
 
 

 

 

 

 

 

Proteína multiepitopo recombinante para o 

desenvolvimento de kit de diagnóstico para hepatite C 

 

 

 

 

 

José Carlos Dos Santos 

 

 

 

 

Brasília 

2011 

Universidade de Brasília 
Instituto de Ciências Biológicas 
Departamento de Biologia Celular 
Pós-Graduação em Biologia Molecular 



 
 

Universidade de Brasília 
Instituto de Ciências Biológicas 
Departamento de Biologia Celular 
Programa de Pós Graduação em Biologia Molecular 
 

 

 

 

 

Proteína multiepitopo recombinante para o 

desenvolvimento de kit de diagnóstico para hepatite C 
 

 

Dissertação apresentado ao Departamento de 

Biologia Celular do Instituto de Ciências 

Biológicas como requisito parcial para 

obtenção do grau de mestre em Biologia 

Molecular. 

 

 

 

Orientado: José Carlos Dos Santos 

Orientador: Prof. Dr. Fernando Araripe Gonçalves Torres 

Coorientadora: Prof. Dra. Maria Sueli Soares Felipe 

 

 

Brasília 

2011 



 
 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Biologia 
Molecular, Departamento de Biologia Celular do Instituto de 

Ciências Biológicas da Universidade de Brasília 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Banca Examinadora: 
 
Prof. Dr. Fernando Araripe Gonçalves Torres – Orientador (UnB) 

Prof. Dra. Anamélia Lorenzetti Bocca – Examinadora (UnB) 

Prof. Dra. Beatriz Dolabela de Lima – Examinadora (UnB) 

Prof. Dra. Lidia Maria Pepe de Moraes – Suplente (UnB) 

 

 

 

Brasília 

2011 



 
 

“recomeçar 
Não importa onde você parou… 

em que momento da vida você cansou… 

o que importa é que sempre é possível e necessário “Recomeçar”. 

Recomeçar é dar uma nova chance a si mesmo… 

é renovar as esperanças na vida e o mais importante… 

acreditar em você de novo… 

Sofreu muito nesse período? Foi aprendizado. 

Chorou muito? Foi limpeza da alma. 

Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdoá-las um dia. 

Tem tanta gente esperando apenas um sorriso seu para “chegar” perto de você. 

Recomeçar… 

hoje é um bom dia para começar novos desafios. 

Onde você que chegar? 

Ir alto… sonhe alto… 

queira o melhor do melhor… 

pensando assim trazemos pra nós aquilo que desejamos… 

Se pensarmos pequeno coisas pequenas teremos …. 

Já se desejarmos fortemente o melhor e principalmente lutarmos pelo melhor, o melhor vai 

se instalar em nossa vida. 

“Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e não do tamanho da minha altura.” 

Carlos Drummond de Andrade    

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Se procurar bem você acaba encontrando. 

Não a explicação (duvidosa) da vida, 

Mas a poesia (inexplicável) da vida” 

Carlos Drummond de Andrade 
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RESUMO 
 

O vírus da hepatite C (HCV) é um importante patógeno humano afetando 3% da 

população humana. A infecção crônica é frequente sendo uma das principais causas de 

cirrose hepática e carcinoma hepatocelular. Estudos de soroprevalência indicam que pelo 

menos 200 milhões de pessoas tenham sido infectadas no mundo sendo que somente no 

Brasil aproximadamente 2 milhões de casos foram relatados até 2003. Vários kits de 

diagnóstico baseados EIA (Enzyme immunoassay) estão disponíveis no mercado para a 

detecção de anticorpos anti-HCV no plasma. No entanto, devido à distribuição geográfica 

distinta de todos os genótipos do HCV no mundo, estes kits nem sempre apresentam um 

bom desempenho nas diferentes localidades do mundo. Atualmente, esses kits utilizam 

antígenos peptídicos (kits de terceira geração) ou antígenos recombinantes (kits de quarta 

geração) de ambas as regiões, estruturais e não estruturais, da proteína viral. A exigência 

de múltiplos peptídeos e/ou múltiplas proteínas recombinantes para o diagnóstico confiável 

de infecção pelo HCV aumenta o custo destes kits. A fim de reduzir o custo de fabricação e 

aumentar a especificidade dos kits de detecção de HCV desenvolvemos uma cadeia única 

de proteína multiepitopo recombinante composta de várias partes das regiões estruturais e 

não estruturais da proteína viral. Este gene sintético, com 948 pb, e que codifica para uma 

proteína multiepitopo HCV (denominado r-MEHCV) foi clonado no vetor pET21a. 

Células de Escherichia coli BL21 (λDE3) foram transformadas com o plasmídeo resultante 

e a expressão induzida com 1 mM IPTG. Após 8 h de indução, uma proteína com massa 

molecular aparente de ~37 kDa foi observada. A proteína recombinante foi purificada até 

homogeneidade por meio de uma única etapa por cromatografia de afinidade com resina 

Ni-NTA. A expressão bem-sucedida, assim como os ensaios realizados com a construção 

de um ELISA “caseiro” baseado na r-MEHCV, no quais amostras de soros reagentes e não 

reagentes para HCV e reagentes para outras patologias foram analisadas, mostraram que 

esta proteína pode ser utilizada para o desenvolvimento de um autêntico kit brasileiro para 

fins de diagnóstico da hepatite C. Análises de dicroísmo circular em pH 7 e 8 mostraram 

que essa proteína apresenta um padrão de dobramento compatível com estruturas 

secundária e terciária. 
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ABSTRACT 
  

Hepatitis C virus (HCV) is an important human pathogen affecting 3% of the 

human population. Chronic infection is frequent and is a major cause of liver cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma. Seroprevalence studies suggest that at least 200 million 

individuals have been infected worldwide. In Brazil, approximately 2 million acute cases 

of hepatitis C have been report till date. Several EIA (Enzyme immunoassay) based 

diagnostic kits are available in the market for the detection of anti-HCV antibodies in 

plasma. However, due to the distinct geographical distribution of all HCV genotypes 

worldwide, these kits do not always perform equally well in different parts of world. 

Currently, these kits use peptide antigens (third generation kits) or recombinant antigens 

(fouth generation kits) from both structural and non-structural regions of the viral protein. 

The requirement of multiple peptides and/or multiple recombinant proteins for reliable 

diagnosis of HCV infection adds to the cost of these EIA kits. In order to reduce 

manufacturing cost and extend the specificity of HCV detection kits we have designed a 

single-chain recombinant multiepitope protein, consisting of several epitopes from 

structural and non-structural regions of the viral protein. This synthetic gene with c. 948-pb 

which encodes the HCV multiepitope protein (rMEHCV) was cloned into pET21a vector. 

The resulting vector was named pETMEHCV. Escherichia coli BL21 (λDE3) was 

transformed with the resulting plasmid. A bacterial clone was induced with 1 mM IPTG 

and the time course of induction after 8h showed a protein with an apparent molecular 

mass of ~37 kDa. The recombinant protein was purified to homogeneity from disrupted 

cells by a single step Ni-NTA chromatography. The successful expression, as well as the 

tests performed with the construction of an “in house” ELISA  based on r-MEHCV, in 

which serum samples reactive and non reactive for HCV and serum reactive with other 

pathologies were analyzed, shows that this protein may be used for development of a 

genuine Brazilian hepatitic C kit for diagnostic purposes. Analyses of circular dichroism at 

pH 7 and 8 showed that this protein has a folding pattern consistent with secondary and 

tertiary structures. 
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1.1 Hepatites virais 

Hepatite é um termo genérico que significa inflamação do fígado e pode ser causada 

por medicamentos, doenças autoimunes, metabólicas e genéticas, álcool, substâncias tóxicas e 

vírus (Ministério da Saúde, 2009).  

Uma ampla diversidade de vírus pode infectar esse órgão, sendo eles, os vírus 

hepatotrópicos, isto é, que têm um tropismo específico para o fígado. Atualmente, é aceito a 

existência de 9 vírus hepatotrópicos como agentes etiológicos das hepatites (A, B, C, D, E, F, 

G, TT e SEN). Esses vírus, apesar de apresentarem quadros clínicos bastante semelhantes, 

foram classificados em diversos gêneros, com características funcionais e estruturais 

extremamente distintas (Takahashi et al., 2004).   

Hepatite A é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus A (HAV) e 

também conhecida como hepatite infecciosa, hepatite epidêmica, ou hepatite de período de 

incubação curto. O agente etiológico é um pequeno vírus de RNA, membro da família 

Picornaviridea, sendo que o período de incubação, intervalo entre a exposição efetiva do indi-

víduo suscetível ao vírus e o início dos sinais e sintomas clínicos da infecção, varia de 15 a 50 

dias (média de 30 dias). O HAV apresenta distribuição mundial tendo como principal via de 

contágio a fecal-oral, por contato inter-humano ou por água e alimentos contaminados. A 

disseminação está relacionada às condições de saneamento básico, nível socioeconômico da 

população, grau de educação sanitária e condições de higiene da população (Ministério da 

Saúde, 2009). 

A hepatite B é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus da hepatite 

B (HBV), conhecida anteriormente como soro-homóloga. O agente etiológico é um vírus de 

DNA, hepatovírus da família Hepadnaviridae, podendo apresentar-se como infecção 

assintomática ou sintomática, sendo que, pessoas adultas infectadas com o HBV apresentam 

90 a 95% de cura e 5 a 10% permanecem com o vírus por mais de seis meses, evoluindo para 

a forma crônica da doença. O período de incubação varia de 30 a 180 dias (média de 70 dias) 

e sua transmissão ocorre principalmente por relações sexuais desprotegidas, pois o vírus 

encontra-se no sêmen e secreções vaginais, por uso de drogas com compartilhamento de 

seringas, agulhas ou outros equipamentos contaminados, por transfusão de sangue e derivados 

contaminados, por transmissão vertical (mãe/filho) e por aleitamento materno (Ministério da 

Saúde, 2009). 
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A hepatite C é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus da hepatite 

C (HCV), conhecido anteriormente por “hepatite Não A Não B”, quando era responsável por 

90% dos casos de hepatite transmitida por transfusão de sangue sem agente etiológico 

reconhecido, a fisiopatologia desta doença será melhor descrita a seguir (Ministério da Saúde, 

2009). 

A hepatite delta é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus da 

hepatite delta ou HDV (é um vírus RNA, que precisa do vírus B para que ocorra a infecção), 

podendo apresentar-se como uma infecção assintomática ou sintomática e, nestes casos, até 

mesmo com formas graves de hepatite. O período de incubação varia de 30 a 50 dias (média 

de 35 dias) e os modos de transmissão são os mesmos do HBV (Ministério da Saúde, 2009). 

A hepatite E é uma doença infecciosa viral, contagiosa, causada pelo vírus E (HEV) 

do tipo RNA, classificado como pertencente à família Caliciviridae. O período de incubação 

varia de 15 a 60 dias (média de 40 dias) e a transmissão do HEV ocorre tanto sob a forma 

epidêmica, como de forma esporádica, em áreas endêmicas de países em desenvolvimento. A 

via de transmissão fecal-oral favorece a disseminação da infecção nesses países, onde a 

contaminação dos reservatórios de água mantém a cadeia de transmissão da doença e a 

transmissão interpessoal não é comum (Ministério da Saúde, 2009). 

O vírus da hepatite F (HFV) tem sido descrito em apenas alguns casos na França, após 

a transmissão experimental realizadas em primatas. A virologia, epidemiologia, 

hepatotropicidade e importância clínica de VHF não estão estabelecidos (Deka et al., 1994).  

O vírus da hepatite G (HGV) é um RNA-vírus pertencente à família Flaviviridae e foi 

identificado pela primeira vez em 1995. Pelo menos 3 diferentes genomas foram 

identificados. Sua transmissão é através da via parenteral, apresentando baixa taxa de 

infectividade, já que menos de 50% dos receptores de sangue infectado pelo VHG 

apresentaram a infecção, sendo que, a transmissão sexual ou vertical também é possível, mas 

incomum (Roth et al., 1997). O grupo de risco com maior prevalência para infecção pelo 

HGV é o de pacientes multi-transfundidos, de pacientes em hemodiálise e de usuários de 

drogas injetáveis. Em decorrência dessa similaridade na rota de transmissão, o HGV é 

frequentemente achado em associação com outras hepatites virais, particularmente com a 

hepatite C (Müller et al., 1997). 

O vírus TT (transfusion transmissible virus) é um DNA-vírus de fita simples e foi 

identificado pela primeira vez em 1997 no Japão. O vírus TT (TTV) não tem envelope e seu 

material genético circular apresenta cerca de 3800 nucleotídeos. Alguns pesquisadores 



 

4 
 

sugerem que o vírus TT está mais relacionado a família Circoviridae. Ainda assim, por 

apresentar algumas diferenças significativas em suas propriedades físico-químicas e 

diferenças em seu sequenciamenteo genético, outro grupo tenta classifica-lo em uma nova 

família viral, a Circinoviridae. Pode ser transmitido por produtos de sangue e pelas rotas 

parenterais usuais, mas não são descartadas outras vias (Bowden, 2001). 

Um novo vírus hepatotrópico foi identificado em 2000 na Itália e foi nomeado, 

provisoriamente, de SEN (SEN-V), em decorrência do paciente fonte. Esse vírus não possui 

envelope e é um DNA-vírus de fita simples. Até o momento, já foram identificados 8 subtipos 

(SENV- A a H). Seu genoma linear compreende cerca de 3900 nucleotídeos e assemelha-se 

ao TTV, sendo provável um antecessor em comum (Bowden, 2001). 

1.1.1 Hepatite C 

O vírus da hepatite C (HCV) é um problema mundial de saúde causado pela falta de 

uma vacina eficaz, alto custo no tratamento, cronicidade associada a morbidade e mortalidade 

alta (Amini et al., 2006). Estima-se que cerca de 200 milhões de pessoas no mundo estejam 

infectadas com o HCV (Lauer & Walker, 2001; Alberti et al., 2002). 

O HCV foi identificado em 1989 por Choo et al. (1989), sendo responsável por 90% 

dos casos de hepatites pós-transfusionais não-A não-B, que até então não tinha etiologia 

definida (Alter et al., 1989), sendo considerado  uma das principais causas de hepatite 

crônica, cirrose hepática e carcinoma hepatocelular (Poynard et al., 2003; Perz & Alter, 

2006).  

As infecções agudas e estágios menos avançados da doença crônica geralmente são 

clinicamente silenciosa e somente metade dos pacientes que apresentam viremia exibem 

elevada atividade de alanina aminotransferase (ALT). Deste modo, a hepatite C é muitas 

vezes diagnosticada pela primeira vez na fase tardia da doença, quando as opções terapêuticas 

já são limitadas (Lauer et al., 2001; WHO, 2002). 

Em muitos países, as taxas de transmissão diminuíram substancialmente com a 

introdução de exames de sangue em 1991 (WHO, 2001; Buti et al., 2005). No entanto, devido 

à lenta progressão da doença, muitos pacientes infectados antes da década de 1990 através de 

produtos sanguíneos contaminados ainda estão em risco de evolução para doença hepática 

grave nos próximos anos. Portanto, apesar da diminuição de novas infecções adquiridas 

através de produtos derivados do sangue, os modelos matemáticos prevêem ainda um 

aumento contínuo da morbidade e mortalidade relacionado ao HCV (Buti et al., 2005). Hoje, 
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após a erradicação da infecção associada à transfusão, o uso de drogas intravenosas é 

considerado como a principal causa de transmissão do HCV na maioria dos países europeus, 

com taxas de prevalência entre usuários de drogas injetáveis (UDI), variando de 15% a 90% 

(Esteban et al., 2008).  

Especialistas estimam que o HCV seja responsável por 20% dos casos de hepatite 

aguda, 70% dos casos de hepatite crônica, 40% dos casos de cirrose na fase final, 60% dos 

casos de carcinoma hepatocelular (HCC), e 30% dos casos de transplantes de fígado (LT) nos 

países industrializados (EASL, 1999). Relatórios da OMS e de uma conferência sobre o HCV 

realizada pelo Instituto Nacional de Saúde (UE) em 2002 consideraram o HCV como a 

principal responsável pelos transplantes hepático, visto que dois terços dos transplantes de 

fígado são devido à infecção causada pelo HCV (WHO, 1999; NIH,2002). 

1.1.1.1 Agente Etiológico 

O HCV é pertencente à família Flaviviridea e ao gênero Hepacivirus. Nesta família 

também estão incluídos os vírus que causam a febre amarela e a dengue. Trata-se de um vírus 

de RNA fita simples de polaridade positiva, cujo genoma possui aproximadamente 9,5 kb de 

tamanho e duas extremidades não codificadoras: 5’NC e 3’NC (Chambers et al., 1990; Alter 

et al., 1999).  

A extremidade 5’NC é a região mais conservada do genoma, contendo 341 

nucleotídeos localizados na região upstream da longa e única fase aberta de leitura ORF que 

codifica para uma poliproteína de 3010-3033 resíduos de aminoácidos. Esta, por sua vez, é 

processada pós-traducionalmente para produzir 11 proteínas, sendo 3 estruturais (C ou core, 

E1 e E2), uma pequena proteína p7, 6 proteínas não-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, 

NS5A e NS5B) e uma proteína F resultante de um frameshift da região codificadora do core. 

A região 5’NC contém quatro domínios altamente estruturados, numerados de I a IV, sendo 

que os domínios II, III e IV, juntamente com os primeiros 12 a 30 nucleotídeos da região 

codificadora do core, constituem a IRES, local onde ocorre a ligação direta da unidade 

ribossomal 40S gerando um mecanismo alternativo de tradução do RNA HCV. (Brown et al., 

1992; Wang et al., 1995; Honda et al., 1996) . 

A 3’NC possui aproximadamente 225 nucleotídeos e é dividida em três regiões: um 

segmento hipervariável de 30 a 40 nucleotídeos, uma cauda poli U variável em extensão, e 

uma região altamente conservada de 98 nucleotídeos, essencial para replicação in vivo 

(Rosenberg, 2001). 
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A proteína do core tem como principal função formar o capsídeo que irá abrigar e 

proteger o RNA viral enquanto o vírus passa de uma célula a outra ou de uma pessoa para 

outra. Além disso, a proteína do core parece estar associada a diversas funções, como 

modulação da transcrição gênica, proliferação, morte e sinalização celular, podendo interferir 

com o metabolismo lipídico e deprimir a resposta imune do hospedeiro por mecanismos ainda 

desconhecidos (McLauchlan, 2000; Giannini & Brechot, 2003). 

As duas glicoproteínas do envelope viral, E1 e E2, são componentes essenciais e 

necessários para fusão do vírus em receptores de células alvo. Para cumprir essas funções, as 

glicoproteínas têm que adotar conformações drasticamente diferentes durante o ciclo de vida 

do vírus (Bartosch et al., 2003; Drummer et al., 2003). A proteína p7 é um pequeno 

polipeptídeo de 63 resíduos de aminoácidos que tem se mostrado uma proteína integral de 

membrana. A p7 é codificada pela região E2 e processada por um precursor E2/p7. Estudos 

apontam que possa mediar a permeabilidade de canal de íons cálcio e apresentar importante 

função na maturação e infectividade da partícula viral (Carrere-Kremer et al., 2002; Gonzalez 

&  Carrasco, 2003; Sakai et al., 2003). 

A proteína NS2 atua como um inibidor de apoptose, podendo também interferir na 

expressão gênica celular e ser necessária na fosforilação de NS5A. A proteína NS2 e o 

domínio amino-terminal da NS3 constituem a protease NS2-3 que catalisa a clivagem 

intramolecular do sítio NS2-NS3, esta autoprotease é essencial para alta taxa de replicação do 

vírus in vivo (Liu et al., 1999; Bartenschlager et al., 1995; Dumoulin et al., 2003).  

A NS3 é uma proteína multifuncional contendo um domínio serina-protease na região 

N-terminal e um domínio helicase/NTPase na região C-terminal. Juntamente com a proteína 

NS4A forma a NS3-NS4A protease, importante para o ciclo de vida do vírus. Essa protease 

processa a poliproteína do HCV clivando as junções NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A 

e NS5A/NS5B. A NS3-NS4A protease é um dos alvos virais mais importantes para a terapia 

anti-HCV (Kim et al., 1996; Yan et al., 1998, Pawlotsky & McHutchison, 2004; Pawlotsky, 

2006). 

A região central da NS4A atua como um cofator da atividade serina-protease NS3, 

permitindo a sua estabilização e localização na membrana RE, bem como a ativação da 

clivagem na junção NS4B/NS5A (Bartenschlager et al., 1995, Tanji et al., 1995). Uma das 

funções do NS4B é servir como âncora para a membrana no complexo de replicação, além 

disso, pode inibir a síntese celular e modular a atividade da NS5B, sendo responsável também 

pela indução de interleucina 8 (Elazar et al., 2004; Gretton et al., 2005; Kadoya et al., 2005). 
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A NS5A é uma fosfoproteína cujo número de fosforilações é influenciado por NS4A. 

Várias funções foram atribuídas a NS5A baseado em suas interações com proteínas celulares, 

ou seja, parece desempenhar um papel na resistência antiviral ao interferon (IFN) e, 

possivelmente, estar envolvida na regulação do crescimento celular e na ativação 

transcricional, assim como na via de sinalização celular (Gale et al., 1998; Tellinghuisen et 

al., 2002; Pellerin et al., 2004).  A proteína NS5B é uma RNA polimerase RNA-dependente, 

necessária para replicação viral, sendo um excelente alvo para terapia antiviral (Ma et al., 

2005; Pawlotsky et al., 2006). 

O papel da proteína F (frameshift) ou ARFP (alternate reading frame protein) no ciclo 

de vida HCV permanece desconhecido, mas foi proposto estar envolvido com a persistência 

viral (Baril & Brakier-Gingras, 2005) (A figura 1 representa o modelo estrutural e a 

organização do genoma HCV).  
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Figura 1 - Modelo da estrutura e organização do genoma do vírus da hepatite C (HCV). Extraído de “Expert 
Reviews in Molecular Medicine” (2003) Cambridge University Press. 

1.1.1.2 Genótipos do HCV 

Uma das características mais importante do HCV é o seu alto grau de variabilidade 

genética. Variações do genoma do HCV levaram à sua classificação em seis genótipos 

principais e um grande número de subtipos. Os genótipos diferem um dos outros em 31% a 

33% ao nível de nucleotídeos, comparado com 20% a 25% entre os subtipos (Simmonds et 

al., 2005). 

 Deste modo, com base na análise filogenética de sequência de nucleotídeos, vários 

genótipos e subtipos do HCV foram identificados, sendo que o genoma completo do HCV foi 

determinado por Choo et al (1991), após obter vários isolados sequenciados do HCV de 

diferentes partes do mundo (Choo et al., 1989). 
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Na segunda Conferência Internacional de HCV e Vírus Relacionados, realizada em 

1994, foi proposto um sistema de nomenclatura usual com o propósito de ser utilizada em 

estudos futuros dos genótipos, subtipos e quasispecies do HCV. Segundo este sistema o HCV 

é classificado com base na semelhança da sequência nucleotídica em grandes grupos 

genéticos designados genótipos. Deste modo, os genótipos HCV são numerados (numerais 

arábicos) de acordo com a ordem de sua descoberta. Já as cepas mais relacionadas dentro de 

alguns tipos de HCV são designadas subtipos, que são atribuídas letras minúsculas em ordem 

alfabética (Simmonds et al., 1994; Mohsen, 2001). 

Os genótipos e subtipos apresentam uma distribuição geográfica e epidemiológica 

distinta (Simmonds, 1995), sendo que os genótipos 1, 2 e 3 são encontrados em todos os 

continentes e constituem a maioria dos isolados do HCV em muitos países (Shi & Lai,  2001). 

O genótipo 4 é mais frequente no Norte e Centro-Oeste da África, enquanto os genótipos 5 e 6 

são mais freqüentes na África do Sul e Ásia, respectivamente (Martins et al., 2006). O 

genótipo 1b tem sido associado com as mais severas doenças do fígado em indivíduos 

infectados com HCV (Farci & Purcell, 2000).  

Analisando 1.688 amostras de sangue de pacientes infectados pelo HCV, mostraram 

que no Brasil os genótipos 1 e 3 do HCV são os mais freqüentes. A freqüência geral foi 

64,9% (1.095) para o genótipo 1, 4,6% (78) para o genótipo 2, 30,2% (510) para o genótipo 3, 

0,2% (3) para o genótipo 4 e 0,1% para o genótipo 5. Esses dados também revelaram que a 

distribuição dos genótipos no Brasil é muito parecida com as distribuições dos genótipos de 

HCV em alguns países europeus, indicando que, possivelmente, os genótipos de HCV 

circulantes no Brasil foram introduzidos depois da chegada dos imigrantes europeus, quando 

as práticas de transfusões sanguíneas tornaram-se comuns (Campiotto et al., 2005).  

Em outro trabalho, analisando 250 soros positivos anti-HCV na região Centro-Oeste 

do Brasil, concluíram também que os genótipos 1 e 3 foram os mais prevalentes com 

freqüências de 67,9% e 29%, respectivamente. Assim, no Brasil, os genótipos 1 e 3 foram os 

mais freqüentes, o que coincide com os genótipos mais freqüentes em nível mundial (Martins 

et al., 2006). 

 1.1.1.3 Diagnóstico 

Antes do HCV ser caracterizado em 1989, a identificação da hepatite, até então 

classificada como não-A e não-B, era realizada através da análise dos níveis de 

aminotransferases no sangue. Particularmente, a estimativa de ALT no soro foi considerada 
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como marcador para a referida infecção, sendo que níveis de ALT acima de 1,5 vezes do 

valor normal era considerado como possível indicação da infecção (Gretch, 1997). 

 Após o vírus ser caracterizado, um ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA de 

primeira geração) foi desenvolvido para detecção de anticorpos anti-HCV no soro. Este ensaio 

tinha como alvo somente um antígeno, o peptídeo c100-3 da região NS4 do genoma do HCV. 

Este ELISA foi disponível comercialmente e amplamente usado em todo o mundo. Desde 

então, três gerações de ELISA têm sido desenvolvidos, cada nova geração, proporcionando 

melhora adicional na sensibilidade e especificidade para anticorpos anti-HCV (Gretch, 1997). 

Define-se como sensibilidade de um teste diagnóstico a capacidade de detectar a 

doença em indivíduos realmente doentes e a especificidade pela capacidade de identificar 

corretamente a ausência de doença (ANVISA, 2004).  

No ELISA de segunda geração, além da fração c100-3, foram adicionadas as frações 

c33c (NS3) e c22-3 (core). Os resultados falsos positivo, assim como a detecção tardia de 

anticorpos recentemente produzidos ou pré-existentes nos ELISA de primeira e segunda 

geração, levaram os pesquisadores a aperfeiçoar o sistema de ensaio. Deste modo, surgiu o 

ELISA de terceira geração que foi desenvolvido para detectar anticorpos contra quatro 

proteínas recombinantes do genoma viral (core, NS3, NS4, NS5). As frações antigênicas 

(c100-3 e c33c) obtidas por recombinação genética e utilizadas nos testes de segunda geração 

foram substituídas por peptídeos sintéticos correspondentes aos epitopos imunodominantes 

dessas frações nos testes de terceira geração, melhorando, assim, tanto a sensibilidade quanto 

a especificidade (Saez-Alquezar et al., 2001). 

Recentemente, foi desenvolvido o ELISA de quarta geração que possui adsorvido na 

microplaca uma combinação de anticorpos monoclonais anti-core HCV e antígenos 

recombinantes e peptídeos representando as regiões imunodominantes NS3 e do core. Este 

ensaio visa reduzir a janela imunológica em relação às demais gerações (Abbott., 2006). 

No entanto, embora os testes anti-HCV sejam altamente sensíveis e específicos para 

detectar a infecção crônica, resultados falso-positivos podem ocorrer, especialmente em 

populações de baixo risco como os doadores de sangue (Alter et al., 2003; Dal et al., 2003). 

Um diagnóstico exato do HCV é necessário e aconselhável antes do início do 

tratamento. Deste modo, testes sorológicos suplementares são importantes para a confirmação 

dos resultados positivos obtidos no ELISA. O teste imunoblot recombinante (RIBA), que 

identifica anticorpos contra antígenos individuais do HCV e tem maior especificidade do que 

o ELISA, é utilizado para confirmar o diagnóstico do HCV (Lok & Gunaratnum, 1997).  
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Embora o diagnóstico da hepatite C atualmente seja baseado na detecção de anticorpos 

por ELISA ou RIBA, estas técnicas são menos sensíveis nas fases iniciais da infecção e não 

podem diferenciar entre infecção ativa e resolução da doença. Além disso, pacientes 

imunodeprimidos, como aqueles que estão infectados com HIV ou submetidos a hemodiálise, 

produzem menos anticorpos podendo assim não ser detectados com o uso destas técnicas. A 

detecção molecular direta do RNA HCV pela transcrição reversa (RT) e PCR qualitativo é 

considerada o padrão ouro para o diagnóstico da infecção pelo HCV, além de avaliar a 

resposta antiviral na terapia com interferon (INF) e ou ribavirina (Jacob et al., 1997; Lu et al., 

1998). 

Avaliação quantitativa dos níveis de RNA HCV através da amplificação do sinal e 

PCR quantitativo (Q-PCR), são ferramentas importantes na conduta clínica dos pacientes 

antes, durante e após a terapia. Os ensaios de PCR são capazes de determinar quantidades 

diminutas de RNA HCV no soro ou plasma e ajuda a resolver o problema com resultados 

fracamente positivo ou falsos negativo encontrados no ELISA quando os sinais clínicos e/ou 

fatores de risco são compatíveis com a infecção pelo HCV (Davis et al., 1998; McHutchinson 

et al., 1998). 

1.1.1.4 Tratamento 

Como dito anteriormente, o HCV é uma das mais importantes causas de doença 

hepática crônica levando à cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC) (Williams, 2006). 

Estudos têm demonstrado que aumento da produção de interferon-α (IFN-α) está fortemente 

associada com a resolução espontânea da infecção pelo HCV em comparação com a pouca 

produção encontrada em pacientes com infecção persistente (Neumann-Haefelin et al., 2008). 

Caso seja detectada a tempo, a progressão para doença hepática grave pode ser 

prevenido em 54-63% dos pacientes através de um tratamento antiviral com α INF 

“peguilado” e ribavirina (Manns et al., 2001; Brady et al., 2007). A resposta às terapias 

baseadas com IFN em pacientes infectados com genótipo 4 e 1 do HCV são muito menores do 

que para os genótipos 2 e 3 (Franco et al., 2007). Sendo assim, clinicamente a genotipagem 

do HCV é importante para predizer a resposta ao tratamento e para determinar a duração da 

terapia antiviral. Além disso, a genotipagem é também importante para a saúde pública, pois 

ela pode ser útil para investigar surtos e compreender a epidemiologia da infecção (Lu et al., 

2005; Cantaloube et al., 2006). 
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Protease e os inibidores da polimerase do HCV foram avaliados recentemente, 

entretanto, o seu uso na prática clínica pode ser inadequado devido ao aumento da taxa de 

eventos adversos e relatos de interrupções durante os ensaios (Hézode et al., 2006). Já o 

transplante de fígado é a única opção terapêutica para pacientes que se encontram no estágio 

final da doença hepática (Lauer & Walker 2001; Miro et al., 2006).  

Para muitas infecções virais, os anticorpos neutralizantes fornecem uma correlação de 

proteção mais clara, e a geração de tais anticorpos é a base da maioria das vacinas que 

obtiveram sucesso. No entanto, a relação entre a produção de anticorpos e controle da viremia 

na infecção pelo HCV é muito mais complexa devido à enorme variabilidade genética do 

HCV, superando a do HIV. Além disso, o local de maior variabilidade está dentro da 

glicoproteína do envelope E2 (região hipervariável 1) que é a região mais imunogênica. Como 

consequência, raramente é possível relacionar a atividade de uma resposta de neutralização do 

vírus presentes em um determinado paciente ou inóculo em estudo (Zinkernagel, 2001; 

Simmonds, 2004).  

O desenvolvimento de uma vacina eficaz deve superar os obstáculos da 

heterogeneidade e mutabilidade do vírus. Além do mais, três abordagens para o 

desenvolvimento de vacinas devem ser adotadas como prevenir a infecção inicial, evitar a 

persistência viral em indivíduos infectados e levar a resposta virológica sustentada em 

indivíduos que têm a infecção crônica (ex. vacinas terapêuticas) (Houghton & Abrignani, 

2005). 

1.2 Proteínas Recombinantes 

Durante os anos de 1980 o termo biofármacos tornou-se sinônimo de proteínas 

terapêuticas produzidas pela tecnologia de DNA recombinante, incluindo também os 

anticorpos monoclonais, obtidos pela tecnologia de hibridoma. Posteriormente, os 

medicamentos a base de ácidos nucleicos usados para a proposta de terapia gênica e 

tecnologia de antisenso, foram adicionados ao grupo (Walsh, 2002). Entretanto, os produtos 

baseados em proteínas recombinantes podem ser considerados, atualmente, os principais 

representantes desse grupo. O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, na 

década de 1970, marcou o início da era da biotecnologia moderna. Alguns anos depois, em 

1982, a insulina humana, desenvolvida pela empresa Genentech (EUA) chegou ao mercado, 

marcando de vez a aplicação industrial dessa tecnologia (Buckel, 1996). 
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Desde então, centenas de centros de pesquisa e empresas no mundo inteiro têm se 

empenhado na pesquisa, no desenvolvimento e na produção dos biofármacos (Demain, 2004). 

Nos Estados Unidos, dos novos medicamentos aprovados entre os anos de 2003 a 2006, 24% 

eram biofármacos. O resultado desses trabalhos é que há mais de 165 produtos aprovados em 

todo o mundo, com um mercado estimado, em 2004, em torno de 33 bilhões de dólares e 

projetado para cerca de 70 bilhões de dólares para o ano de 2010 (Walsh, 2006). 

Com a introdução da nova classe de drogas recombinantes no marcado, um novo 

conceito da definição de substância foi introduzido também. Enquanto clássicos compostos de 

baixo peso molecular foram definidos com base em suas características físicas e químicas, as 

“drogas recombinantes” foram classificadas com base não somente sobre essas características, 

mas também sobre o processo de sua produção tendo em vista que todos os medicamentos 

recombinantes são isolados a partir de uma matriz extremamente complexa (uma célula viva). 

 As proteínas têm muitas vantagens sobre os compostos químicos como agentes 

terapêuticos. Por sua natureza, as proteínas são específicas na sua função tendo assim menor 

potencial para o desenvolvimento de reações idiossincráticas, reduzindo os efeitos colaterais. 

Além disso, elas podem desempenhar um importante potencial na terapia para doenças 

genéticas (Russell & Clarke, 1999). Os medicamentos recombinantes têm demonstrado ser 

extremamente seguros (Dingermann, 2008). 

Em relação a estratégia de produção de proteínas recombinantes na forma de epitopos 

fusionados ou multiepitopo, em Escherichia coli tem se tornado objeto de estudo, visto que, 

atualmente, já existem kits para o diagnóstico de doenças que utilizam tais proteínas, como 

exemplo, os pedidos de patentes WO2005014627 e CN101419236 que descrevem proteínas 

para o diagnóstico de dengue e leptospirose, respectivamente. 

Já em bancos de dados de publicações científicas internacionais, tem-se o exemplo do 

trabalho de Dipti et al., (2006) que também utilizaram a estratégia de produção de proteínas 

multiepitopo para o diagnóstico de hepatite C. 

Além disso, um kit de detecção de HCV (Flavicheck HCV® teste rápido) baseado na 

tecnologia multiepitopo já se encontra no mercado (Qualpro Diagnóstics, 2004). Este ensaio 

apresenta 100% de sensibilidade e 99,61% de especificidade.  
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2. Justificativa 

_______________________________ 
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 Os kits imunoenzimáticos para o diagnóstico da hepatite C utilizam antígenos 

sintéticos e recombinantes (kits de terceira geração) ou uma combinação de anticorpos 

monoclonais e antígenos recombinantes (kits de quarta geração). Tais estratégias tornam os 

kits com custos de fabricação elevados inviabilizando seu uso na rotina em muitos países em 

desenvolvimento. Nesse sentido, o presente trabalho fornece uma estratégia de produção de 

proteína multiepitopo, em E. coli, que foi desenhada a partir de proteínas das regiões 

estruturais e não-estruturais do vírus da hepatite C contendo os epitopos virais dos genótipos  

mais prevalentes no Brasil e no mundo. Desta forma, ela será utilizada no desenvolvimento de 

kits de diagnóstico anti-HCV mais viáveis economicamente, visto que, esta técnica substituirá 

os diversos antígenos presentes nos kits de terceira e quarta geração por uma única cadeia 

polipeptídica multiepitopo. Esta técnica busca alcançar qualidade superior tanto nos quesitos, 

sensibilidade e especificidade através da adição de novos epitopos na cadeia polipeptídica, 

além dos já presentes nos kits atuais. 

Tal estratégia apresenta interesse para o Complexo Industrial da Saúde 

(GECIS/SUS/MS) e para a indústria farmacêutica e biotecnológica visando a fabricação de 

kits de diagnósticos com baixos custos para sua viabilidade industrial, aliado a praticidade 

utilitária, oferecendo ao público consumidor, uma opção de menor custo e com qualidade no 

mercado de kits de diagnósticos atuais. 

Para tanto, este projeto foi firmado em parceria com a WAMA DIAGNÓSTICA 

(CNPJ 66.000.787/0001-08), empresa brasileira localizada no município de São Carlos SP, 

que fabrica e comercializa kits para diagnóstico. Sendo assim, tal empresa substituíra as 

proteínas anti-HCV utilizadas para a fabricação de seus kits, atualmente importada, pela 

proteína multiepitopo desenvolvida neste projeto.  

A presente proteína será patenteada, com o propósito de resguardar o seu direito de 

uso, como insumo em kits de diagnóstico para hepatite C, produção de anticorpos 

monoclonais e possível utilização da mesma para fins de pesquisa e desenvolvimento de 

vacinas, fármacos e medicamentos.  

 

 



 

16 
 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

      

 
 

3. Objetivos 

_______________________________ 
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3.1 Geral 

Expressar e purificar uma proteína multiepitopo recombinante desenhada a partir de 

sequências do vírus da hepatite C para ser utilizada em kits de diagnóstico para hepatite C.  

3.2 Específicos 

• Desenhar um gene sintético contendo epitopos virais das regiões do core, NS3, 

NS4A/B, NS5A/B dos genótipos mais prevalentes no Brasil e no mundo; 

• Sub-clonar o gene sintético no vetor de expressão de E. coli; 

• Expressar o gene clonado em E. coli; 

• Purificar a proteína expressa; 

• Analisar a atividade imunogênica da proteína multiepitopo com amostras de 

soros reagentes e não reagentes para hepatite C e reagentes para outras 

patologias;  
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4. Materiais 

_______________________________ 
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4.1 Linhagens de E. coli para a clonagem e expressão heteróloga das proteína 
recombinantes 

• DH5αααα - F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF)U169 deoR recA1 endA1 hsdR17(rk-, 

mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-. 

• BL21 (λλλλDE3) - F- ompT hsdSB (rB
-mB

-) gal dcm (DE3). 

4.2 Meios de cultura e soluções para o cultivo de E. coli 

Todos os meios de cultura utilizados para cultivo de microrganismos foram preparados 

com água destilada e ajustado o pH para 7,2 com ácido clorídrico e ou hidróxido de sódio 1 M 

e esterilizados em autoclave a 120 ºC por 20 minutos a 1 atm. 

Meio Luria-Bertani (LB) 

Peptona de caseína  1 % (p/v) 

Extrato de levedura 0,5 % (p/v) 

NaCl  1,0 % (p/v) 

Meio LB-Ágar 

Meio LB adicionado de ágar bacteriológico  1,5 % (p/v) 

 Meio Yeast Tryptone (4YT) 

Bacto triptona  3,2 % (p/v) 

Extrato de levedura  2,0 % (p/v) 

NaCl  0,5 % (p/v) 

Meio 4YT-Ágar 

Meio 4YT adicionado de ágar bacteriológico  1,5 % (p/v) 

Solução estoque de IPTG 1 M  

IPTG  0,71 g 

H2O q.s.p  3 mL 

Solução estoque de ampicilina 100 mg/mL  
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Ampicilina (USB)  1 g 

H2O q.s.p  10 mL 

Dissolver 1 g de ampicilina em 7 mL de H2O, em seguida completar para 10 mL com H2O 

Milli Q e homogeneizar, esterilizar por filtração em membrana millipore 0,22 µm. Estocar a -

20 ºC. 

4.3 Reagentes 

Os reagentes (qualidade P.A.), kits e anticorpos utilizados foram adquiridos da Merck (S/A), 

Synth, Amersham Biosciences, Sigma Chemical Co. Os meios de cultivo foram adquiridos da 

DifcoTM e Sigma Chemical Co. 

4.4 Soluções e tampões de corrida para gel de eletroforese  

Tampão tris-borato EDTA (TEB) 10X  

Trizma base  0,89 M 

Ácido bórico  0,89 M 

EDTA  0,08 M 

pH ajustado para 8,0 

Tampão de Amostra (5X) para análise de DNA por eletroforese 

TEB 10X  25 % (v/v) 

Glicerol  50 % (v/v) 

Azul de bromofenol  0,25 % (p/v) 

Solução estoque brometo de etídeo (EtBr) 

EtBr 10 mg/mL 

A solução foi dissolvida em água. Concentração final para o uso:  5µg/mL 

4.5 Soluções e tampões para gel de poliacrilamida desnaturante 

 Tampão de Amostra para proteínas (2X)  

Tris-HCl 1 M (pH 6,8)  0,2 M 

SDS  4 % (p/v) 

β-mercaptoetanol  4 % (v/v) 
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Azul de bromofenol  0,1 % (v/v) 

Glicerol  20 % (v/v) 

A solução foi estocada a -20 ºC em alíquotas de 1 mL. 

Acrilamida:Bis-Acrilamida (29:1) 

Acrilamida  29 % (p/v) 

Bis-acrilamida  1 % (p/v) 

H2O destilada  q.s.p 100 mL 

A solução foi filtrada em papel de filtro e estocada em frasco escuro a 4 ºC. 

Tris-HCl 3M pH 8,8 

Tris  3 M 

Água destilada  q.s.p 100 mL 

Ajustar o pH com HCl para 8,8. 

Tris-HCl 0,5 M pH 6,8 

Tris  0,5 M 

Água destilada  q.s.p 100 mL 

Ajustar o pH com HCl para 6,8. 

Persulfato de Amônio (APS) 10% (p/v) 

APS  1 g 

H2O  q.s.p 10 mL 

Tampão de Corrida Tris-glicina 5x (Estoque) 

Tris  25 mM 

Glicina  190 mM 

SDS  0,1 % (p/v) 

H2O destilada  q.s.p 1000 mL 

SDS-PAGE 12% 

Acrilamida/Bisacrilamida(29:1)  12 % 

Tris-HCl (pH 8,8)  375 mM 
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SDS  0,1 % 

APS 0,05 % 

TEMED  0,05 % 

SDS-PAGE 4% 

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)  4 % 

Tris-HCl (pH 6,8)  125 mM 

SDS  0,1 % 

APS  0,05 % 

TEMED  0,1 %  

Solução Corante SDS-PAGE  

Metanol  40 % (v/v) 

Ácido acético glacial  10 % (v/v) 

Comassie blue  0,25 % (p/v) 

Solução Descorante SDS-PAGE 

Metanol  40 % (v/v) 

Ácido acético glacial  10 % (v/v) 

4.6 Soluções para Western Blot 

Solução de Transferência (pH 8,3) 

Tris-HCl  48 mM 

Glicina  39 mM 

SDS  0,037 % (p/v) 

Metanol 20 % (v/v) 

Tampão PBS 10X (Estoque) 

NaCl  137 mM 

Na2HPO4  7 mM 

NaN3  0,02 % (p/v) 
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Tampão PBST 1X 

Tampão PBS 1X  1 L 

Tween 20  0,05 % (v/v) 

 

Solução Bloqueadora 

Tampão PBST 1X  100 mL 

Leite em pó desnatado  5 % (p/v) 

APB (tampão para fosfatase alcalina - pH 9,5) 

Tris-HCl  0,1 M 

NaCl  0,1 M 

MgCl2  5 mM 

Solução Reveladora 

APB  10 mL 

BCIP (fosfato de bromo cloroindolil)  66 µL 

NBT (azul de nitro tetrazólio)  33 µL 

A diluição deve ser feita nesta ordem para evitar a formação de precipitado insolúvel. 

4.7 Tampões para purificação de proteínas  

Tampão de Lise 

Ureia  8 M 

NaH2PO4  0,05 M 

NaCl  0,3 M 

Imidazol. 0,01 M 

Ajustar o pH para 8,0  

Tampão de Lavagem 

Ureia  8 M 

NaH2PO4  0,05 M 

NaCl  0,3 M 
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Imidazol  0,02 M 

Ajustar o pH para 8,0  

Tampão de Eluição 

NaH2PO4  0,05 M 

NaCl  0,3 M 

Imidazol  0,01 M 

 Ajustar o pH para 8,0  

4.8 Marcadores de massa molecular 

Marcador 1kb DNA Ladder plus (Fermentas Life Sciences). 

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas Life Sciences). 

Unstained Protein Molecular Broad Weight Marker (BioRad). 

PAGE RULERTM PLUS Prestained Protein Ladde (Fermentas Life Sciences). 

4.9 Soluções e Tampões para o ELISA 

Tampão de Adsorção carbonato-bicarbonato  

NaHCO3  0,1 M 

Na2CO3  3,3 mM 

Ajustar o pH para 9.6 

Tampão de Lavagem 

Tampão PBST 1X (item 4.6.3) 

Solução de Bloqueio 

Tampão PBS 1X  100 mL 

Leite em pó desnatado  5 % 

Solução Diluente do Soro 

Tampão PBST 1X  100 mL 

Leite em pó desnatado  5 % 
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Conjugado anti-IgG Humano Diluído 1/25000 

Anticorpo anti-IgG humano (Fc específico) conjugado 
 com peroxidase (Sigma)   1 µL 

Tampão PBST 1X + 5 % leite em pó desnatado 25 mL 

Soluções Reveladoras da peroxidase kit Wiener Lab. Lote: 0902010640 

Revelador A: peróxido de hidrogênio 60 mmol/l em tampão 
citrato 50 mmol/l pH 3,2. 50 µL 

Revelador B: tetrametilbenzidina (TMB) 0,01 mol/l em ácido 
clorídrico 0,1 N. 50 µL 

SIGMA FASTTM  OPD Peroxidase Substrate Tablet Set 

OPD (o-Phenylenediamine Dihydrochloride) 0,4 mg/mL 

Urea Peróxido de Hidrogênio 0,4 mg/mL  

Tampão Citrato-Fosfato 0,05M 

H2O destilada   20mL 

Solução Stopper kit Wiener Lab. Lote: 0902010640 

Ácido sulfúrico 2 N 50 µL   
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5. Métodos 

_______________________________ 
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5.1 Metodologia experimental  

 
5.2 Estratégia para o desenho do gene sintético 

O desenho do gene sintético (MEHCV) foi baseado na proteína multiepitopo indiana 

(HCVFMEP) elaborada por Dipti et al. (2006), porém com a inclusão de sequências 

imunodominantes dos genótipos mais prevalentes no Brasil (1a, 1b e 3a). Sendo assim, foram 

selecionados, nesta ordem, epitopos representando as seguintes proteínas do HCV dos 

genótipos 1a, 1b e 3a: core (1a), core (3a), NS4A (1b), NS3 (1a), NS4A (1a), NS5 (1b), 

NS4B (1a) e NS5 (1a) (figura 2).  

 
Figura 2 – Representação dos epitopos selecionados a partir do genoma do HCV para construção da proteína 
multiepitopo r-MEHCV.  
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As sequências dos epitopos foram obtidas a partir do site European Hepatitis C Vírus 
Database - http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/ (figuras 3 e 4).  

 
 

Figura 3 - Sequência primária da poliproteína HCV. Em vermelho, as regiões correspondentes aos 
epitopos usados para construir a proteína multiepitopo r-MEHCV. 
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Core 
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG        (1a)AF009606 
MSTNPKPQKKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG        (1a)M62321 
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG        (1a)M67463 
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG        (1a) r-MEHCV 
MSTLPKPQRKTKRNTIRRPQDVKFPGGGQIVGGVYVLPRRGPRLG        (3a) r-MEHCV 
 
NS3 
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII     (1a)AF009606 
YMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII     (1a)M62321 
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADAGCSGGAYDIII     (1a)M67463 
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII     (1a) r-MEHCV 
 
NS4A 
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL           (1a)AF009606 
IIPDREVLYREFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL           (1a)M62321 
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL           (1a)M67463 
IIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKALGL           (1b)D90208 
IIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKALGL           (1b)M58335 
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL           (1a) r-MEHCV 
IIPDREVLYREFDEMEECASHLPYIEQGMQLAEQFKQKALGL           (1b) r-MEHCV 
 
NS4B 
IAFASRGNHVSPTHYV       (1a)AF009606 
IAFASRGNHVSPTHYV       (1a)M62321 
IAFASRGNHVSPTHYV       (1a)M67463 
IAFASRGNHVSPTHYV       (1a) r-MEHCV 
 
NS5 
PPLVETWKKPDYEPPVVH       (1a)AF009606 
PPLVETWKKPDYEPPVVH       (1a)M62321 
PLLVETWKKPDYEPPVVH       (1a)M67463 
PPLLESWKDPDYVPPVVH       (1b)D90208 
PPLLESWKDPDYVPPVVH       (1b)M58335 
PPLVETWKKPDYEPPVVH       (1a) r-MEHCV 
PPLLESWKDPDYVPPVVH       (1b) r-MEHCV 
 
Figura 4 - Alinhamento das diversas regiões imunodominantes de isolados HCV sorotipos 1a/b e 3a. As 
sequências utilizadas para este alinhamento foram obtidas do GenBank sob os números de acesso AF009606, 
M62321 e M67463 e do site http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/. Em vermelho, estão as sequências selecionadas 
para compor a proteína multiepitopo. As diferenças nas sequências dos genótipos e subtipos de cada região estão 
sublinhadas. r-MEHCV representa a sequência consenso para o desenho da proteína multiepitopo construída 
nesse trabalho. 
 

Esses epitopos foram distribuídos in tandem separados por um pequeno linker flexível 

formado por resíduos de glicina e serina. Com propósito de purificar a proteína recombinante 

expressa na bactéria, foi adicionado um segmento de 6 resíduos do aminoácido histidina (His-

tag) (ver figura 5). 
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core (1a)                                                                                            core (3a) 
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGSGSGMSTLPKPQRK 
                                            NS4A(1b)                             
TKRNTIRRPQDVKFPGGGQIVGGVYVLPRRGPRLGSGSGIIPDREVLYREFDEMEECAS 
                                   NS3(1a)      
HLPYIEQGMQLAEQFKQKALGLGSGSGYMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGK 
                               NS4A(1a) 
FLADGGCSGGAYDIIIGSGSGIIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQK 
              NS5(1b)              NS4B(1a)         NS5(1a) 
ALGLGSGSGPPLLESWKDPDYVPPVVHGSGSGIAFASRGNHVSPTHYVGSGSGPPLVET 
WKKPDYEPPVVHLEHHHHHHH 
 

 
Figura 5 - Sequência primária da proteína multiepitopo r-MEHCV, com as diversas regiões 
imunodominantes (core 1a e 3a, NS3, NS4A/B e NS5) e a terminação His-tag (HHHHHH), tamanho 
aproximadamente 34 kDa. Os linkers flexíveis estão destacados em vermelho. 

 

Com a finalidade de acelerar e otimizar o processo de expressão heteróloga das 

proteínas, os epitopos selecionados que representam as proteínas core (1a), core (3a), NS4A 

(1b), NS3 (1a), NS4A (1a), NS5 (1b), NS4B (1a) e NS5 (1a) do genoma do HCV, foram 

sintetizados quimicamente e clonado no vetor pET 21a pela empresa Epoch Biolabs. Além 

disso, o gene foi desenhado com codon usage para ser expresso em E. coli e com sítios de 

restrição (enzimas NdeI e XhoI) nas extremidades do gene para facilitar a clonagem (figura 6). 

CATATGAGTACAAACCCAAAACCTCAGCGCAAAACAAAACGTAATACAAATCGTCGTCCACAGGATGT
AAAGTTTCCAGGAGGCGGGCAGATAGTCGGGGGCGTATACCTGTTACCACGTCGCGGTCCTCGTTTAG
GTAGTGGGTCAGGTATGAGCACCTTACCCAAACCTCAGCGCAAGACCAAGCGTAACACGATCCGCCGT
CCGCAGGACGTAAAGTTTCCGGGGGGTGGTCAGATCGTGGGCGGGGTGTACGTGTTACCGCGCCGTGG
CCCACGTTTAGGCTCTGGTTCTGGAATCATTCCGGACCGTGAAGTGTTATATCGCGAGTTTGACGAAA
TGGAGGAGTGCGCAAGTCACCTGCCATACATCGAGCAGGGCATGCAGCTGGCCGAGCAGTTTAAGCAG
AAGGCTCTGGGTCTGGGTAGTGGTAGCGGTTATATGAGTAAAGCCCACGGGGTCGATCCCAATATACG
CACTGGAGTTCGTACTATAACGACGGGTTCACCAATCACCTATAGTACTTATGGCAAGTTTCTGGCCG
ACGGAGGCTGTAGCGGTGGCGCGTATGATATTATTATTGGATCTGGCTCAGGGATTATTCCCGATCGC
GAGGTGCTGTACCAAGAGTTCGATGAAATGGAAGAATGTTCACAACATCTGCCGTATATTGAACAAGG
TATGATGCTGGCGGAACAATTCAAACAGAAAGCACTGGGCCTGGGATCTGGCTCTGGCCCTCCGCTGC
TGGAATCATGGAAAGATCCGGATTACGTGCCTCCCGTTGTTCATGGTTCAGGTTCTGGTATTGCTTTC
GCAAGCCGCGGGAATCATGTTAGCCCGACCCACTATGTTGGAAGCGGAAGCGGACCGCCGCTGGTCGA
AACCTGGAAGAAACCGGATTATGAACCTCCTGTTGTCCACCTCGAGCACCACCACCACCACCAC 

Figura 6 - Sequência nucleotídica do gene r-MEHCV com tamanho 948 bp. As sequências em vermelho 
representam os sítios de restrições nas extremidades 5’(NdeI) e 3’(XhoI). As sequências em azul representam os 
genes que codicam os aminoácidos histina. 

 Existem diversas opções de vetores a serem utilizados para expressão induzida de 

proteínas recombinantes em E. coli. Sendo assim, para expressão dos genes em E. coli, neste 

trabalho, foi escolhido um vetor de expressão da série pET (Plasmid for expression byT7 RNA 

Polimerase), o plasmídeo pET21a, por ser um sistema altamente controlável de expressão da 

proteína alvo, cuja expressão está sob o controle do promotor de transcrição bacteriófago T7 
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que é reprimido pela região operadora lac onde se liga o repressor lac. Para utilização deste 

vetor é preciso transfomá-lo em uma célula que possua o gene da T7 polimerase no 

cromossomo, como é o caso da E. coli BL21 (DE3), que possui esse gene sob controle do 

promotor lacUV5. Além desse gene, o genoma possui o gene lacI, que codifica para o 

repressor lac, o qual se liga ao promotor lac, impedindo assim, que a T7 RNA polimerase seja 

produzida em ausência de IPTG. O gene lacI também está presente no vetor pET. Sob 

condições de repressão (ausência do indutor IPTG), tanto o gene da T7 RNA polimerase 

quanto o gene alvo estão transcricionalmente bloqueados por causa da ligação do repressor 

lacI na região operadora. Após a adição do indutor IPTG, a repressão é eliminada. (ver figuras 

7 e 8). O vetor obtido foi denominado pETMEHCV. 
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Figura 7 - Mapa físico do vetor pET-21a (extraído do catálogo de produtos da Novagen). 

 
Figura 8 - Mapa da região do polylinker do vetor pET-21a. O gene sintético r-MEHCV foi clonado entres os 
sítios de NdeI e XhoI do vetor pET-21a, acrescido da sequência do His-tag no C-terminal (extraído do catálogo 
de produtos da Novagen). 
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5.3 Preparo de células termocompetentes E. coli DH5α e BL21 (λDE3) pelo método de 

(CaCl2) 

Inicialmente foram adicionados 20 µL das células DH5α ou BL21(λDE3) em placa de 

Petri contendo meio LB ágar, em seguida com auxílio de bolinhas de vidro estéreis foram 

feitas estrias sobre o meio de cultura para o isolamento das colônias e posterior incubação a 

37 ºC por 16 horas. No outro dia, fez-se um pré-inóculo de uma colônia isolada em 5 mL de 

meio LB sob agitação de 250 rpm a 37 ºC por 16 horas. Posteriormente, 2 mL deste pré-

inóculo recém preparado foi adicionado em 30 mL de meio LB, seguido por agitação de 250 

rpm a   37 ºC até atingir a densidade óptica (OD600nm) de 0.3.  

Após atingir a OD desejada, a cultura de células foi transferida para um tubo 50 mL 

previamente resfriado e estéril, seguido de incubação no gelo por 15 minutos. Em seguida, a 

cultura de células foi centrifugada a 5000 x g por 10 minutos a 4 ºC e o pellet obtido foi 

ressuspendido em 10 mL de CaCl2 100 mM seguido por incubação no gelo por 15 minutos. 

Centrifugou-se novamente a 5000 x g por 10 minutos a 4 ºC e o pellet foi ressuspendido em   

1 mL de CaCl2 100 mM com 15 % de glicerol. Em seguida, foram feitas alíquotas de 100 µl 

da solução de células competentes resultantes e congeladas em nitrogênio líquido. Essas 

alíquotas foram armazenadas no freezer a -80 ºC. 

5.4 Transformação de E. coli DH5α por choque térmico  

Antes de iniciar a transformação, fez-se uma diluição 1:10 em H2O Milli Q do 

plasmídeo pETMEHCV, obtendo uma concentração final de 1,0 ng/µL. 

Na transformação foram adicionados 10 µL dessa diluição em 100 µL de células 

competentes DH5α e incubado no gelo por 30 minutos. Posteriormente, foi aplicado o choque 

térmico a 42 ºC por 90 segundos seguindo-se por mais uma incubação no gelo por 10 minutos 

e logo em seguida adicionado 1 mL de meio LB na solução (plasmídeo + célula competente) e 

incubado em “banho maria” a 37 ºC por 1 hora, homogeneizando a cada 15 minutos. Em 

seguida, 50 e 20 µL da solução foram plaqueadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio 

LB ágar e 20 µL de ampicilina utilizando bolinhas de vidro para fazer as estrias sobre o meio 

de cultura da placa. Centrifugou-se a solução restante a 5000 x g por 2 minutos e descartou-se 

800 µL do sobrenadante. Em seguida, o pellet obtido foi ressuspendido no restante do 

sobrenadante e 20 µL do mesmo plaqueado em placa de Petri sob as mesmas condições 

descritas acima. Essas placas foram incubadas na estufa a 37 ºC por 16 horas. 
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5.5 Extração de DNA plasmidial em pequena escala para análise de restrição 

Após a transformação, as colônias isoladas foram inoculadas em alíquotas contendo 

cada 5 mL de meio LB e 5 µL de ampicilina (100 mg/mL), essas culturas foram crescidas sob 

agitação de 250 rpm a 37 ºC por 16 horas. Para obtenção do plasmídeo intacto (pETMEHCV), 

foram feitas mini-preparações das culturas obtidas utilizando o kit “Illustra plasmidPrep Mini 

Spin” (GE Healthcare), conforme especificações do fabricante. 

5.6 Digestão com as enzimas de restrição NdeI e XhoI 

Para confirmação da liberação do inserto, o plasmídeo purificado foi digerido com 

enzimas de restrição da seguinte forma: 1 µg de DNA (25 µL do plasmídeo intacto 

pETMEHCV) foi digerido com 0,2 µL de NdeI e 2 µL de XhoI na presença de 4 µL de 

tampão NEB4, 0,4 µL de BSA e 6,6 µL de água Milli Q. O sistema foi incubado em banho 

maria a 37 ºC por 2 horas. Posteriormente a análise desta digestão foi feita em gel de agarose 

0,8 % com brometo de etídeo utilizando o marcador 1 kb DNA Ladder plus (Fermentas®). 

5.7 Transformação de E. coli BL21 (λDE3) por choque térmico 

O plasmídeo obtido da mini-prep (item 5.5) foi transformado nas células competentes 

produzidas no (item 5.3) conforme protocolo de transformação por choque térmico descrito 

no item 5.4. 

5.8 Indução da expressão do gene MEHCV em E. coli 

Após a transformação, escolheu-se um clone isolado da placa de transformação, fez-se 

um pré-inóculo com o mesmo em 5 mL de meio 4YT mais 5 µL de ampicilina (100 µL/mL). 

A cultura foi crescida sob agitação de 250 rpm a 37 ºC por 16 horas. Posteriormente, um 

inóculo foi feito adicionando 1,25 mL do pré- inóculo em 25 mL de meio 4YT mais 25 µL de 

ampicilina, seguindo-se incubação sob agitação de 250 rpm a 37 ºC até atingir um 

crescimento celular com OD600nm igual a 0,6. A partir daqui, iniciou-se a cinética de indução, 

foi retirado duas alíquota de 1 mL cada e centrifugadas a 5000 x g por dois minutos, o 

sobrenadante foi descartado e cada pellet obtido foi ressuspendido em 25 µL de tampão de 

amostra 2X SDS-PAGE, em seguida, juntou-se as duas alíquotas (tempo zero). No restante da 
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cultura foi adicionado 25 µL de IPTG a 1 mM (agente indutor), seguido de incubação a 250 

rpm a 37 ºC. 

Alíquotas da cultura foram coletadas de duas em duas horas (2 a 8 horas) e 

centrifugadas a 5000 x g por 2 minutos, cada pellet foi ressuspendido com 50 µL de tampão 

2X SDS-PAGE para posterior análise em gel SDS-PAGE . 

As alíquotas dos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 horas foram analisadas no gel SDS-PAGE (Gel 

concentrador 5 % e separador 12 %). Após a corrida, o gel foi corado com Coomassie 

Brilliant blue R-250 e descorado com metanol 40 % e ácido acético glacial 20 %. 

O restante da cultura foi coletada por centrifugação a 5000 x g a 4 ºC por 15 minutos e 

o pellet obtido foi armazenado no freezer a -80 ºC para posterior purificação. 

5.9 Purificação do r-MEHCV 

O pellet contendo as células expressando r-MEHCV foi solubilizado com 1 mL de 

tampão de lise (item 4.7.1), seguido por incubação a 4 ºC por 16 horas. Posteriormente, a 

amostra foi sonicada (5 pulsos de 10 segundos com intervalos de 1 minuto / Sonics Vibra 

Cell) e incubada no gelo por mais duas horas. As células lisadas foram centrifugadas a     

5000 x g por 25 minutos a 4 ºC, e o sobrenadante foi transferido para um tubo Eppendorf de 

1,5 mL contendo 500 µL de resina Ni Sepharose 6 Fast Flow (Amersham Biosciences) pré-

equilibrada com tampão de lise. O sistema foi incubado sob agitação no orbital por 1,5 horas a 

4 ºC. Em seguida, o sistema foi centrifugado a 5000 x g por 1 minuto e o sobrenadante 

denominado flow-through foi coletado para posterior análise no gel SDS-PAGE. Depois, a 

coluna foi lavada 4 vezes com tampão de lavagem (item 4.7.2), e eluída 3 vezes com tampão 

de eluição (item 4.7.2).  

Após cada etapa de eluição, foram coletadas alíquotas do sobrenadante para posterior 

análise em gel SDS-PAGE. 

As alíquotas obtidas anteriormente foram analisadas em dois géis SDS-PAGE (Gel 

concentrador 5 % e separador 12 %). Um dos géis foi corado com Coomassie Brilliant Blue 

R250, e descorado com metanol 40 % e ácido acético glacial 20 %. O outro gel foi utilizado 

para imunodetecção da proteína (Western blot), por meio de uma membrana de nitrocelulose.  

5.10 Western blot  

Após a corrida do gel em cuba de eletroforese, o mesmo foi incubado na solução de 

transferência por 30 minutos. Posteriormente, a transferência para membrana de nitrocelulose 
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Hybond TM- C Extra (Amersham Biosciences) foi realizada utilizando-se o transferidor Trans-

Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BIO-RAD) na amperagem de 15 mA por 15 minutos. 

Depois de realizada a transferência a membrana foi colocada na solução bloqueadora e 

incubada à temperatura ambiente por 2 horas sob leve agitação. Em seguida, a membrana foi 

lavada 3 vezes com tampão PBST 1X homogeneizando cada lavagem por 5 minutos. Foi 

adicionado 50 mL do anticorpo diluído em PBS 1X (1:1000) Monoclonal Anti-polyHistidine-

Alkaline Phosphatase (SIGMA-ALDRICH) e incubado à temperatura ambiente por 2 horas 

sob leve agitação. Novamente, a membrana foi lavada 3 vezes com tampão PBST 1X 

homogeneizando cada lavagem por 5 minutos, em seguida a membrana foi lavada uma vez 

com tampão APB. Posteriormente, foi adicionada a solução reveladora do kit BCIP/NBT 

(Invitrogen) seguindo as recomendações do fabricante. Após descartar a solução reveladora, 

lavou-se a membrana exaustivamente com água destilada e finalmente deixou-se a mesma 

secar à temperatura ambiente.  

5.11 Ensaio imunoenzimático (ELISA) anti-HCV 

Primeiramente, foi feito uma diluição da proteína r-MEHCV no tampão de adsorção. 

Em seguida, foi realizada a sensibilização da microplaca de poliestiro (Greener) através da 

adição de 100 µL/poço dessa diluição, de modo que a concentração final de proteína 

adsorvida foi de 20 ng/poço. A placa foi homogeneizada batendo gentilmente em suas 

laterais e posteriormente incubada a 4 ºC na geladeira por 16 horas. 

No outro dia, retirou-se a placa da geladeira e deixou-a por 10 minutos à temperatura 

ambiente. Depois, o material foi descartado e os poços foram lavados 3 vezes, utilizando-se 

um volume de 300 µL/poço de tampão de lavagem. Em seguida, foram adicionados 200 

µL/poço da solução de bloqueio e incubado por uma hora a 37 ºC. Descartou-se o material e 

os poços foram lavados 3 vezes, utilizando-se um volume de 300 µL/poço de tampão de 

lavagem. Subsequentemente, foram adicionadas 100 µL/ poço de amostras de soro humano 

(diluição 1/20 em tampão diluente do soro) e incubado por uma hora a 37 °C. Em seguida, o 

material foi descartado e os poços lavados 3 vezes, utilizando-se um volume de 300 µL/poço 

de tampão de lavagem. Posteriormente, foram adicionados 100 µL/poço do conjugado 

(1/25000) e incubado por uma hora a 37 °C. Descartou-se o material e os poços foram 

lavados 3 vezes, utilizando-se um volume de 300 µL/poço de tampão de lavagem. Em 

seguida, foram adicionados 50 µL do revelador A e 50 µL do revelador B do kit da Wiener 

Lab. e incubado por 30 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente, a reação foi parada 
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utilizando-se 50 µL/poço da solução stopper do kit da Wiener Lab. A absorbância foi lida no 

espectrofotômetro (EnSpire TM 2300 Multilabel Reader - PerkinElmer) no comprimento de 

onda 450 nm.  

5.12 Dicroísmo Circular (CD) 

Dicroísmo circular é uma técnica que permite investigar as alterações na estrutura 

secundária e terciária de proteínas. Pode ser aplicada a qualquer composto opticamente ativo 

que tenha um cromóforo que, no caso de proteínas e peptídeos, são as ligações amidas, as 

cadeias laterais de aminoácidos aromáticos e ligações dissulfeto. O princípio dessa técnica 

consiste na utilização da luz circularmente polarizada para direita e esquerda, na ausência de 

um campo magnético.  

As medidas de dicroísmo circular da proteína r-MEHCV foram obtidas em um 

espectropolarímetro Jasco, modelo J-815, equipado com um controlador de temperatura 

Peltier-Type Control System PFD425S e um banho termostatizado.  Os espectros foram 

coletados usando-se cubeta de quartzo de 2 mm de caminho óptico na região do UV-distante 

(195-260 nm). A concentração da proteína foi de 0,084 mg/mL e as medidas feita nos 

tampões tris-HCl 5 mM, pH 7 e 8, a 25 ºC. Os dados foram corrigidos pela contribuição do 

tampão e transformados em elipticidade molar por resíduos [θ], usando-se um peso médio do 

resíduo de 115 Da (Adler et al., 1973).  

O conteúdo de estrutura secundária da proteína foi estimado a partir dos espectros de 

dicroísmo circular na região do UV-distante, usando-se o programa CDNN (CD Spectra 

Deconvolution) (Bohm et al., 1992). Esse programa compara o espectro observado com um 

conjunto de proteínas de estruturas conhecidas e ajusta o conteúdo de estrutura secundária até 

obter o melhor ajuste. Também utiliza cinco tipos de estruturas secundárias (α-hélice, folha-β 

antiparalela, folha-β paralela, voltas-β e estrutura irregular). 

A termoestabilidade da proteína foi analisada a partir de espectros obtidos em 

temperaturas que variaram de 25 a 95 ºC (adquiridos a cada 10 ºC), na faixa de comprimento 

de onda de 195 a 260 nm. A curva de desnaturação térmica foi obtida no comprimento de 

onda fixo de 208 nm, variando a temperatura de 25 a 95 ºC. 
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6. Resultados e Discussão 

_______________________________ 
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6.1 Análise de restrição 

A partir do plasmídeo contendo o gene sintetico foram realizados ensaio confirmatório 

da presença dos sítios de restrição e correta liberação do inserto inserido. Para tanto, após a 

seleção dos clones transformados com plasmídeo pETMEHCV em E. coli DH5α, foi realizada 

extração dos plasmídeos, em pequena escala e, em seguida, estes foram digeridos com as 

endonucleases NdeI e XhoI para confirmação da clonagem do gene. Os sítios de restrição 

devem estar, exclusivamente, no início e fim da sequência desenhada liberando o inserto de 

maneira correta, sem que ocorra clivagem no meio da sequência (Figura 9).  

 
Figura 9. Análise de restrição do plasmídeo pETMEHCVpara confirmação da clonagem do gene, em gel 
de agarose 1%. 1) Marcador 1kb DNA Ladder plus (Fermentas®) 2) Plasmídeo digerido com NdeI; 3) 
Plasmídeo digerido com XhoI; 4) Plasmídeo digerido com NdeI e XhoI.  

 Em gel de agarose 1 % foi possivel observar duas bandas, uma correspondente ao 

vetor (5443 pares de bases) e outra correspondente ao inserto (948 pares de base), mostrando 

assim que o plasmídeo-inserto foi digerido nos sítios únicos para NdeI e XhoI. 
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6.2 Indução da expressão da proteína r-MEHCV em E. coli BL21 (λDE3) 

A expressão da proteina recombinante r-MEHCV foi realizada com a linhagem E. coli 

BL21 (λDE3), utilizando-se o IPTG como agente indutor na concentração final de 1 mM. 

Uma alíquota foi coletada antes da adição de IPTG para a observação da ocorrência de 

alguma taxa de expressão basal (tempo zero). A taxa de expressão foi verificada nos seguintes 

tempos de indução (2h, 4h, 6h e 8h) através da análise em SDS-PAGE 12 %, aplicando-se no 

gel 10 e  20 µL do marcador e das amostras respectivamente. 

É perceptível que, no decorrer da indução, há um crescente aumento na quantidade da 

proteína expressa com o passar do tempo, atingindo uma concentração considerável após oito 

horas de indução. Sendo assim, foi identificada no gel uma banda de aproximadamente        

37 kDa, correspondente a proteína recombinante (figura 10).  

 
Figura 10 - Análise em gel SDS-PAGE 12% da cinética de indução da expressão da proteína r-MEHCV 
em E. coli. Amostras da cultura foram coletadas nos tempos: 0 h, 2 h, 4 h, 6 h e 8 h representadas 
respectivamente pelos números 1, 2, 3, 4 e 5. M marcador de massa molecular Unstained Protein Molecular 
Weight Marker (Fermentas). 

 

6.3 Purificação da proteína r-MEHCV 

A purificação foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando resina acoplada 

ao níquel. A cromatografia de afinidade foi escolhida para purificação das proteínas de 

interesse devido as mesmas possuírem uma cauda de histidina advinda do vetor de expressão 
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pET21a utilizado. Esse método de purificação possui algumas vantagens, como a ligação 

específica e reversível da proteína alvo na coluna, além de alta seletividade e rendimento. 

Além disso, uma vantagem na adição dessa cauda é a fácil identificação da proteína por 

anticorpos anti-His em técnicas de imunoensaio, como realizados neste trabalho. As amostras 

foram analisadas em gel desnaturante SDS-PAGE 12 %. Foram aplicados 10 µL do marcador 

pré-corado e 20 µL das amostras, sendo 16 µL da amostra mais 4 µL de tampão de amostra 

5X (figura 11).  

 
Figura 11 - Purificação da proteína r-MEHCV por cromatografia de afinidade Ni-NTA, analisada em gel 
SDS-PAGE 12%. M marcador de massa molecular Unstained Protein Molecular Broad Weight Marker 
(BioRad).; 1 flow through; 2, 3 e 4 representam a 1ª,2ª e 3ª eluição respectivamente. 
 
 

Nota-se que após quatro etapas de lavagem da coluna, foi possível obter a proteína     

r-MEHCV purificada nas três alíquotas de eluíção (números 2, 3 e 4) praticamente livre de 

contaminação por outras proteínas de origem bacteriana.   

Para confirmar a presença da proteína purificada foi feito a imunodetecção de proteína 

em membrana de nitrocelulose (Western blot) utilizando-se anticorpo monoclonal anti-poli-

histidina conjugado com fosfatase alcalina diluído (1:1000) em tampão PBS 1X. Foram 

aplicados no gel destinado a fazer Western blot 5 µL do marcador pré-corado e 20 µL da 

amostra, sendo 16 µL da mostra mais 5 µL de tampão de amostra 5X (figura 12). 
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Figura 12 - Western blot da purificação da proteína r-MEHCV por cromatografia de afinidade Ni-NTA. 
Foi utilizado anticorpo anti-polihistidina. M marcador de massa protéica pré-corado PAGE RULERTM 
(Fermentas); 1 flow-through; 2, 3 e 4 representam a 1ª, 2ª e 3ª eluição respectivamente. 
 

Está técnica permitiu a detecção da proteína r-MEHCV adsorvida em uma membrana 

de nitrocelulose (números 2, 3 e 4) pela reação com anticorpos específicos (anti-poli-

histidina) que reconheceu o polipeptídio que está sendo analisado.  

6.4 – Análise prévia das amostras de soros humano anti-HCV a serem utilizadas no 

ensaio ELISA r-MEHCV. 

As amostras de soros humanos fornecidas pela empresa WAMA DIAGNÓSTICA, 

utilizadas nos ensaios com ELISA r-MEHCV “caseiro” desenvolvido neste trabalho, foram 

previamente analisadas utilizando-se um kit disponível no mercado ELISA anti-HCV. Sendo 

assim, alíquotas desses soros foram encaminhadas para o laboratório de hepatites virais do 

Instituto Oswado Cruz (IOC/FIOCRUZ) e analisadas com o kit ELISA (Hepanostika® HCV 

Ultra - M/S. BEIJING UNITED BIOMEDICAL CO. LTD., CHINA/Lote: BJ02598) que 

possui peptídeos sintéticos adsorvidos na microplaca de poliestireno que reconhecem 

anticorpos das regiões do core, NS3, NS4 e NS5 do vírus da hepatite C. O cutoff estabelecido 

neste kit foi com a OD igual a 0,404 nm (figura 13).  
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Figura 13 – Análise prévia das 30 amostras de soros humano que foram utilizadas no teste 
imunoenzimático com proteína r-MEHCV: O ensaio foi realizado com kit comercial Hepanostika HCV 
Ultra. Os soros foram diluídos 1/10. As barras em azul representam os soros reagentes para HCV e as barras 
em vermelho os soros não reagentes para HCV. A absorbância foi lida no comprimento de onda 450 nm. 

 

Das 30 amostras de soros analisadas, 17 (1 a 17) foram reagentes e 13 (18 a 30) não 

reagentes para HCV. Esses resultados tiveram 100 % de concordância com as informações 

repassadas pela empresa WAMA DIAGNÓSTICA, que especificou quais desses soros 

analisados eram reagentes e quais não eram reagentes para HCV. Entretanto, a empresa não 

repassou informações como qual o kit utilizado no ensaio e os resultados da absorbância 

obtida de cada soro. Deste modo, foi fundamental a análise desses soros utilizando um kit 

padronizado para ter acesso a essas informações que faltava e poder comparar os resultados 

obtidos com ELISA “caseiro” desenvolvido com a proteína multiepitopo r-MEHCV. 

6.5 – ELISA r-MEHCV “caseiro” 

Após a análise prévia das amostras de soros com um kit ELISA anti-HCV 

padronizado, estas mesmas amostras de soros foram analisadas em triplicatas contra a 

proteína r-MEHCV e os resultados foram obtidos através da média das absorbâncias de cada 

soro menos a média das absorbâncias do branco (0 ng de proteína adsorvida nos poços + 

soro anti-HCV reagente + anticorpo conjugado). Para realização deste ensaio a proteína                

r-MEHCV foi adsorvida na placa de poliestireno na concentração de 20 ng/poço. As 

amostras de soro humano foram diluídas 1/20 no tampão de diluição dos soros e a diluição 

do conjugado anti-IgG humano foi de 1:25000. A solução reveladora de peroxidase (A e B), 

assim como, a solução stopper foram adquirida de um kit comercial anti-HCV da empresa 

WIENER LABORATÓRIOS (ARGENTINA, Lote: 0902010640) e utilizadas conforme 
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instrução do fabricante. A leitura da placa foi realizada no espectrofotômetro (EnSpire TM 

2300 Multilabel Reader - PerkinElmer) no comprimento de onda 450 nm (figura 14). 

 
 
Figura 14 – ELISA r-MEHCV “caseiro” com amostras de soro humano reagente e não reagente para 
HCV utilizando o revelador da peroxidose do kit Wiener Lab. As barras representam a média das triplicatas 
de cada soro com seus respectivos desvio padrão. Foram adsorvidas 20ng/poço da proteína r-MEHCV na placa. 
Os soros foram diluídos 1/20 e o anticorpo α-IgG humano conjugado com peroxidase 1/25000. A barra de cor 
laranja representa o controle “branco” do ensaio (0 ng Proteína + soro reagente 1 + anticorpo conjugado). As 
barras em azul representam os soros reagentes para HCV e as barras em vermelho representam os soros não 
reagentes para HCV. A absorbância foi lida no comprimento de onda de 450 nm.  

Comparando os resultados apresentados nas figuras 13 e 14, observa-se que as 17 

amostras de soros reagentes para HCV analisadas no kit ELISA Hepanostika HCV Ultra, 

foram também reagentes no ELISA r-MEHCV “caseiro”, pois, estes soros tiveram os valores 

das absorbâncias alto quando comparado com os valores das absorbâncias dos soros não 

reagentes no mesmo ensaio, sendo assim, o ensaio teve 100 % de concordância com 

Hepanostika HCV Ultra, ou seja, não apresentaram resultados falsos negativo. Entretanto, 

estes soros reagentes tiveram os valores das absorbâncias no ELISA r-MEHCV maiores do 

que os valores obtidos com kit ELISA Hepanostika HCV Ultra. 

Em relação às amostras de soros não reagentes, os valores das absorbâncias obtidas 

no ELISA r-MEHCV também foram maiores do que os obtidos no kit ELISA Hepanostika 

HCV Ultra, principalmente 3 soros (20, 21 e 22) que tiveram os valores de absorbâncias 

muito elevados. Resultados falsos positivo podem ocorrer com soros de mulheres grávidas e 

pacientes portadores de doenças auto-imunes que possuem auto anticorpos circulantes no 

soro. Diante disso, os soros 20, 21 e 22 podem ser oriundos de pacientes que se enquadram 

em alguma dessas condições e pelo fato deste ensaio tratar-se de um ELISA “caseiro”, ou 

seja, os reagentes que compõe este kit não estão adequadamente padronizados, a solução de 

bloqueio, por exemplo, pode ter sido ineficiente para estes soros. O uso dos reveladores da 
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peroxidase do kit da Wiener Lab. pode ter sido responsável pelos altos valores de 

absorbâncias obtidos neste ensaio, já que esses reveladores foram padronizados nas 

concentrações adequadas para serem utilizados com os outros reagentes do próprio kit.  

Sendo assim, na tentativa de reduzir os altos valores de absorbância, um novo ELISA 

r-MEHCV “caseiro” foi feito utilizando os mesmos parâmetros do anterior, substituindo 

apenas os reveladores da peroxidase do kit da Wiener Lab. pelo revelador (Sigma FASTTM 

OPD Peroxidase Substrate Tablet Set), seguindo instruções de uso fornecidas pelo 

fabricante. Neste ensaio a absorbância foi lida no comprimento de onda de 450 nm (figura 

15). 

 
Figura 15 – ELISA r-MEHCV “caseiro” com amostras de soro humano reagente e não reagente para 
HCV utilizando o revelador da peroxidose OPD Sigma. As barras representam a média das triplicatas de 
cada soro com seus respectivos desvio padrão. Foram adsorvidas 20 ng/poço da proteína r-MEHCV na placa. 
Os soros foram diluídos 1/20 e o anticorpo α-IgG humano conjugado com peroxidase 1/25000. A barra de cor 
laranja representa o controle “branco” do ensaio (0 ng Proteína + soro reagente 1 + anticorpo conjugado). As 
barras em azul representam os soros reagentes para HCV e as barras em vermelho representam os soros não 
reagentes para HCV. A absorbância foi lida no comprimento de onda de 450 nm.  

   

Comparando os resultados apresentados na figura 14 e 15, observa-se claramente que 

os valores das absorbâncias foram menores figura 15. Entretanto, os soros 20 e 22 continuam 

ainda com os valores das absorbâncias altos em relação aos demais soros sabidamente 

negativos, já o soro 21 foi possível observar uma leitura menor. Como dito anteriormente, 

trata-se de um ensaio “caseiro” no qual os reagentes não estão devidamente padronizados, 

está hipótese pode ser justificada pela melhora dos resultados obtidos com apenas a 

substituição do revelador de peroxidase. Uma solução de bloqueio adequada poderia talvez 

solucionar o problema encontrado com os soros 20 e 22, apesar de algumas soluções já terem 

sido testada sem sucesso (dados não mostrados).  
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A etapa de padronização requer condições adequadas e pessoal com experiência na 

área. Deste modo, toda etapa de padronização do kit será realizada pela empresa WAMA 

DIAGNÓSTICA que possui conhecimento na área.   

Neste ensaio não foi possível testar o soro 18, pois o mesmo não tinha quantidade 

suficiente para ser analisada.      

6.6 – ELISA r-MEHCV “caseiro” teste de reatividade cruzada. 

Utilizando-se os mesmos parâmetros e sob as mesmas condições do ensaio anterior 

que utilizou o revelador da peroxidase OPD da Sigma, um novo ELISA r-MEHCV “caseiro” 

foi preparado com propósito de analisar se a proteína r-MEHCV interage com anticorpos 

presentes em amostras de soros humanos que são reagentes para outras patologias, ou seja, 

se ocorre “reação cruzada” com outros anticorpos não anti-HCV, gerando resultados falsos 

positivo. 

Para tanto, foram analisadas 20 amostras de soros, sendo 3 reagentes para HCV, 3 

não reagentes para HCV e 14 reagentes para outras patologias de acordo com o quadro 1. 

Quadro 1- Soros humano reagentes para diversas patologias.   

SOROS PATOLOGIAS 

  ⃰Branco HCV (+) 

1, 2 e 3 HCV (+) 

4, 5 e 6  HCV (-) 

7 e 8 HAV (vírus da hepatite A) 

9, 10 e 11 HAV e HBsAg (antígenos de superfície do vírus da hepatite B) 

12 HBsAg 

13 e 14 RUB-IgG (Rubéola) e CMV-IgG (Citomegalovírus) 

15 HBsAg  

16 RUB-IgG, CMV-IgG e TOX-IgG (Toxoplasmose) 

17 RUB-IgG e TOX-IgG 

18 CMV-IgG 

19 CMV-IgG e TOX-IgG 

20 HBc 

⃰Branco: 0 ng de proteína nos poços + soro reagente para HCV (4) + anticorpo conjugado.  

Os soros foram analisados em triplicata e os resultados obtidos através da média das 

absorbâncias de cada soro menos a média das absorbâncias do branco (figura 16). 
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Figura 16 – ELISA r-MEHCV “caseiro” teste de reação cruzada com amostras de soros humanos 
reagentes para outras patologias: As barras representam a média das absorbâncias de cada soro em triplicata 
com seus respectivos desvios padrão. Foram adsorvidas 20 ng/poço na placa. Os soros foram diluídos 1/20 e o 
anticorpo α-IgG humano conjugado com peroxidase 1/25000. A barra de cor laranja representa o controle do 
ensaio “branco”, em azul, soros reagentes para HCV, em vermelho não reagente para HCV e em verde 
reagentes para outras patologias. A absorbância foi lida no comprimento de onda de 450 nm.  
 

Diante dos resultados apresentados, observa-se que os anticorpos presentes na 

maioria dos soros de outras patologias não interagiram com a proteína r-MEHCV adsorvida 

na placa, pois, comparando os valores das absorbâncias obtidos nos soros anti-HCV 

reagentes (1, 2 e 3) com os valores das absorbâncias obtidos com os soros anti-HCV não 

reagente (4, 5 e 6) e os soros reagentes para outras patologias (7 a 20, com exceção do 18), 

observa-se que nestes os valores da absorbância foram menores. Entretanto, o soro 18 

(CMV-IgG reagente) apresentou o valor da absorbância próximo ao dos soros anti-HCV 

reagentes (1, 2 e 3), porém, não se pode afirmar com apenas este ensaio que a proteína          

r-MEHCV reage com anticorpos anti-CMV IgG, tendo em vista, que esses anticorpos 

também estão presentes nos soros (13, 14, 16 e 19), que por sua vez, apresentaram os valores 

das absorbâncias próximos aos valores das absorbâncias obtidos com os soros anti-HCV não 

reagente, indicando neste caso que a proteína não reagiu com os anticorpos anti-CMV IgG . 

Não obstante, isso reforça a hipótese levantada acima de que, por se tratar de um 

ELISA “caseiro”, a solução de bloqueio utilizada nos ensaios possa ser ineficiente para 

alguns soros e/ou também outros reagentes e parâmetros como, quantidade de lavagem da 

placa, tempo e temperatura de incubação de cada etapa, ainda não estão devidamente 

padronizados para este ensaio. Além do mais, estes soros não foram analisados em um kit 

comercial anti-HCV, portanto, o paciente (soro 18) pode ser HCV reagente. 

SOROS 1, 2 e 3 HCV (+) 

SOROS 4, 5 e 6 HCV (-) 

SOROS 7 e 8 HAV (+) 

SOROS 9, 10 e 11 HAV(+)/HBs (+) 

SORO 12 HBs (+) 

SOROS 13 e 14 RUB G (+)/CMV G (+) 

SORO 15 HBs (+)  

SORO 16 RUB G (+)/CMV G (+)/TOX G (+) 

SORO 17 RUB G (+)/TOX G (+) 

SORO 18 CMV G (+) 

SORO 19 TOX G (+)/CMV G (+) 
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6.8 – Dicroísmo Circular  

Proteínas que apresentam sua estrutura secundária formada predominantemente por α-

hélices exibem bandas dicroicas negativas em 208 e 222 nm e banda positiva entre 190 e 195 

nm (figura 17). 

A proteína r-MEHCV foi expressa a partir de um gene sintetizado constituído de 

nucleotídeos específicos que, supostamente, codificariam uma proteína de conformação 

aberta. Essa forma molecular foi devidamente planejada para ser expressa, visando a obtenção 

de uma molécula que apresentasse epitopos expostos ao solvente, o que facilitaria os teste de 

reconhecimento de anticorpos anti-HCV. No entanto, as análises de dicroísmo circular em pH 

7 e 8 mostraram que essa proteína apresentou um padrão de dobramento compatível com 

estruturas secundária e terciária.  O padrão de elipticidade dos espectros dicroicos é 

compatível com estruturas em α-hélices (banda em 208 e 222nm (figura 18) e folhas beta (218 

e 190 nm). 

 
Figura 17 - Espectros dicroicos para proteínas com predominância de estruturas secundárias. Os espectros 
dicroicos ilustram estruturas secundárias: α-hélice (preto), folhas β (vermelho) e estruturas randômicas (verde) 
(http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm). 
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Figura 18 – Espectros de dicroísmo circular da proteína r-MEHCV em pH 7 e 8. 

A estimativa do conteúdo e tipo de estrutura secundária da proteína foi baseada no 

espectro de dicroísmo circular na região do UV-distante, utilizando o programa CDNN. Para 

os cálculos, foi considerado o banco de dados de 33 proteínas com estrutura tridimensional 

conhecida, apresentando proteínas dos tipos: toda-alfa, toda beta, alfa/beta e alfa mais beta. 

A porcentagem das estruturas secundárias da proteína r-MEHCV analisadas nos pH 7 

e 8 em 25oC foram semelhantes, havendo uma predominância de folhas β na estrutura (quadro 

2).   

Quadro 2 – Predição da estrutura secundária da proteína r-MEHCV.  
 

 

195 – 260 nm 

pH = 7 pH = 8 

α-hélice 13,2% 12.7% 

folhas-β antiparalelas 29.7% 29.9% 

folhas-β paralelas 5.7% 5.6% 

volta-β 20.1% 20.3% 

estrutura desordenada 32% 32.5% 

Soma total 100.7% 100.9% 
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Figura 19 – Espectros de dicroísmo circular da proteína r-MEHCVem pH 7 sob ação de diferentes 
temperaturas. As bandas dicroicas sofreram alterações compatíveis com desnaturação térmica, indicada pelo 
desaparecimento do sinal dicroico.  
 
 
 
 
 

 
Figura 20 – Espectros de dicroísmo circular da proteína em pH 8 sob ação de diferentes temperaturas. As 
bandas dicroicas não sofreram grandes alterações compatíveis com desnaturação térmica, indicado pela perda 
gradual do sinal dicroico com o aumento da temperatura.  
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Figura 21 – Curva de desnaturação térmica da proteína r-MEHCV em tampão tris-HCl pH 7. A transição 
do estado nativo para desnaturado ocorre aproximadamente na temperatura de 65 ºC e a desnaturação total 
ocorreu na temperatura 75oC, indicado pelo desaparecimento do sinal dicroico. 
 

 
Figura 22 – Curva de desnaturação térmica da proteína r-MEHCV em tampão tris-HCl pH 8 . Nestas 
condições a proteína teve maior estabilidade térmica indicado pela perda gradual do sinal dicroico sem perde-lo 
completamente. 
 

Comparando os espectros dicroicos sob ação da temperatura (25 a 95oC) da r-MEHCV 

nos pH 7 (figura 19) e pH 8 (figura 20) observa-se claramente que essa proteína apresenta 

mudanças conformacionais e estabilidade térmica distintas sob ação dessas diferentes 

condições iônicas do meio. Em pH 7 a proteína perde em estabilidade estrutural apresentando 



 

52 
 

transição do estado nativo para o completamente desnaturado de 65oC a 75oC (figuras 19 e 

21). Em contrapartida, em pH 8 a proteína apresentou maior estabilidade térmica, indicado 

pela diminuição gradual do sinal dicroico sem, no entanto, atingir valores próximos a zero 

(figura 20 e 22). Nessas condições, a proteína apresentou alterações conformacionais na faixa 

de temperatura entre 60oC e 65oC (figura 22), mas manteve-se parcialmente estruturada, 

mesmo na temperatura de 95°C.  

As diferenças estruturais da r-MEHCV indicadas pela análise dos espectros dicroicos e 

das curvas de desnaturação térmica decorrem das diferenças do padrão de ionização das 

cadeias laterais de alguns aminoácidos (principalmente a histina). Nesse contexto, as 

distâncias e orientações de átomos que estão envolvidos com ligações não covalentes, 

responsáveis pela organização e estabilidade estrutural da proteína no microambiente 

modificado pela ação do pH, podem ter sido alteradas levando ao enfraquecimento ou ruptura 

dessas interações, o que comprometeu a estabilidade térmica da molécula.   
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7. Conclusões e Perspectivas 

_______________________________ 
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 Este trabalho teve como objetivo a expressão e purificação de uma proteína 

multiepitopo recombinante desenhada a partir de sequências do vírus da hepatite C 

constituídos pelos epitopos na ordem: core (1a), core (3a), NS4A (1b), NS3 (1a), NS4A (1a), 

NS5 (1b), NS4B (1a) e NS5 (1a), para ser utilizada em kits de diagnóstico para hepatite C. 

Sendo assim, tal objetivo foi alcançado, tendo em vista, que após 8 horas de indução em E. 

coli obteve-se a proteína expressa (figura 10). E que através da cromatografia de afinidade 

utilizando resina acoplada ao níquel foi possível obter a proteína multiepitopo recombinante  

r-MEHCV purificada (figuras 11 e 12). Além do mais, foi possível demonstrar parcialmente 

através da elaboração de um ensaio, ELISA “caseiro” utilizando a proteína r-MEHCV, que a 

mesma reconhece anticorpos anti-HCV presente em soros humano, levando em consideração 

que, todos os soros sabidamente reagentes para HCV (figura 13), reagiram contra a proteína 

multiepitopo (figura 14) e que a maioria dos soros sabidamente não reagente para HCV 

(figura 13), com exceções de alguns, tiveram os valores das absorbâncias menores do que os 

valores das absorbâncias obtidos com os soros reagentes para HCV (figura 14). 

Adicionalmente, de acordo com os resultados apresentados na figura 16, foi possível 

demonstrar parcialmente que a proteína r-MEHCV não reagiu contra anticorpos presentes em 

soros humanos de pacientes infectados com outras patologias com exceção do soro 18. 

Para obter um resultado completo desse estudo, primeiramente será preciso padronizar 

todos reagentes que compõe um kit de diagnóstico, tanto o ELISA quanto outras 

metodologias de kits de diagnósticos que se deseja desenvolver, validando esses kits com um 

número maior de soros reagentes para HCV e outras patologias e não reagente para HCV.  

  Apesar da proteína r-MEHCV ter sido expressa a partir de um gene sintetizado 

constituído de nucleotídeos específicos que, supostamente, codificariam uma proteína de 

conformação aberta, as análises de dicroísmo circular em pH 7 e 8 mostraram que essa 

proteína apresenta um padrão de dobramento compatível com estruturas secundária e terciária     

(figura 18). Entretanto, não é possível afirmar com apenas este ensaio se esta estruturação da 

proteína irá dificultar o de anticorpos anti-HCV.  

Tendo em vista, que a proteína r-MEHCV desenvolvida neste projeto será utilizada em 

kits de diagnósticos, o processo de sua produção poderá ser otimizado pela empresa com o 

uso de fermentadores. Deste modo, uma quantidade maior de proteína poderá ser obtida 

visando atender a fabricação dos kits em escala comercial. 
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Além do mais, kits de diagnósticos anti-HCV utilizando a proteína r-MEHCV, como 

por exemplo, ELISA e os testes imunocromatográficos (testes rápidos) se encontram em fase 

de desenvolvimento na empresa WAMA DIAGNÓSTICA.   
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