confirmed that all 40 recombinant clones were positive for L1 gene mRNA transcription. 
The first clones (CL 1-3) were grown on glycerol and after induction by methanol the L1 protein was 
detected in the appropriated apparent size (~55kDa) in the electrophoresis gel. The 6-his tag fused to 
the L1 protein was used to confirm the identity of the produced protein by Dot blot analisys using an 
anti-his antibody. 
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     The data presented in this work confirm the viability of the P. pastoris cells system to 
papillomavirus heterologous protein production, specially the capsid proteins that are natural 
candidates for the development of a vaccinal strategy against papillomavirus infection based on VLPs. 
The next steps will be to select the best producing clones, to standardize and scale up the production of 
L1 protein in fermenters, and after purification to analyze the ability of this heterologous protein to 
assemble in VLPs and, finally, to perform immunogenic analysis. 
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5.1. Detalhamento da metodologia utilizada 

 

5.1.1. Transformação bacteriana 

Células Escherichia coli DH5α foram transformadas pelo sistema de cloreto de cálcio 

(Sambrook et al, 1989) com o plasmídio pBR322, contendo o genoma do HPV-16 

(pBR322H16). A linhagem a ser transformada foi inoculada em 50 mL de meio LB para 

crescimento por 16 horas a 37°C, com agitação. Após este período, realizou-se o ré-

inóculo com 1 ml da cultura em novo erlenmeyer contendo 500ml de LB para crescimento 

a 37°C, com agitação até atingir uma DO A600 de 0,5. Uma alíquota de 250ml de cultura 

foi centrifugada a 5000rpm por 5 min, e 0°C. O pellet obtido foi ressuspendido em 30ml 

de solução gelada de CaCl2 (100mM) e incubado no gelo por 30min. Nova centrifugação a 

5500rpm por 7min foi realizada para ressuspensão das células em 5ml de solução CaCl2 

100mM, 15% de glicerol bem gelados. Alíquotas de 250µl de células competentes foram 

armazenadas em freezer -80°C. Para a transformação, 0,5µg de DNA, 25µl de tampão de 

transformação e 50µl das células competentes foram incubados no gelo por 30min com 

posterior choque térmico a 42°C por 5min. Após 1min no gelo foi acrescentado 800 µl de 

LB para recuperação das células por 1 hora a 37°C. Placas com LB + ampicilina 

(100µg/µl) foram semeadas com 100µl das células e deixadas a 37°C, por 16-24 horas 

para crescimento dos transformantes.  

     5.1.2. Mini-extração Plasmidial (lise alcalina) 

Os recombinantes foram analisados quanto à presença do vetor pBR322H16, através 

de miniprep e digestão (figura 1) com enzima BamHI (Fermentas) que libera o genoma 

viral. 

Para extração plasmidial foi usado o protocolo de Sambrook, 1989. A cultura foi 

crescida a 37ºC em 20 ml de meio LB + antibiótico por 16 horas. Após este período foi 

feita uma centrifugação da cultura em tubo de 1,5ml, por 1min, 4°C a 12000rpm. Depois 
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de obtido o pellet bacteriano, o mesmo foi ressuspendido em 100µl da Solução I gelada 

(glicose 50mM, Tris-HCl 25nM pH 8, EDTA 10mM pH 8) para dispersão em vórtex e 

posteriormente, misturado por inversão com 200µl da SoluçãoII (NaoH 0,2N e SDS 1%) 

para lise das células. A SoluçãoIII (acetato de potássio 5M, ácido acético glacial e água 

destilada) foi adicionada (150µl) para precipitação de proteínas e DNA genômico no tubo 

que foi mantido no gelo por 3-5min. Logo após, realizou-se uma centrifugação a 

12000rpm por 5min e 4°C. para recuperação do sobrenadante em um novo tubo. Foi 

acrescentado 2 volumes de etanol a temperatura ambiente e misturado por vórtex para 

precipitação a -80°C, por 30min. Uma centrifugação a 12000rpm, 15min e 4°C foi 

realizada para remoção do sobrenadante e obtenção do pellet, que foi adicionado de 1 ml 

de etanol 70% gelado para lavagem através da centrifugação por 5-10min. Após remoção 

do sobrenadante e secagem do pellet na estufa (37°C), ele foi ressuspendido em 50µl de 

TE (pH 8) ou água MilliQ, contendo RNAse (20µg/ml) para estoque a -20°C. 

 

     

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Extração e digestão de plasmídio PBR322H16. A- extração de plasmídio; poço 1: 

marcador lambda Hind III, poço 2, 3 e 4: PBR322H16. B- digestão de PBR322H16 com 

BamHI; poço 1: marcador lambda Hind III; poço 3: genoma viral (8kb) e plasmídio PBR322 

(4,3kb). 
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5.2. Amplificação do Gene L1 de HPV-16 por PCR 

 Após a digestão e confirmação da presença do genoma viral de HPV-16 nos clones, 

submetemos o material a uma amplificação com primers específicos.  

5.2.1. Desenho de primers para a amplificação do gene L1 de HPV-16 

As seqüências do genoma de HPV-16 (8kb) e do gene L1 (1,5kb) foram obtidas 

através do banco de dados do site NCBI (National Center for Biotechnology Information, 

www.ncbi.nlm.nih.gov). Para analisar a complementaridade e eficiência dos primers direto 

(forward) e reverso (reverse) na seqüência do gene desejado, foi utilizada a ferramenta Oligo 

Analyser do site www.idtdna.com e o programa Gene Runner (www.generunner.com). O 

resultado mostrou que a seqüência dos primers forward e reverse não apresentavam 

imcompatibilidades interferentes no pareamento. 

Para facilitar a clonagem dos produtos amplificados por PCR, foram incluídos nas 

extremidades dos primers, sítios para as enzimas de restrição KpnI (primer direto) e SaLI 

(primer reverso) compatíveis com o vetor de expressão pPICZ (Invitrogen). Também foi 

adicionada, na região inicial (ATG) do primer direto, a seqüência consenso de Kozak 

(A/YAA/TAATGTCT) para expressão em leveduras, como mostra a tabela 1. 

Tabela 1. Seqüência de nucleotídeos dos primers para amplificação do gene L1 de HPV-16.  

Primer Seqüência 5’- 3’ 
Forward  GGTACC* AWAATGTCT* CTTTGGCTGCCT 
Reverse GTCGAC**  CAGCTTACGTTTTTTGCG 

* Sítios de restrição para KpnI* e SalI** em negrito 

           * Seqüência consenso de reconhecimento do início de tradução em leveduras 
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5.2.2. PCR de L1 

O resultado esperado da amplificação seria uma banda de 1500pb correspondente ao 

gene L1 (Figura 2), mas a análise em gel de agarose 0,8% mostrou que o DNA não havia sido 

amplificado. 

 

 

  Figura 2. Esquema da PCR do gene L1. 

 

5.2.3. Análise do gene L1 para o sitio BamHI  

 A enzima BamHI foi utilizada para clonar o genoma de HPV-16 no plasmídio 

PBR322. Com base no resultado obtido da PCR de L1, foi feita uma análise do genoma viral 

de HPV-16 usando o programa on line Web Cutter 2.0 para avaliar a presença do sítio de 

restrição para a enzima BamHI, sendo encontrado um único sítio (Tabela 2). A ORF de L1 

inicia na posição 5559 e termina na posição 7154 do genoma de HPV-16. Nesta ORF foi 

detectado o sitio de restrição para BamHI. 

 

Tabela 2. Localização do sítio de BamHI (GGATCC) no genoma de HPV-16. 

Nome da 
enzima 

Número de 
cortes 

Posição do 
sítio 

Sequência de 
reconhecimento 

BamHI 1 6150 pb g/gatcc 
(6138pb) CACTGGGGCAAAGGATCCCCATGTACCAATGTTG (6171 pb) 

 
  

pBR322H16

   Genoma viral HPV 16 

 PCR 

L1 1500pb 

pBR322H16



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 72 

Sendo assim, o genoma de HPV-16 foi linearizado e clonado no plasmídio pBR322, 

através do corte dentro da ORF de L1. Conseqüentemente, na amplificação do gene, os 

primers se anelaram de modo a amplificá-lo juntamente com o vetor pBR322 (cerca de 

5800pb), como mostra a figura 3.  

 

 

 
 
Figura 3. Descrição esquemática do problema da não amplificação de L1 

 

5.2.4. Nova estratégia para amplificação do gene L1  

 Com o objetivo de promover a amplificação do gene L1, a estratégia encontrada foi 

isolar, purificar e recircularizar o genoma viral de modo a reconstituir a ORF de L1 (Figura 

4), antes de realizar a reação de PCR. 

 

PBR322

Genoma viral HPV 16

PBR322 

PCR 

Fragmento de 5800 pb L1 L1 
L1 L1 

pBR322 

L1 L1 BamHI BamHI 

6 kb 5,8 kb 
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L1 L1
L1 L1

L1

L1

PBR322

PBR322Digestão 
BamHI

PCR

Ligação do 
genoma viralGenoma viral

 

 

Figura 4. Estratégia para amplificação do gene L1 de HPV-16.  

 

5.2.5. Purificação do genoma viral de HPV16 

 Para a purificação do genoma do vírus (8kb) foi realizada a digestão do pBR322H16 

com a enzima BamHI (Fermentas), com a finalidade de liberar o genoma viral e após 

separação em gel de agarose (0,8%) a banda de 8kb foi excisada  e purificada por meio do uso 

do kit QIAquick Gel Extraction da Qiagen. Na Figura 5 é apresentado um gel de agarose 0,8% 

no qual se observa uma banda de 8kb correspondente ao genoma viral purificado. 

 

 

 

 

 

 

 Figura 5. Genoma do HPV16 purificado. 1- Marcador lambda Hind III; 2- Banda 

correspondente ao genoma de HPV16 (8kb) purificado 

8 kb 
9 kb 

 
 1           2 
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5.2.6. Ligação do genoma viral 

Obtido o genoma viral purificado, este foi submetido à recircularização via reação de 

ligação (usando a enzima T4 Ligase, Invitrogen) seguindo o protocolo descrito pelo 

fabricante, com os componentes apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3. Composição da reação de ligação do genoma de HPV16 
 

 

 

 

 

 

 

Quando a reação de ligação (ligase, DNA recircularizado, tampão) foi usada 

diretamente como template, a taq de alta fidelidade, Tripple Master (Invitrogen), não 

amplificou o gene L1. Portanto, foi necessária a purificação da reação com o Kit QIAquick 

PCR Purification (Qiagen) para que a amplificação ocorresse. 

 
5.3. Construção do vetor de expressão pPICL1H16 

5.3.1. Clonagem do gene L1 no vetor pGEM-T Easy 

O gene L1, após PCR com taq Tripple Master (Eppendorf) e purificação com o uso do kit 

QIAquick Gel Extraction (Qiagen), foi clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega). Os clones 

foram obtidos por transformação com CaCl2 (Sambrook et al, 1989), selecionados em meio 

LB (com X-GAL, IPTG, ampicilina) e analisados quanto à presença do inserto por miniprep 

(Sambrook, 1989), seguida de digestão com a enzima que flanqueia o gene (EcoRI - 

Fermentas) e PCR com os primers de L1 (figura 6). 

 

Reagente Volume  

DNA plasmidial 15µL 
Enzima ligase 10u µL 0,5µL 
Tampão 10x 4µL 
Água 0,5µL 
Total 20µL 
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Figura 6. Extração, digestão e PCR de pGEML1H16. A – Extração plasmidial: poço 1, 

marcador lambda Hind III; poços 3 e 4, pGEM com inserto L1; poços 5 e 6, pGEM sem 

inserto. B – Digestão pGEML1H16; poço 1, marcador lambda Hind III; poço 2, gene L1 

como controle (1,5 kb); poços 3 e 4, pGEM (3 kb) e L1 (1,2 kb). C – PCR de L: poço 1, 

marcador 100 pb; poços 2 e 3, gene L1 amplificado (1,5 kb). 

 

 A digestão do pGEMLIH16 deu origem a um fragmento de 1,2 kb, com 

aproximadamente 300 pb deletados. Isto ocorreu porque o gene possui um sítio de restrição 

para EcoRI no fim da sua ORF. 

5.3.2. Subclonagem de L1 no vetor pPICZA 

Após confirmação da construção pGEML1H16 em E.coli DH5α, foi realizada uma 

extração com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) para posterior amplificação, purificação 

e digestão de L1 com as enzimas KpnI (Fermentas) e SalI (Fermentas). Paralelamente, o vetor 

pPICZA (Invitrogen) também foi digerido com as mesmas enzimas após sua extração pelo kit 

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e purificação pelo kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Os 

produtos purificados foram ligados com uso da enzima T4 ligase (Promega) e transformados 

por CaCl2 (Sambrook et al, 1989). A análise dos clones foi feita através de extração 

plasmidial (Sambrook, 1989), digestão com as respectivas enzimas e PCR do gene L1. 

 

               1       3  4   5   6              1     2     3    4               1      2      3   

C B A 
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5.3.3. Transformação da levedura Pichia pastoris com pPICL1H16 

 Os clones com a construção pPICL1H16 foram submetidos à extração com o kit 

QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), para obtenção de, 5µg/µl (no mínimo) de DNA  e posterior 

linearização com a enzima SacI para transformação da levedura Pichia .pastoris pelo sistema 

de cloreto de lítio (Invitrogen). A análise dos clones foi feita por crescimento em meio YPD 

com 100µg/ml de zeocina, e PCR de colônia (Linder et al., 1996).  

5.3.4. PCR de colônia 

A PCR para detecção foi feita diretamente dos clones crescidos em placa. Uma colônia 

foi misturada a 10µl de água e 5µl de enzima lyticase (5U/ µl) para incubação a 30°C, por 10 

min. Depois de incubada, a amostra foi colocada a -80°C por 10 min. Uma alíquota de 5µl das 

células foi utilizada para a reação de PCR como mostra a tabela 4. 

 

Tabela 4. Reação de PCR direta de colônia 

 

 

 

 

 

 

 

A reação foi incubada a 95°C por 5 min e depois adicionada de 5µL de 0,16 U/µL de 

Taq polymerase (0,8 units). O programa utilizado apresenta 30 ciclos: 95°C de desnaturação 

(1 min), 54°C de anelamento (1min) e 72°C de extensão (1min), incluindo extensão final de 7 

min.  

Além dos primers AOX, listados na tabela 5, a reação também foi feita utilizando-se 

os primers para L1. 

 

Reagente Volume  

Células lisadas  5µL 
5´ AOX1 primer  (10 pmol/uL) 1µL 
3´ AOX1 primer  (10 pmol/uL) 1µL 
Tampão 10x 5µL 
MgCl2 (25mM) 5µL  
dNTP (25mM) 1µL 
Água  27µL 
Total 45µL 
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Tabela 5. Primers para amplificação de região AOX. 

Primer Seqüência 5’- 3’ 
3´ AOX1 Pichia  5´ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3´  
5´ AOX1 Pichia  5´ GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3´  

 

 

5.4. Análise da expressão da proteína L1 

5.4.1. Fermentação dos clones e indução da expressão do gene L1 

Foram selecionados 3 clones de Pichia pastoris e a linhagem GS115 sem o inserto, 

para os ensaios de fermentação, que seguiram o protocolo apresentado no manual EasySelect. 

Pichia Expression Kit (Invitrogen). As colônias foram inoculadas em meio MGH - Minimal 

Glicerol Médium Histidine (1,34% YNB, 1% glicerol, 0,00004% biotina, 0.004% histidina) 

ou BMGH - Buffered Minimal Glicerol Médium Histidine (mesma composição do MGH, mas 

acrescentado de tampão fosfato de potássio 100mM, ph. 6,0) para crescimento por 16-24 

horas, a 28-30°C. O volume de meio utilizado foi equivalente a 10% do volume do 

erlenmeyer. Para a indução, a cultura deveria estar numa DO600 de 1-6. Nesta fase, o meio 

com glicerol era retirado, por centrifugação (3000xg, 5 min, temperatura ambiente) e as 

células ressuspendidas em meio com metanol MMH - Minimal Methanol Histidine (1.34% 

YNB, 0,00004% biotina, 0.5% metanol) ou BMMH - Buffered Minimal Methanol. A indução 

foi feita a cada 24 horas de crescimento, com adição de metanol 100% para uma concentração 

final de 1%. Um volume de 1ml era centrifugado e estocado a -80°C, também a cada 24 

horas, para posterior análise em géis de SDS-PAGE 12,5%. 

5.4.2. Extração de RNA total dos recombinantes de P.pastoris 

A extração de RNA dos clones foi feita a partir do método que utiliza fenol ácido, 

quente. Um volume de 5-10ml de cultura induzida, foi centrifugado a 5000 rpm, por 4 min. O 

pellet foi ressuspendido em 600 µl  de solução AE (acetato de sódio, 50 mM, pH 5,3 e EDTA, 

10mM), e depois passado a um tubo de 1,5ml. À amostra, foram adicionados 40 µl de SDS 
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25%, levando-se ao vórtex. Rapidamente, foi feita a adição de fenol previamente aquecido a 

65°C e equilibrado em tampão AE. Após agitação no vórtex, a amostra foi incubada a 65°C, 

por 10 min e, posteriormente, congelada a 4°C, por 5min. Foi realizada uma centrifugação de 

10000 rpm, por 5 min para recuperação da fase aquosa em novo tubo, à qual foi misturado, 

por inversão (2-3min), um volume igual de fenol/clorofórmio/isoamílico (25:24:1) a 

temperatura ambiente. Para nova recuperação da fase aquosa, fez-se uma centrifugação a 

14000 rpm por 2 min. Um volume de 1ml de clorofórmio foi agregado para separar as fases, 

através de centrifugação a 12000 rpm, 2 min. Ao sobrenadante (em novo tubo), foi adicionado 

1/10 de acetato de sódio 3M (pH 5.3) e misturado em vórtex. Posteriormente, foram 

misturados 2,5 volumes de isopropanol para a precipitação do RNA a -20ºC e 5 min. A 

amostra foi centrifugada a 12000 rpm por 10 min, para obtenção do pellet que em seguida, foi 

lavado 2x com 1 ml de etanol 80% sob centrifugação de 14000 rpm por 5 min. A 

ressuspensão do pellet foi feita em 5-20 µl de água DEPC, após secagem (não completa) em 

temperatura ambiente. Alternativamente foi utilizado o método com uso do reagente Trizol 

(Invitrogen), de acordo com o protocolo do fornecedor. 

5.4.3. Síntese de cDNA e RT-PCR 

 A construção do cDNA foi realizada a partir do kit SuperScript II (Invitrogen). Foram 

utilizados de 1-5µL (1ng-5µg) de RNA e, juntamente com 1µL do primer oligo DT 15 

(Promega), incubados à temperatura de 65ºC, por 5 minutos e no gelo, por 2 min. Em seguida, 

foram acrescentados 7µL do tampão (5x), 1µL de DTT, 1µL de RNAsin (40 U/µL), 1µL de 

Dntp (10mM) e 1µL de Transcriptase reversa para incubação a 42°C, por 1 hora, e 70°C, por 

15 min. 

 A amplificação foi feita através da RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polimerase Chain 

Reaction), utilizando-se 2 µl de cDNA, 15,5 µl de H2O, 2,5µL de tampão (10x), 1µL de dNTP 

(2mM), 1µL de  MgCl2  (50mM), 0,5µL de Taq DNA Polimerase (5U/µL) e 1µl (10pmol/µl) 
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de cada primer, para um volume final de 25 µl de reação. Os primers utilizados foram 

construídos com base na seqüência interna do gene L1, resultando em um produto de 

amplificação de 500 pb. 

5.4.4. Avaliação da expressão de L1 através de Dot Blot 

Os 3 clones analisados e positivos quanto à transcrição de L1, foram inoculados para 

uma nova indução e análise da expressão da proteína recombinante por Dot Blot. O 

crescimento foi realizado nas mesmas condições descritas do item 4.1.  

5.4.4.1. Padronização Dot Blot 

Nos testes para otimização do Dot Blot, foram usados os anticorpos anti-penta-His e 

anti-tetra-His, ambos da Qiagen e um anticorpo (IgG total) secundário conjugado à 

peroxidase (Sigma). Inicialmente, foram feitos vários testes de concentrações só com o 

anticorpo primário (1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 1/500 e 1/1000) e o anticorpo secundário (1/400, 

1/800, 1/1000, 1/1600, 1/2000, 1/5000, 1/10000). Foi observada que a interação entre os dois 

era melhor quando o primário estava na diluição de 1/50, 1/100, 1/200 e 1/500, com o 

secundário diluído de 1:800, 1/1000 e 1/1600. Os substratos testados foram o DAB (Sigma) e 

o TMB (sigma), com este último apresentando melhor sensibilidade. 

Os primeiros testes de concentração e interação antígeno/anticorpo foram feitos com 

uma proteína controle constituída de uma cauda de histidina. Foi usado tanto o anticorpo 

primário tetra-His (figura 7), quanto o penta-His (figura 8).  
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figura  7. Dot blot de proteína com cauda poli-His (controle positivo) e anticorpo primário 

anti-tetra-His. A proteína foi testada na concentração de 5,10,20 e 40ng (linhas a, b, c e d). A 

cada coluna (1, 2, 3, 4) foram testadas diluições do 1°anticorpo -1:50, 1:100, 1:200 e 1:500. 

Diluição do 2° anticorpo: 1:800. As concentrações foram testadas para ambos os anticorpos 

primários: tetra-His e penta-His. 
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Figura 8. Dot blot de proteína com cauda poli-His (controle positivo) e anticorpo primário 

anti-penta-His. Mesmas condições da placa com o tetra-His. 

 

Deste primeiro teste vimos que o anticorpo penta-His reagiu melhor se comparado ao 

tetra-His, apresentando reação apenas onde havia uma concentração de 40 ng da proteína. No 

entanto, no primeiro ensaio com o extrato protéico intracelular total de um clone induzido 

(clone1), foram também utilizados o penta-His (figura 9) e o tetra-His (figura 10) para uma 

melhor comparação. 
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Figura 9. Dot blot de proteína total intracelular do clone1 com anticorpo primário anti-penta-

His. O clone foi induzido, em fermentador, com 1% de metanol e o tempo usado no 

experimento foi de 96 horas. A concentração deste extrato era de 8,543 mg/ml de proteína 

total. Foram feitas 4 diluições: 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 (linhas a, b, c, d). A diluição do segundo 

anticorpo foi de 1:800. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Dot blot de proteína total intracelular do clone1 com anticorpo primário anti-tetra-

His. Foram feitas 4 diluições: 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 (linhas a, b, c, d). A diluição do segundo 

anticorpo foi de 1:800. As colunas 5 e 6 correspondem ao controle negativo ou branco, 
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equivalente ao extrato ou proteína só com o anticorpo secundário (ausência do primário). 

Coluna 5: branco da proteína controle com cauda poli-His; coluna 6: branco do extrato 

protéico do clone1. 

 

Nestes dois últimos experimentos, pôde-se concluir que os dois anticorpos primários 

reagiram de forma semelhante com as concentrações da proteína. Em relação aos controles 

negativos, foram observadas reações inespecíficas das proteínas do clone com o anticorpo 

secundário. No entanto, quanto menor a concentração, menos visível a reação inespecífica. 

Este tipo de reação não foi observada na proteína usada como controle positivo (proteína poli-

His), provavelmente por estar purificada (livre de proteínas interferentes).  

Com intenção de reduzir a inespecificidade da reação, um novo ensaio foi realizado 

com bloqueio do anticorpo secundário que, desta vez, teve sua diluição aumentada para 

1:1600. A concentração do bloqueio que era de 1%, foi mantida, mas também foi testado um 

bloqueio de 2,5%, sem o bloqueio do segundo anticorpo. Foram feitas 3 placas com as 

mesmas variações de bloqueio e diluição de anticorpos, para o clone1 (figura 11), para a 

GS115, controle sem inserto (figura 12) e para a proteína poli-His, como controle positivo 

(figura 13). As amostras do clone1 e da GS115 foram igualadas na concentração protéica 

(0,4mg/ml) e o anticorpo primário utilizado em todas as reações foi o tetra-His. 

Adicionalmente, testou-se a ligação do anticorpo secundário às proteínas da levedura (GS115) 

sem o inserto (figura 14). 
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Figura 11. Extrato protéico intracelular do clone1 diluído de 1:10 (0,8mg/ml) e 1:20 

(0,4mg/ml). O tempo utilizado foi de 96 horas de indução, em fermentador, com metanol 1%. 

As diluições para o 1° anticorpo foram de: 1:500 (linhas a, c) e 1:1000 (linhas b, d). As 

diluições do 2° anticorpo foram de 1:800 (linhas a, b) e 1:1600 (linhas c, d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Dot blot de proteína total intracelular do controle negativo GS115. A concentração 

do extrato puro estava em 0,4mg/ml, o qual também foi diluído de 1:2 (0,2mg/ml). O tempo 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 85 

utilizado foi de 96 horas de indução, em shaker, com 1% de metanol. As diluições para o 1° 

anticorpo foram de: 1:500 (linhas a, c) e 1:1000 (linhas b, d). As diluições do 2° anticorpo 

foram de 1:800 (linhas a, b) e 1:1600 (linhas c, d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Dot blot de proteína poli-His, controle positivo, em maiores concentrações. As 

concentrações utilizadas foram de 40, 80 e160ng (linhas a, b e c). O 1° anticorpo foi usado 

nas diluições de 1:500, 1:1000 e 1:2000, e o segundo anticorpo, na diluição de 1:1600. A 

linha d corresponde, apenas, à presença de anticorpo secundário, sendo um controle negativo 

para confirmar que o mesmo não se liga à membrana de nitrocelulose (bloqueio de 1%). 
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Figura 14. Dot blot de clone 1 e de GS115 com ausência de anticorpo primário, controle 

negativo. As duas primeiras colunas correspondem (1 e 2)  às proteínas da GS115 + anticorpo 

secundário. E as colunas 3 e 4 apresentam as proteínas do clone1 + anticorpo secundário.  O 

2°anticorpo está diluído de 1:800 (colunas 1 e 4) e de 1:1600 (colunas 2 e 3). As 

concentrações do clone estão de 0,8mg/ml (1:10) e 0,4mg/ml (1:20); e as concentrações da 

GS115 estão de 0,4mg/ml (puro) e 0,2mg/ml (1:2). As linhas a e b apresentam bloqueio de 

1% e as linhas c e d, 2,5%. 

 

Com estes resultados, foi possível determinar que os bloqueios de 1% e 2,5% (sem 

bloqueio do segundo anticorpo) apresentam resultados semelhantes, e que o bloqueio de 1% 

(com anticorpo secundário bloqueado) resulta em pouca ou nenhuma reação. Os resultados do 

clone e da GS115 foram semelhantes quando usando o anticorpo primário + secundário.  No 

entanto, na placa do controle negativo, onde foi usado apenas o conjugado com as proteínas, o 

clone (1:20 ou 0,4mg/ml)) apresentou menos reação se comparado a GS115 (puro ou 0,4 
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mg/ml), nas linhas c e d, respectivamente. Em relação à proteína utilizada como controle 

positivo (poli-His), sugerimos que ela pode ter sido degradada ou perdido a cauda de histidina 

(pelo tempo de estoque), já que apresentou pouca ou nenhuma reação. 

Pôde-se concluir que o anticorpo secundário reage inespecificamente com as proteínas 

da levedura. Novos testes com outros anticorpos secundários, como um conjugado (IgG1) à 

biotina (Sigma), também apresentaram reação inespecífica com as proteínas de P.pastoris.   

Foi feito um novo crescimento com 3 clones (cada um em duplicata, com uma amostra 

induzida por metanol e outra não-induzida) e a GS115 (controle negativo, também induzida e 

não-induzida), para purificação por coluna de níquel com o Ni-NTA Spin Kit (Qiagen). Desta 

vez, o crescimento dos três clones e da GS115 foi feito com um maior número de células 

(DO600 30-40) em 50 ml de meio, e maior concentração de metanol na indução (2%). O 

período de indução durou 96 horas. O gel de SDS-PAGE, corado tanto por comassie, quanto 

por prata, não apresentou a banda esperada (55 kDa) após a purificação.  

O material purificado foi submetido a uma diálise e liofilização para realização de um 

dot blot, onde apenas um clone apresentou o resultado esperado (figura 15). Todavia, mesmo 

com um material purificado, observou-se reação inespecífica no controle negativo (GS115), o 

que reforçou a inespecificidade do anticorpo secundário e a necessidade de se utilizar um 

anticorpo primário anti-His, conjugado. 

 



Coimbra, E. C.     Avaliação do uso das células da levedura P. pastoris para expressão do gene L1 de HPV-16. 

 88 

 

Figura 15. Dot blot de clones 1, 2 e 3, e GS115 purificados por coluna de níquel. As 

linhas a e b, correspondem ao crescimento com indução, onde apenas o clone 2 apresentou 

resultado positivo. As linhas b e c, apresentam as amostras não-induzidas, com reações 

inespecíficas na GS115 e no clone 1. 

 

Com a aquisição de um anticorpo primário, conjugado à fosfatase alcalina (Sigma), foi 

possível repetir o experimento (figura 16). O crescimento dos três clones e da GS115 foi feito 

com células na DO600 30-40, em 50 ml de meio, e 2% de metanol na indução. O período de 

indução durou 96 horas. O protocolo teve como etapas: ligação das proteínas (1,5µl) na 

membrana por 1hora; lavagem (1X) com TBS por 5 min; bloqueio com 2,5% de leite por 40 

min, lavagem (1X) com TBS por 5 min, adição de Anti-His conjugado a fosfatase alcalina, 

diluído 1:20.000 em leite 5% com  1 hora de incubação, a 37°C; lavagem (3X) com TBS-

Tween (10 min cada) e revelação com NTB/BCIP (diluídos 10x em água). As condições deste 

protocolo foram otimizadas em um experimento anterior, onde foram testadas diluições do 

anticorpo (1:10000, 1:20000, 1:30000), concentrações de bloqueio (2,5% e 2,5%;  2,5% e 5%; 
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5% e 5%) e concentrações das proteínas. Foi obtido um resultado ideal com o clone 1 que 

apresentava 286 µg/ml de proteína, nas condições do protocolo citado anteriormente. 

 

 

Figura 16. Dot blot de clones 1, 2 e 3, e GS115 com anticorpo primário conjugado. Todas as 

amostras encontram-se em duplicata e foram igualadas quanto à concentração, que ficou 

equivalente a 286 µg/ml. A linha a, corresponde aos clones não-induzidos por metanol 

(controle negativo da expressão), no tempo de crescimento de 96 horas. A linha b, 

corresponde ao tempo de indução de 72 horas (clone 1), T96 (clone 2) e T72 (clone 3). A 

linha c corresponde à levedura P.pastoris (GS115 sem o inserto L1) no T72 de indução. 

 

Com o resultado deste último dot blot, foi possível verificar que os clones expressam a 

proteína L1 de HPV-16, visto que, foi utilizado apenas um anticorpo anti-His (conjugado à 

fosfatase alcalina), eliminando a possibilidade de reações inespecíficas, as quais foram 

ausentes, pois os controles negativos (GS115 e amostras não-induzidas) permaneceram 

brancos. 
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5.5. Detecção da proteína recombinante L1 por Western blot 

 Foram feitos alguns western blots, com crescimentos dos três clones, em tempos 

diferentes. No entanto, a tranferência de proteínas do gel de SDS-PAGE para a membrana de 

nitrocelulose não foi tão eficaz, estando em procedimento sua otimização. O melhor resultado 

obtido é mostrado na figura 18. Neste caso o protocolo seguinte foi utilizado: transferência de 

3 horas e 30 min (2 hrs a 120 W e 1:30h a 100W). A membrana foi bloqueada com  2,5% de 

leite, por 16 horas e logo após foi feita a adição de anticorpo primário tetra-His (diluído 

1:1000) para incubação a 37°C, por 2 horas. Posteriormente realizou-se 3 lavagens (10 min 

cada) com TBS-Tween,e adicionou-se o 2° anticorpo (IgG conjugada a peroxidase), para 

incubação por 1 hora e 37°C. Após última incubação, a membrana foi submetida a mais 3 

lavagens com TBS-Tween, e a reação foi revelada com TMB.  

 

Figura 17. Western blot de proteína total intracelular do clone 1. À esquerda, está a 

membrana de nitrocelulose com as proteínas transferidas, e à direita, o gel SDS-PAGE 

(12,5%) correspondente. A linha 1 representa o marcador; a linha 2, extrato protéico de 

GS115; a linha 3, indução de clone 1 em fermentador (com 1% de metanol); a linha 4, 

crescimento de clone 1 em shaker (também induzido com 1% de metanol). 
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6. Conclusões 

 

Neste trabalho concluímos que P. pastoris constitui um sistema de expressão capaz de 

produzir a proteína L1 de HPV-16 utilizando o vetor pPICZA, que contém um promotor 

induzido por metanol (AOX1). Porém, para obter maiores níveis de expressão é necessário 

otimizar o cultivo e/ou o gene heterólogo utilizando o codon usage de P. pastoris. 
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 a)  b) 

Fig. 3 Two parts of a figure side-by-side. They should be labelled a) and b) either in the figure or adjacent to it. Such 
figures are not left indented. Two figures of similar size with consecutive numbers may be arranged in the same way, with 
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This material will be made available together with the 
electronic version. In case a manuscript contains such 
material, it should be appropriately identified within the 
text. Supplementary material in tables should be 
identified as Table S1, Table S2, etc., in case of figures, 
they should be named accordingly, Figure S1, Figure S2. 
For online access, Supplementary material should be in 
PDF, JPEG or GIFF formats  
In addition, a list of this material should be presented at 
the end of the manuscript text file, containing the 
following statement: Supplementary material - the 

following online material is available for this article:  
- Table S1 ....  
This material is available as part of the online article 

from http://www.scielo.br/gmb  
3.2 Short Communications  
Present brief observations that do not warrant full-length 
articles. They should not be considered preliminary 
communications. They should be 15 or fewer typed pages 
in double spaced 12-point type, including literature cited. 
They should include an Abstract no longer than five 
percent of the paper’s length and no further subdivision 
with introduction, material and methods, results and 
discussion in a single section. Up to two tables and two 
figures may be submitted. The title page and reference 
section format is that of full-length article.  
3.3 Letters to the Editor 
Relate or respond to recent published items in the journal. 
Discussions of political, social and ethical issues of 
interest to geneticists are also welcome in this form.  
3.4 Review Articles  
Review Articles are welcome.  
3.5 Book Reviews 
Publishers are invited to submit books on Genetics, 
Evolution and related disciplines, for review in the 
journal. Aspiring reviewers may propose writing a 
review.  
3.6 History, Story and Memories  
Accounts on historical aspects of Genetics relating to 
Brazil.  
4.Proofs and Copyright Transfer 
Page proofs will be sent to the corresponding author. 
Changes made to page proofs, apart from printer’s errors, 
will be charged to the authors. Notes added in proof 
require Editorial approval. A form of consent to publish 
and transfer of copyright will have to be signed by the 
corresponding author, also on behalf of any co-authors.  
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