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RESUMO 

 

Introdução: As infecções hepáticas causadas por vírus estão entre as mais 

graves, com prevalência no mundo todo. Segundo dados da OMS, o Vírus da 

Hepatite C (HCV) acomete cerca de 170 milhões de pessoas em todo o mundo, o 

que corresponde a aproximadamente 3% da população mundial. Desse total, nota-

se que a maioria dos indivíduos (80%) não desenvolve resposta virológica 

sustentada, evoluindo para infecção crônica. Objetivo: Produzir, expressar e 

purificar as proteínas recombinantes CORE, NS3, NS4b e NS5a do vírus da 

Hepatite C, otimizadas para E. coli e analisar a reatividade destas proteínas frente 

aos soros de pacientes com hepatite C crônica. Material e Métodos: Os genes 

recombinantes das proteínas CORE (594pb), NS3 (897pb), NS4b (804pb), NS5a 

F1 (678pb) e NS5a F2 (692pb) foram construídos e otimizados para expressão em 

E. coli BL21 (DE3) pLysS. Sítios de enzimas de restrição foram adicionados nas 

sequências para realizar a subclonagem em vetor pRSET, o qual inclui a 

sequência de aminoácidos da proteína da cauda 6XHIS. Soros de pacientes com 

hepatite C crônica obtidos em estudos prévios, foram usados para avaliar a 

reatividade contra as proteínas recombinantes produzidas. Resultados e 

conclusão: Logo, as proteínas recombinantes CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e 

NS5a F2 foram expressas com sucesso em hospedeiro E.coli.  Estas foram 

purificadas em condições nativa e desnaturada utilizando coluna de níquel. As 

proteínas recombinantes CORE e NS5 F2 foram imunorreativas para um pool de 

soros de pacientes com hepatite C crônica, não sendo detectada reatividade com 

soros negativos. Não foi observado nenhuma reatividade para porção N-terminal 

da proteína NS5a. Estudos futuros buscaram analisar a reatividade individual de 

um grande número pacientes, para cada proteína recombinante.   
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ABSTRACT 

 

Introduction: Liver infections caused by viruses are among the most serious ones, 

with worldwide prevalence. According to WHO data, the Hepatitis C Virus (HCV) 

affects approximately 170 million people around the world, representing 

approximately 3% of world population. Of this total, the majority of individuals (80%) 

did not develop sustained virologic response, progressing to chronic 

infection. Objective: Production, expression and purification of HCV proteins 

CORE, NS3, NS4b and NS5a in E. coli and analysis of its reactivity with serum of 

chronic hepatitis C patients. Methods: Recombinant genes of CORE (594pb), NS3 

(897pb), NS4b (804pb), NS5a F1 (678pb) and NS5a F2 proteins were constructed 

(692pb) for optimized expression in E. coli BL21 (DE3) pLysS. Restriction enzymes 

sites were added to the sequences for subcloning in pRSET, which include a 6xHIS 

tagged in the recombinant protein amino acid sequence. Sera of patients with 

chronic hepatitis C obtained in previous study were used in western blot to evaluate 

its reactivity with recombinant proteins produced.  Results and conclusion: The 

recombinant proteins were expressed in E. coli showed a higher concentration in 

the insoluble portion. Each protein was purified in native and denatured condition 

using nickel column. CORE and NS5a F2 proteins were reactive to antibodies 

present in the sera of patients, and did not reacted with negative patients sera. Any 

reactivity was observed against the N-terminal portion of NS5a. Further studies will 

try to analyze individual reactivity of a large number of patients against each 

recombinant protein.   

 

 

Keywords: Hepatitis C, protein purification. 
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INTRODUÇÃO 

 

As infecções hepáticas causadas por vírus estão entre as mais graves, com 

altas prevalências no mundo todo. Os vírus da Hepatite A, B, C, D e E são os mais 

comuns causadores das hepatites virais (CDC, 2010). Contudo, somente os vírus da 

Hepatite B, C e D são causadores de hepatites que podem evoluir para doenças 

graves do fígado ocasionando quadros de cirrose hepática e carcinoma 

hepatocelular (SILVA et al., 2012). 

A infecção causada pelo vírus da hepatite C (HCV) é um grave problema de 

saúde pública (EL-SAADANY et al., 2013). Na maioria das vezes ocasiona infecção 

assintomática aumentando o risco de evolução para uma infecção crônica e o 

desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular. Aproximadamente 80% dos 

casos de infecções pelo HCV levam à infecção crônica e 20% desses pacientes 

apresentam doenças hepáticas graves (SEEFF, 2002). O processo de cronicidade 

da doença é observado após o hospedeiro não desenvolver uma resposta virológica 

sustentada devido aos mecanismos de escape viral. Estes mecanismos interferem 

diretamente nas respostas imune tanto inata quanto adaptativa, impedindo as vias 

de sinalização e produção de citocinas antivirais (ASHFAQ et al., 2011).  

Considerando que até o presente momento não existem vacinas ou 

tratamentos prévios contra o vírus da Hepatite C além do que, há muitos resultados 

indeterminados nos kit de detecção do HCV e a maioria dos infectados não sabem 

que são portadores crônicos do vírus, a produção das proteínas recombinantes do 

vírus da Hepatite C, obtidas nesta pesquisa é de grande importância para o melhor 

entendimento da resposta imune contra o HCV, assim como, a utilização na 
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produção de teste de detecção do vírus com uma maior sensibilidade que os testes 

sorológicos atuais.  
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2. EPIDEMIOLOGIA 

 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde, a Hepatite C é um 

problema de saúde pública em todo mundo (Figura 01), acometendo cerca de 150 a 

200 milhões de pessoas. A mortalidade por ano chega a 350.000, sendo causadas 

por doenças graves relacionadas à infecção pelo HCV (WHO, 2012). 

 

 

Figura 1: Distribuição geográfica mundial da infecção da hepatite C 

Fonte: WHO, 2007 

 

A distribuição da doença na América Latina e Central apresenta prevalência 

com taxas de 6,3%, 1,14%, 1,2% e 0,3% em Porto Rico, Brasil, México e Chile 

respectivamente (SY; JAMAL, 2006).  

Aproximadamente 5,3 casos a cada 100 mil habitantes são confirmados para 

HCV (MS, 2011). Segundo o Ministério da saúde (2009) a prevalência brasileira de 

casos de hepatite C está estimada em torno de 1 a 2%. A distribuição geográfica de 
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candidatos a doação de sangue positivos para anti-HCV mostra a região norte com 

2,12%, seguida da região sudeste com 1,43%, nordeste com 1,19%, centro-oeste 

1,04% e região sul com 0,65% (MARTINS et al., 2010).  

 A prevalência do HCV na Região Amazônica do Brasil mostra-se elevada em 

comparação com as outras regiões do país onde, as maiores taxas observadas 

foram nos estados do Acre (5,9%), Pará (2%) e do Amazonas (0,8%) (OLIVEIRA-

FILHO et al., 2010; SAWADA et al., 2011). 

A distribuição dos genótipos do HCV é modificada de acordo com os 

continentes estudados, sendo que os de maior prevalência são os genótipos 1, 2 e 

3, com os subtipos 1a, 1b, 2c e 3a, encontrados em todas as regiões do mundo. Os 

genótipos 4, 5 e 6 foram descritos em áreas restritas e distintas, com predomínio do 

genótipo 4 e 5 nas regiões do Egito, África e oriente Médio, enquanto que o genótipo 

6 apresenta uma maior prevalência na Indochina (SARTRE et al., 2005; LOPES et 

al., 2009). 

Embora, dados de prevalência do HCV na população brasileira sejam 

limitados, a distribuição genotípica apresenta um predomínio do genótipo 1 (64,9%), 

seguido pelos genótipos 3 (30,2%), 2 (4,6%), 4 (0,2%) e 5 (0,1%) (Figura 02) 

(CAMPIOTTO et al., 2005). No estado no Amazonas a maior prevalência genotípica 

foi do genótipo 1, seguido pelos genótipos 3 e 2 (CAMPIOTTO et al., 2005; TORRES 

et al., 2009).  
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Figura 2: Distribuição dos genótipos do vírus da Hepatite C nas diferentes estados do 

Brasil. Apresenta o número absoluto de cada genótipo encontrado na região. 

Fonte: CAMPIOTTO et al.,2005, modificado. 

 

 

3. VÍRUS DA HEPATITE C (HCV) 

 

O vírus da hepatite C exibe uma conformação esférica com cerca de 30 a 60 

nm de diâmetro. A partícula viral é envolta por uma membrana celular derivada dos 

hepatócitos dos hospedeiros com a presença de glicoproteínas virais E1 e E2. O 

genoma é formado por RNA, que é cercado pelo nucleocapsídeo, formado pela 

proteína C (CORE) (Figura 03). 
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Figura 3: Estrutura do virion HCV 

Fonte: Adaptado de James, 2001 

O HCV pertence à família Flaviviridae e ao gênero Hepacivirus 

(MORADPOUR; BLUM, 2004). O genoma viral do HCV é formado por um ácido 

ribonucleico de fita simples, apresentando polaridade positiva composta por 9.600 

nucleotídeos, havendo uma região codificante com uma longa fase aberta de leitura 

(Open Reading Frame – ORF) que traduz uma poliproteína com 3 mil aminoácidos 

(CHOO et al., 1988). A fração N-terminal codifica as proteínas estruturais CORE, 

E1/E2 e proteína P7, enquanto que as proteínas não estruturais NS2, NS3, NS4A, 

NS4B NS5A e NS5B são codificadas em outra parte do genoma (CHOO et al., 1988; 

SHUKLA et al., 1995) (Figura 04).  

 

Figura 4: Genoma do vírus da Hepatite C.  

Fonte: Adaptado de MORADPOUR et al., 2007. 
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A proteína do CORE possui características químicas capazes de permitir a 

ligação ao RNA viral, formando o nucleocapsídeo. Há relatos, que a proteína do 

CORE apresenta interações com diversas proteínas celulares, comprometendo 

várias funções das células hospedeiras como no processo de apoptose, na 

transcrição gênica, nas vias de sinalização celular, além do metabolismo dos 

lipídeos (TELLINGHUISEN; RICE, 2002; FOKA et al., 2014).  

As proteínas transmembranas E1 e E2 são glicoproteínas do envelope do 

HCV que apresentam participação importante na entrada e fusão do vírus na célula 

hospedeira (BARTOSCH; DUBUISSON; et al., 2003).  

A proteína P7 é um polipeptídio clivado da proteína E2 com 63 aminoácidos 

que apresenta a capacidade de formar hexâmeros com a atividade de canais de 

cálcio, há suposições que essa proteína esteja envolvida na persistência viral, mas 

sua participação na replicação viral permanece desconhecida (CARRÈRE-KREMER 

et al., 2002; GRIFFIN et al., 2003). 

Dentre as proteínas não estruturais, a NS2 e NS3 tem a função de clivagem 

de todas as proteínas não estruturais, com atividade de helicase e NTPase 

(Nucleosil Trifosfato Hidrolase) pela NS3 durante a replicação viral (GRAKOUIT et 

al., 1993; PENIN, FRAÇOIS et al., 2004; APPEL et al., 2007). 

A proteína NS4A apresenta a função de atuar como co-fator da proteína NS3 

e participa da hiperfosforilação da proteína NS5A. A proteína NS4B é uma proteína 

integral de membrana apresentando um importante papel na formação do complexo 

de replicação viral, tendo como função de atuar como estrutura de fixação na 

membrana do reticulo endoplasmático e agir como fator de inibição da atividade 

antiviral de IFN-α (EGGER et al., 2002). 
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NS5A é uma fosfoproteína de estrutura e função desconhecida. Ela tem 

atraído grande interesse devido ao seu potencial papel na modulação da resposta 

ao interferon, além de outras propriedades como a participação da ativação 

transcricional e envolvimento na regulação da proliferação celular e das vias de 

ativação celular (EGGER et al., 2002; PAWLOTSKY, 2004; PENIN, FRANÇOIS et 

al., 2004; HUGHES et al., 2009; JIANG; LUO, 2012). A proteína NS5B é uma enzima 

com importância chave promovendo a síntese de novos genomas de RNA do HCV, 

atuando com sua função de RNA polimerase. A proteína não estrutural 5B sintetiza 

uma fita de RNA complementar de polaridade negativa que usa o genoma viral como 

molde, seguido da síntese do RNA genômico a partir da fita negativa (SCHMIDT-

MENDE et al., 2001; FRANCESCO; MIGLIACCIO, 2005). 

O genoma do HCV apresenta uma elevada taxa de replicação, podendo gerar 

em 24 horas cerca de 1012 virions no hospedeiro infectado. Essa elevada taxa de 

replicação pode causar mutações e erros na leitura da polimerase durante o 

processo, tornando heterogêneo o genoma do HCV (HERRMANN et al., 2000). 

As mudanças observadas no genoma do HCV possibilitaram a classificação 

desse vírus em 7 genótipos denominados HCV-1 a HCV- 7. Além disso, pequenas 

mutações em cada genótipo originaram os subtipos dos genótipos relatados (± 100 

subtipos), sendo identificados por letras minúsculas (ex: HCV-1a) (NAKANO et al., 

2011).  

A evolução clínica da doença está relacionada com os genótipos 

apresentados, visto que o genótipo 1 é considerado o mais agressivo, pois está 

associado as lesões hepáticas graves e pouca resposta ao tratamento indicado, 

enquanto comparados com os genótipos 2 e 3 (HARRIS et al., 2007). 
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4. TRANSMISSÃO 

 

O HCV é transmitido por várias formas, sendo que a forma mais eficiente se 

dá através da exposição ao sangue contaminado, em transfusões sanguíneas, 

transplantes de órgãos e o uso de drogas injetáveis com compartilhamento de 

seringas contaminadas. Além disso, foram relatados casos de infecção por 

acidentes com materiais perfuro-cortantes, exposição a fluidos corporais e 

transmissão sexual (HOWE et al., 2005; ALTER, 2007). 

As hemotransfusões aparecem como uma das maiores causas de 

transmissão do HCV. O uso de sangue e seus derivados assim como, órgãos 

transplantados de indivíduos contaminados com esse vírus, representam um alto 

risco na ausência de um teste diagnóstico para detecção do patógeno. Estudo com 

pacientes hemofílicos transfundidos antes da implantação dos testes sorológicos nos 

bancos de sangue demonstram que cerca de 90% desses pacientes foram 

contaminados com o vírus C (ALTER, 2007; MAIA et al., 2009) 

O compartilhamento de seringas contaminadas para o uso de drogas 

injetáveis foi responsável pela maioria das infecções pelo HCV nos Estados Unidos 

e Austrália. No entanto, a incidência entre usuários de drogas injetáveis caiu a partir 

da década de 90 (SHEPARD et al., 2005). 

A transmissão ocupacional através da exposição percutânea durante a 

realização de tatuagens e perinatal durante a gravidez tem sido relatadas (MARTINS 

et al., 2010). Estimativas apontam que os níveis de transmissão materno-fetal 

podem atingir 25%, sendo que esse número pode aumentar nos casos de co-

infecção com o HIV (PARTHIBAN et al., 2009).  
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5. IMUNOPATOGÊNESE 

 

 5.1 Entrada do HCV nas células hospedeiras 

 

Os mecanismos de entrada do HCV nas células ainda não estão 

completamente elucidados, contudo vários co-receptores são utilizados pelas 

proteínas estruturais E1 e E2 do vírus para adentrar a célula hospedeira. A presença 

da proteína transmenbranar CD81, receptor scavenger B tipo I (SR-BI), ocludina e 

claudina-1 facilitam a entrada do HCV.  O receptor scavenger classe B tipo I (SR-BI) 

foi o primeiro fator de entrada estudado na célula alvo, considerado como padrão de 

ligação à proteína viral E2, através da região hipervariável I (HVR-I).  Além dessas 

moléculas, o receptor de lipoproteína de alta densidade (HDL-R) é usado pelo vírus, 

que se associa com lipoproteínas formando partículas lipovirais ricas em colesterol 

para facilitar sua entrada nos hepatócitos (SCARSELLI et al., 2002; BARTOSCH; 

VITELLI; et al., 2003; EVANS et al., 2007; SCHOLTES et al., 2012). O SR-BI atua 

como o principal receptor para a lipoproteína de alta densidade (HDL). Esse receptor 

é altamente expresso no fígado promovendo a captura seletiva do colesterol HDL 

para dentro dos hepatócitos (MEREDITH et al., 2012). 

Outro fator de entrada que está envolvido em muitas funções incluindo 

adesão, morfologia, proliferação e diferenciação celular é a tetrasparina (CD81) 

humana, constituída de 4 domínios transmembrânicos, que são dois domínios curtos 

intracelular e dois longos extracelular. Os fatores SR-BI juntamente com a CD81 

estão envolvidos nas fases iniciais de entrada do HCV, gerando uma troca 
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conformacional  nas glicoproteínas do envelope E1/E2, facilitando assim, a fusão e 

endocitose viral (MEREDITH et al., 2012). 

Outras proteínas ativas atuantes na entrada do HCV nas células alvo são as 

proteínas claudin- 1 (CLDN1) e ocludina (OCLN), apesar de não apresentarem uma 

interação diretamente com o vírus. No entanto, a CLDN1 pode interagir com a CD81 

como parte do complexo receptor para o HCV  (EVANS et al., 2007; PLOSS et al., 

2009).  

5.2 Resposta imune inata e adaptativa 

 

O vírus da hepatite C tem a capacidade de infectar tanto as células hepáticas, 

quanto as células do sistema imune (BARNABA, 2010). O reconhecimento do vírus 

pelas células da imunidade inata é mediado pelos receptores de reconhecimento de 

padrões (PRRs), presentes principalmente nas células dendriticas e monócitos. Os 

principais receptores envolvidos na indução da resposta imune e produção de 

interferon do tipo I são os receptores do tipo Toll (TLR) e Nod-like (BLACKARD et al., 

2006; BARNABA, 2010). Os receptores toll TLR-3 e TLR-7 encontrados no 

endossoma reconhecem RNA de fita dupla e simples, respectivamente. Esses 

receptores ativam as vias TRIF (domínio contendo adaptadores de indução do 

interferon-β) e IRF (fator regulador de interferon) para a produção de interferon, 

quando reconhecido por TLR-3. O reconhecimento via TLR-7 ativa a via MyD88 e 

fator de transcrição NF-κB para produzirem as citocinas pró-inflamatórias (HOSHINO 

et al., 2006). 

As proteínas do CORE e NS3 do HCV são reconhecidas pelo TLR-2 

associados com TLR1 e TLR6 que sinalizam para a produção de TNF-α, IL-6 e IL-8. 
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TLR-4 é ativado pela proteína NS5A induzindo assim a produção de IFN do tipo I e 

IL-6 (MACHIDA et al., 2006; SATO et al., 2007).  

 

Apesar do papel crucial desses receptores, estudos recentemente “in vitro” 

tem demonstrado que as proteínas NS3A, NS4A e NS5A agem bloqueando e 

inibindo a produção se IFN-β pelos hepatócitos e células imunes. Enquanto que as 

proteínas do CORE do HCV inibem diretamente o fator regulador 3, e o fator de 

transcrição NF-кB que estão diretamente relacionados com a produção de IFN (LIN 

et al., 2006).  

Após o reconhecimento dos peptídeos virais pelas células dendríticas (DCs) 

presentes no fígado, ocorre a migração destas para os linfonodos e ativação dos 

linfócitos T auxiliares, através das moléculas co-estimulatórias CD80/CD86 e pelas 

moléculas do antígeno leucocitário humano de classe II (HLA II). Essas células são 

antígenos-especificas e vão expressar moléculas CD40 e secretar TNF-α e outras 

citocinas pró-inflamatórias que vão potencializar a resposta imune (HIROISHI et al., 

2010). 

As DCs irão estimular ainda a ativação dos linfócitos T citotóxicos (CTLs), 

através da apresentação de antígenos via moléculas de HLA tipo I e a diferenciação 

dos linfócitos T naïve em células de perfil TH1, após a liberação de Interleucina-12 

(IL-12). A produção das citocinas IL-2 e IFN-γ pelos linfócitos TH1 irão induzir a 

proliferação dos CTLs específicos contra o HCV (HIROISHI et al., 2010). 

O interferon (IFN) é uma citocina chave para ação antiviral e é secretada tanto 

por células da imunidade inata quanto pelas células da imunidade adaptativa. Essas 

citocinas são caracterizadas pela sua capacidade antiviral e podem ser divididas em 

interferon do tipo I (IFN-α/β), tipo II (IFN-γ) e tipo III (IFN-λ1-λ2-λ3), que usam 
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receptores específicos para mediar a sinalização celular. Essas citocinas atuam 

como um potente agente antiviral e são codificadas pelos genes de estimulação de 

interferon (ISGs) (DICKENSHEETS et al., 2012). 

 

Além de apresentar uma ação antiviral o IFN tem um papel na regulação da 

IL-12p70, que é uma citocina crucial para o perfil TH1(GAUTIER et al., 2005). As 

citocinas secretadas pelos linfócitos TCD4+ de perfil TH1 (IFN e IL-12) parecem estar 

relacionadas com uma infecção auto-limitada durante a fase aguda da doença, 

contudo citocinas do perfil TH2 (IL-4) podem contribuir para a cronicidade da infecção 

(BYRNES et al., 2007; DAVTYAN et al., 2013). 

Durante a terapia antiviral contra o HCV os níveis de citocinas de perfil TH1, 

principalmente o interferon, aumentam em consonância com a terapia 

medicamentosa. Em contrapartida as citocinas de perfil TH2 tendem a diminuir com a 

diminuição da carga viral (THIMME et al., 2002; DAVTYAN et al., 2013). 

A forte resposta mediada pelos linfócitos TCD4+ e TCD8+ pode estar 

envolvida com a eliminação viral, estabelecendo uma proteção a reinfecção. Porém, 

o papel da resposta humoral ainda não está claro em relação à proteção contra o 

vírus (SEMMO et al., 2006). A produção de anticorpos pelos linfócitos B durante 

resposta imune humoral é fundamental na neutralização de partículas virais livres, e 

para impedir a entrada do vírus nas células não infectadas do hospedeiro. Porém, 

apesar da existência de anticorpos neutralizantes, como aqueles contra a região E2 

do HCV, a resposta humoral ainda é ineficiente, provavelmente pela rápida seleção 

de variantes de escape ou por uma falha desses anticorpos em induzir a eliminação 

do vírus (SEMMO et al., 2006). 



24 

 

O fígado apresenta uma grande população de células natural killer (NK) e 

NKT da imunidade inata que atuam na modulação da resposta adaptativa e ação 

antiviral (CROTTA et al., 2002; SWAIN, 2010). Essas células participam do aumento 

da expressão de receptores de ativação e na citotoxidade da doença crônica 

(CROTTA et al., 2002). 

Semanas após a infecção pelo vírus da hepatite C pode-se encontrar 

linfócitos T, específicos para HCV no sangue periférico e no fígado (REHERMANN, 

2009). Os linfócitos T CD8+ específicos para o HCV desempenham um papel 

importante na eliminação do vírus na fase aguda e crônica da doença. Embora 

estejam em maior quantidade no tecido hepático, essas células possuem uma 

menor capacidade de citotoxidade e produção deficiente de IFN-γ e TNF-α, além do 

aumento na expressão do receptor programador de morte-1 (PD-1). Tal fenômeno 

tem sido relacionado com a presença de interleucina 10 (IL-10) no fígado, que 

diminui a resposta efetora das células T CD8+ específicas ao HCV (ACCAPEZZATO 

et al., 2004; BARNABA, 2010; TAN et al., 2012). 

Na resposta mediada pelas células TCD4+, é observado um aumento na 

produção de IFN-γ e IL-2, principalmente na infecção aguda e em pacientes com 

níveis elevados de ALT. As células TCD4+ ajudam a manter a resposta antiviral das 

células B e das células de memória TCD8+ e sua menor atuação na resposta pode 

estar relacionada à progressão da infecção crônica (MISSALE et al., 1996).  

Os linfócitos TCD4+ e TCD8+ que produzem o fator de crescimento 

transformador β (TGF-β) contribuem também para evolução para fase crônica da 

doença, suprimindo a resposta antiviral. No entanto, a produção das citocinas 

regulatórias TGF-β e IL-10 podem proteger o hospedeiro infectado diminuindo o 

dano hepático. Quanto as células T regulatórias CD4+/CD25+/Foxp3+ (Treg), estas 
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parecem ser estimuladas durante a infecção pelo HCV e apresentam uma função 

moduladora na inflamação, estabelecendo um equilíbrio entre a resposta pró e anti-

inflamatória (ALATRAKCHI et al., 2007). 

Vários fatores influenciam na resposta contra o vírus da hepatite C. As 

proteínas do HCV interferem na produção de interferon (IFN) nos hospedeiros 

infectados bloqueando a via Jak-STAT (KIM et al., 2009). 

As proteínas virais do HCV modulam a resposta celular endógena e a 

produção e sinalização do IFN-α. As proteínas do CORE atuam impedindo a 

fosforilação do STAT1 e a proteína não estrutural NS5A impede a translocação da 

proteína fosforilada STAT1 (pSTAT1) para o núcleo celular (LIN et al., 2006). 

Os ativadores de transcrição e ativadores de sinal (STAT) possuem sete 

membros (STAT 1, 2, 3, 4, 5a, 5b e 6), focalizados em suas funções de sinalização 

(SCHINDLER et al., 2007). A Janus kinase é responsável pela transcrição dos 

STATs ativando uma cascata de tradução de sinais para muitas citocinas e fatores 

de crescimento. As vias JAK (JAK 1-2-3 e Tyk2) e STAT (STAT1-2-3-4-5a-5b e 6) 

dependem de resíduos de tirosina específicos para serem ativadas. Quando 

ativadas são fosforiladas, resultando na dimerização do STAT e translocação 

nuclear (HOSUI et al., 2003).  

A ativação das vias JAK/STAT se dá pela ligação dos seus ligantes aos 

receptores específicos, ativando a tirosina kinase, a fosforilização e dimerização dos 

STATs e pôr fim a modulação dos genes alvos STAT dimerizados. A cascata de 

transdução de sinal JAK/STAT quando ativada acabam mediando à ação dos 

interferons assim como de outras interleucinas e fatores de crescimento (BODE et 

al., 2003). 
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No caso do STAT-1 as vias JAK1, JAK2 e STAT-1 são fosforiladas e o STAT-

1 é homodimerizado, resultando em uma translocação nuclear e estimulando a 

produção de IFN do tipo I (HOSUI et al., 2003).  

Os interferons do tipo I quando ligados no receptor de interferon (IFNAR) 

ativam a fosforilação JAK1 e Tyk2 que após uma fosforilação dos STATs expressam 

os genes ISGs (NOVICK; COHEN, 1994). 

Diferentemente do interferon do tipo I que é produzido por várias células 

como, por exemplo, os hepatócitos, o interferon-gamma (IFN-γ) que é do tipo II é 

restrito somente aos linfócitos T e células NK (MIHM et al., 2004). 

A presença citoplasmática do HCV nos hepatócitos ativa o STAT3 e 

consequentemente eleva a expressão da interleucina 6 (IL-6) além da gp130 e do 

receptor de leptina. Somente o receptor de leptina de cadeia longa (receptor Ob) tem 

a capacidade de ativar a via de sinalização JAK2/STAT3 nos hepatócitos (BASU et 

al., 2006). 

A IL-10 inibe a resposta pró-inflamatória das células da imunidade inata e 

adaptativa. A sinalização de IL-10 se dá pela fosforilação do STAT3 após a ligação 

da IL-10 ao seu receptor especifico, ativando as JAK1 e TyK2 (PESTKA et al., 

2004). 

O tempo de duração de sinalização ao núcleo para a produção de uma 

citocina pode ser de minutos ou mesmo horas. Por essa razão a transdução de sinal 

apresenta um controle rígido por inativação e remoção das moléculas STATs 

ativadas, e um dos mecanismos importantes que atuam nesse controle são os 

supressores de sinalização de citocinas (SOCS) (BODE et al., 2003). 

Supõem-se que vírus da hepatite C na maioria das vezes consegue escapar 

da resposta imunológica antiviral ativando e mediando a via do SOCS que vão 
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regular e inibir a ativação do STAT-1 dos hepatócitos (VELDT et al., 2012). Por 

inativar e inibir a transdução de sinais de citocinas principalmente os IFNs, os vírus 

podem utilizar esse mecanismo para inibir a resposta antiviral (BODE et al., 2003). 

Assim, esses genes são ativados e controlados pelos receptores associados 

à fosfatases, supressores de sinalização de citocinas (SOCS) e inibidor de proteínas 

STATs ativadas (PIAS3). Através desses controladores das vias JAK/STAT as 

proteínas virais poderiam inibir a indução das citocinas antivirais e 

consequentemente diminuir a ação da resposta imune ao agente infeccioso (HEIM et 

al., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 



29 

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo Geral 

 

 Produzir, expressar e purificar as proteínas recombinantes CORE, 

NS3, NS4b e NS5a do vírus da Hepatite C, otimizadas para E. coli e 

analisar a reatividade destas proteínas frente aos soros de pacientes com 

hepatite C crônica. 

 

6.2 Objetivos Específicos  

 

 Desenhar os genes sintéticos (CORE, NS3, NS4 e NS5) do vírus da 

Hepatite C, otimizados para Escherichia coli; 

 Subclonar os genes sintéticos (CORE, NS3, NS4 e NS5) em vetor de 

expressão de E. coli; 

 Expressar os genes clonados de Escherichia coli; 

 Purificar as proteínas do HCV (CORE, NS3, NS4 e NS5) expressas; 

 Testar e analisar a reatividade das proteínas recombinantes do HCV 

produzidas frente a soros de indivíduos infectados com o vírus da Hepatite 

C. 
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7. MATERIAL E MÉTODOS  

 

7.1 Tipo de Estudo 

 

Trata-se de um estudo descritivo, transversal, constituindo subprojeto de um 

estudo maior da linha de pesquisa sobre o vírus da hepatite C intitulado: “Produção 

de Proteínas do CORE, NS3, NS4 e NS5 para caracterização da resposta imune 

celular e humoral em pacientes com Hepatite C na Amazônia”, desenvolvidos 

pelo grupo de Pesquisa “Imunologia Básica e Aplicada” da Universidade Federal do 

Amazonas, em parceria com a Fundação de Hematologia e Hemoterapia do 

Amazonas, Fundação de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado (FMT – HVD), 

Instituto Leônidas e Maria Deane (ILMD) - Fiocruz Amazônia e Universidade Federal 

do Pará.  
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7.2  Fluxograma de desenvolvimento do estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desenho dos genes sintéticos das proteínas CORE, NS3, NS4 

e NS5 do HCV 

Digestão dos genes(CORE, NS3, NS4 e NS5) 

sintetizados em pSMART com enzimas de 

restrição para a liberação do inserto 

Digestão do vetor de expressão 

pRSET A com as enzimas de 

restrição. 

Subclonagem dos insertos no vetor de expressão pRSET A e transformação na célula 

hospedeira E. coli Top 10 

Confirmação por sequenciamento 

Preparação das células competentes E. coli BL21 DE3 (pLysS) para a 

transformação e indução das proteínas do HCV (CORE, NS3, NS4 e NS5) 

Purificação da proteína expressa por cromatografia de afinidade (Ni – NTA) 

Detecção das proteínas de interesse por SDS-PAGE e Western Blot 

Análises dos Dados 

Purificação do inserto 
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7.3  População do Estudo 

 

As amostras de soros que fizeram parte desta pesquisa foram provenientes 

do estudo de Soriane Cruz (2013), onde as amostras foram coletadas no centro de 

pesquisa da FMT-HVD no período de setembro de 2011 a janeiro de 2013. Foram 

coletadas amostras de indivíduos com diagnóstico sorológico positivo para Hepatite 

C (Anti-HCV) pelo método de ELISA, de ambos os sexos, com idade entre 18 a 65 

anos e sem tratamento prévio para infecção pelo vírus da Hepatite C. Foram 

excluídos pacientes co-infectados com os vírus da Hepatite A, B, D, E vírus da 

imunodeficiência adquirida (HIV), os que já haviam iniciado o tratamento da hepatite 

C e aqueles que apresentavam cirrose descompensada. 

O grupo controle utilizados neste projeto foram de candidatos a doadores de 

sangue da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas que 

não apresentaram resultados positivos nos testes de triagem sorológicas para 

Hepatites virais, HIV, Sífilis, Doença de Chagas e HTLV I e II. 

7.4 Conservação das Amostras  

 

As amostras de soros utilizadas neste estudo foram armazenadas na soroteca 

da Fundação Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas e mantidas a -

20° C para a manutenção do material biológico. 

7.5 Aspectos Éticos  

 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de ética da Fundação Hospitalar de 

Hematologia e Hemoterapia do Amazonas. 

 CAAE: 19381813.5.0000.0009. 



34 

 

As amostras sanguíneas utilizadas no presente estudo estão vinculadas ao 

projeto: “Avaliação da resposta imune e frequência do polimorfismo de TNF-α-

308 em pacientes com Hepatite C”, aprovado pelo comitê de ética FMT- HVD 

CAAE: 00330114000-09. 

 

7.6 Produção das proteínas recombinantes 

 

7.6.1 Desenhos dos genes sintéticos para produção das proteínas 

recombinantes 

 

As sequências dos genes utilizados para o desenho das proteínas 

recombinantes foram baseadas no depósito no gene bank ACJ37216.1 

(gi|212675045, polyprotein [Hepatitis C virus subtype 1a, NCBI]). A sequência 

correspondente a cada gene foi inserida no programa de correção de “viés de 

códon” para Escherichia coli, disponibilizado pelo site da empresa IDT, buscando 

assim otimizar  a  expressão  das  proteínas  neste hospedeiro. Foram adicionados 

sítios de restrição para as enzimas XhoI, no início dos genes, e PstI, no final. O gene 

NS5 foi dividido ao meio em dois fragmentos (F1 e F2), sendo possível uni-los 

através de um sítio para enzima BamHI. NS3, devido a sua grande extensão, foi 

inicialmente analisado no programa “MHC class II binding prediction”, visando 

selecionar os epítopos mais relacionados com uma resposta celular. Cinco regiões 

foram selecionadas, sendo adicionados os mesmos sítios de restrição citados 

anteriormente em suas extremidades.  

Estas informações foram enviadas ao fabricante de genes sintéticos (IDT - 

Integrated DNA Technologies) para síntese. Análise de bioinformática para 
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identificar a massa molecular esperada de cada proteína foi realizada no programa 

Protparam (http://web.expasy.org/protparam/).   

 

 

 

PROTEÍNAS 

 

 

ENZIMAS DE 

RESTRIÇÃO 

 

PLASMIDEO DE 

EXPRESSÃO 

 

TAMANHO DO 

GENE 

 

CORE 

 

XhoI e PstI 

 

 

pRSET A 

 

594 pb 

 

NS3 

 

XhoI e PstI 

 

 

pRSET A 

 

897 pb 

 

NS4b 

 

XhoI e PstI 

 

 

pRSET A 

 

804 pb 

 

NS5a F1 

 

XhoI e EcoRI 

 

 

pRSET A 

 

678 pb 

 

NS5a F2 

 

 

 

BamHI e PstI 

 

pRSET A 

 

692 pb 

 

Quadro 1: Dados da expressão das proteínas: plasmídeos de expressão (pRSET), respectivas 

enzimas de restrição e o tamanho do gene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://web.expasy.org/protparam/
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Tabela 1: Sequências de DNAs otimizados para E. coli das proteínas do HCV 

 

PROTEÍNAS 

 

SEQUÊNCIA DE DNA  

  

 

CORE 

 

CTC GAG CAT ATG ATG TCA ACG AAC CCT AAA CCG CAA CGT AAA ACG AAA CGC AAC ACC AAC CGC CGT CCG CAG GAT GTC AAA TTT CCG GGC GGC GGG 

CAG ATT GTG GGT GGT GTT TAC TTA CTT CCA CGC CGT GGC CCG CGT CTC GGC GTA CGT GCC ACA CGG AAG ACC AGC GAG CGG TCT CAG CCG CGT GGC 

CGC CGT CAA CCA ATT CCG AAA GCT CGT CGT CCA GAG GGT CGT GCC TGG GCA CAA CCT GGC TAT CCC TGG CCA CTC TAT GGC AAT GAG GGG TGC GGA 

TGG GCG GGC TGG CTG CTG TCC CCG CAC GGA TCC CGG CCC AGC TGG GGT CCA ACA GAC CCG CGT CGT CGC AGC CGC AAT CTG GGT AAG GTA ATT GAT 

ACT TTG ACG TGC GGG TTT GCA GAT TTA ATG GGC TAC ATT CCG CTG GTG GGC GCG CCG CTG GGC GGT GTG GCA AAG GCT CTG GCG CAT GGT GTT CGC 

GTC CTG GAG GAT GGA GTG AAC TAT GCA ACC GGT AAT CTG CCA GGA TGT AGT TTT TCA ATT TTC CTG CTC GCT CTC CTC TCC TGT CTG ACC GTA CCG 

GCG AGT GCC TAA CTG CAG 

 

 

NS3 

 

CTCGAG CATATG TGT ATC ATT ACG TCA TTG ACA GGT CGT GAT AAA AAT CAA GTG GAA GGC GAA GTT CAA ATC GTC TCA ACA GCG GCT CAG ACG TTC 

CTG GCG ACA TGC ATT AAT GGC GTT TGC TGG AGC GTT TAT CAC GGA GCA GGC ACC CGC ACT ATT GCG TCG CCG AAA GGG CCG GTC ATC CAG ATG TAT 

ACC AAC GTT GAC AAG GAT TTG CCATGG CAG GGC TAC AAA GTA CTG GTA CTT AAC CCG TCC GTT GCG GCT ACC CTG GGT TTT GGC GCA TAT ATG TCC 

AAG GCG CAT GGT GTT GAA CCG AAT ATC CGC ACG GGG GTT CGC ACC ATC ACC ACT GGC AGC CCG ATT ACA TAC AGT ACG TAC GGT AAA TTT CTT GCC 

GAT GGT GGG TGC GTCGAC ACG GAT GCG ACC TCA ATC CTC GGC ATT GGG ACT GTG CTG GAC CAA GCG GAA ACG GCT GGC GCC CGC TTA GTG GTC CTG 

GCA ACG GCA ACC CCA CCG GGG TCC GTA ACG GGATCC ATT CCC TTC TAT GGT AAG GCT ATC CCG CTC GAA GCT ATT AAG GGC GGT CGC CAT CTG ATC 

TTT TGC CAC TCG AAA AAG AAA TGT GAT GAA CTC GCC GCG AAA CTG GTT GCC CTG GGT ATT AAC GCC GTA GCG TAC TAT CGC GGC TTA GAC GTC TCA 

GTG ATC CCG ACC AGC GGC GAT GTC GAATTC CCG TAC CTG GTC GCG TAT CAA GCA ACC GTT TGT GCC CGC GCC CAG GCA CCC CCA CCG AGC TGG GAC 

CAA ATG TGG AAA TGT CTG ATT CGC CTG AAG CCC ACT TTA CAT GGC CCA ACC CCG TTG CTG TAT CGC TTA GGG GCC GTG CAG AAT GAA GTC ACC CTC 

ACC CAC CCT GTT ACC AAA TAA CTGCAGAAGCTT 
 

 

NS4b 

 
CTC GAG CAT ATG AGT CAG CAT TTG CCT TAT ATT GAG CAG GGA ATG ATG CTC GCC GAA CAG TTT AAA CAG AAA GCA TTA GGT CTC TTG CAG ACA GCG 

TCG CGT CAG GCG GAA GTG ATC ACT CCC GTT GTC CAG ACG AAT TGG CAG AAA CTT GAA GCG TTT TGG GCG AAA CAC ATG TGG AAC TTC ATC TCC GGT 

ATT CAG TAT TTA GCA GGT CTT AGC ACG CTC CCG GGC AAT CCA GCA ATC GCT TCT CTC ATG GCG TTT ACA GCG GCT GTC ACG TCA CCA CTG ACT ACC 

AGT CAG ACC TTG CTG TTC AAC ATC TTA GGT GGT TGG GTT GCG GCC CAG CTC GCA GCA CCG GGT GCC GCA ACG GCG TTC GTG GGG GCG GGC CTG GCA 

GGT GCG GCT ATC GGA TCC GTG GGG CTG GGC AAA GTG TTA GTC GAC ATT TTA GCT GGT TAT GGC GCC GGT GTG GCG GGT GCC CTG GTG GCC TTC AAA 

ATC ATG TCG GGC GAA ACT CCG TCG ACC GAA GAT CTG GTT AAT CTC CTG CCT GCA ATC TTG AGT CCT GGG GCG TTA GTG GTT GGC GTG GTT TGC GCA 

GCC ATT CTG CGT CGC CAT GTA GGT CCG GGT GAA GGT GCT GTT CAA TGG ATG AAC CGC CTC ATC GCG TTC GCC AGC CGC GGC AAC CAT GTG TCC CCG 

ACC CAT TAC GTT CCT GAA TCG GAC GCG GCT GCC CGC GTA ACG ACG ATC TTA AGC AGC CTG ACG GTG ACT CAG CTG CTG CGT CGT CTG CAC CAG TGG 

ATC TCT TCA GAA TGC ACC ACC CCC TGC TAA CTG CAG 
 

 

NS5a F1 

  

 

CTC GAG CAT ATG TCG GGC TCC TGG CTG CGG GAT ATT TGG GAT TGG ATT TGT GAG GTG CTT AGC GAC TTT AAG ACT TGG CTG AAA GCC AAG CTG ATG 

CCG CAA CTC CCG GGC ATC CCC TTT GTG TCG TGT CAG CGT GGC TAC CGT GGT GTC TGG CGG GGG GAT GGT ATT ATG CAT ACA CGT TGC CAT TGC GGC 

GCG GAA ATT ACG GGT CAT GTG AAG AAC GGT ACG ATG CGC ATT GTG GGC CCG CGC ACG TGC CGT AAT ATG TGG AGC GGC ACA TTT CCA ATT AAC GCA 

TAT ACC ACG GGT CCT TGC ACG CCG TTA CCG GCC CCC AAT TAC AAG TTC GCT CTG TGG CGC GTC TCA GCG GAA GAA TAT GTC GAG ATC CGT CAA GTA 

GGG GAC TTT CAT TAC GTG ACT GGG ATG ACT ACA GAT GAC CTG AAA TGT CCG TGC CAG GTG CCA TCG CCC GAG TTC TTC ACT GAA TTA GAT GGC GTT 

CGC TTG CAC CGT TTT GCG CCC CCG TGT AAA CCC CTG CTG CGT GAA GAA GTG AGC TTC CGT GTG GGC CTG CAC GCG TAT CCG GTC GGC TCG CAG CTG 

CCC TGC GAG CCT GAA CCC GAC GTC ACG GTC GTC ACC AGT ATG CTG ACC GAT CCG TCC CAC ATT ACG GCA GAA GCG GCA GGA CGC CGC CTG GCA CGC 

GGA TCC GAA TTC 

 

 

NS5a F2 

 

 

GGA TCC CCG CCG TCA TTA GCG TCG TCC TCG GCC TCA CAG CTT TCC GCG CCT TCT CTG AAA GCC ACG TGC ACC GCG AAT CAC GAT TCA CCG GAC GCG 

GAG CTG ATT GAA GCT AAC CTG CTG TGG CGT CAG GAA ATG GGC GGA AAC ATT ACC CGG GTA GAG AGC GAG AAC AAA GTC GTA ATC TTG GAC AGC TTC 

GAC CCT CTT GTC GCT GAA GAA GAC GAG CGG GAG ATC AGT GTT CCG GCA GAG ATT CTG CGT AAG CAC CGC CGC TTT GCG CGC GCG CTT CCG GTC TGG 

GCG CGC CCG GAT TAC AAC CCA CCG CTG CTG GAA ACT TGG AAG AAA CCG GAC TAT GAA CCC CCG GTC GTA CAT GGT TGC CCG TTG CCT CCG CCA CAG 

TCG CCG CCG GTG CCC CCC CCT CGC AAA AAA CGC ACC GTT GTT CTG ACG GAG TCA ACC GTA AGT ACC GCG TTG GCC GAA CTT GCC ACG AAA TCT TTT 

GGC TCA CCG AGT ACC TCT GGA GTG ACG GGC GAT AAT GCG ACC ACG CCG TCG GAA CCG GCC TCA AGT GGC TGC CCA CCG GAC AGC GAC GCA GAG TCG 

CAC TCT TCA ATG CCG CCT CTC GAA GGT GAA CCT GGC GAC CCC GAT CTG AGT GAT GGG TCA TGG AGT ACG GTG TCG TCG GGT ACC GGC ACC GAG GAC 

GTC GTT TGC TGC TAA CTG CAG 
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Tabela 2: Sequências de aminoácidos das proteínas (CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2)  

 

PROTEÍNAS 

 

SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS 

  

 

CORE 

LEHMSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSERSQ 

PRGRRQPIPKARRPEGRAWAQPGYPWPLYGNEGCGWAGWLLSPHGSRPSWGPTDPRRRSR 

NLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLVGAPLGGVAKALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIF 

LLALLSCLTVPASA-LQ 

 

 

 

NS3 

 

 

LEHMCIITSLTGRDKNQVEGEVQIVSTAAQTFLATCINGVCWSVYHGAGTRTIASPKGPV 

IQMYTNVDKDLPWQGYKVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGVEPNIRTGVRTITTGSPITY 

STYGKFLADGGCVDTDATSILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVTGSIPFYGKAI 

PLEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVEFPYLVAY 

QATVCARAQAPPPSWDQMWKCLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTLTHPVTK-LQKL 

 

 

 

 

NS4b 

 

 

LEHMSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGLLQTASRQAEVITPVVQTNWQKLEAFWAKHMWN 

FISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTAAVTSPLTTSQTLLFNILGGWVAAQLAAPGAAT 

AFVGAGLAGAAIGSVGLGKVLVDILAGYGAGVAGALVAFKIMSGETPSTEDLVNLLPAIL 

SPGALVVGVVCAAILRRHVGPGEGAVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTTI 

LSSLTVTQLLRRLHQWISSECTTPC-LQ 

 

 

 

NS5a F1 

  

 

LEHMSGSWLRDIWDWICEVLSDFKTWLKAKLMPQLPGIPFVSCQRGYRGVWRGDGIMHTR 

CHCGAEITGHVKNGTMRIVGPRTCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAE 

EYVEIRQVGDFHYVTGMTTDDLKCPCQVPSPEFFTELDGVRLHRFAPPCKPLLREEVSFR 

VGLHAYPVGSQLPCEPEPDVTVVTSMLTDPSHITAEAAGRRLARGSPPSLASSSASQLSA 

 

 

 

NS5a F2 

 

 

PSLKATCTANHDSPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFDPLVAEEDEREI 

SVPAEILRKHRRFARALPVWARPDYNPPLLETWKKPDYEPPVVHGCPLPPPQSPPVPPPR 

KKRTVVLTESTVSTALAELATKSFGSPSTSGVTGDNATTPSEPASSGCPPDSDAESHSSM 

PPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSSGTGTEDVVCC-LQ 
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7.6.2 Digestão do Vetor de Clonagem com Enzimas de Restrição  

 

O gene sintético produzida pelo fornecedor IDT Integrated DNA Technologies 

em plasmídeo de clonagem pSMART (figura 05), foi digerido de acordo a produção 

de cada proteína recombinante. Utilizou-se 1,5µl de cada enzima de restrição 

(Invitrogen TM), 2,5µl do vetor de clonagem pSMART, 2µl tampão das respectivas 

enzimas e completou–se com H2O para um volume final de 20µl, seguida de 

incubação a 37 º C por 1 hora. Posteriormente, o produto foi submetido à 

eletroforese em tampão TBE 1X a 100 V, utilizando agarose na concentração 1.5%, 

para a verificação das respectivas bandas em gel. Em seguidas as bandas obtidas 

da digestão foram purificadas, através do kit Gel Extraction Kit (250) Qiaquick ® 

(QIAGEN ®), conforme as instruções do fabricante. 

 

Figura 5: Mapa do plasmídeo pSMART com várias regiões presentes nele 

Fonte: Disponível em: http://www.snapgene.com 
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7.6.3 Subclonagem em Vetor de Expressão pRSET 

 

Os fragmentos, depois de digeridos e purificados foram ligados ao vetor de 

expressão pRSET (invitrogenTM) (Figura 04). Utilizou-se a proporção 3:1 (fragmento: 

vetor) para ligação em plasmídeo de expressão utilizando a enzima T4-Ligase 

(InvitrogenTM). O volume final de 50 µl foi dividido entre os outros reagentes que 

compõem a reação, foi então incubadas no termociclador a uma temperatura de 16 

ºC por 16 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Mapa do plasmídeo pRSET A com várias regiões presentes nele. 

Fonte: Disponível em: http://www.snapgene.com 
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CEPAS BACTERIANAS 

 

CARACTERISITCAS 

 

FABRICANTE 

   

 

TOP 10 

 

E. coli para ensaios de 

clonagem 

 

Invintrogen 

 

BL21(DE3) pLyss  

 

E. coli para expressão 

proteica 

 

Invintrogen 

PLASMÍDEOS     

 

pSMART 

 

Vetor de clonagem 

 

IDT 

 

pRSET A 

 

 

Vetor de expressão 

 

Invitrogen 

 

Quadro 2: Cepas e plasmídeos utilizados para clonagem e expressão das proteínas recombinante. 

7.6.4 Precipitação por acetato de amônia 

 

Após a incubação de 16 horas a 16 ºC foi transferido o volume final da ligação 

de 50µl que estavam em microtubos de PCR para microtubos de 1,5mL. Foram 

adicionados 10% do volume final da ligação de acetato de amônia 7,5 M, 2,5µl de 

glicogênio (1µl para cada 20µl de solução) e foi bem homogeneizado. Após essa 

etapa adicionou-se 125µl de álcool 100% (2,5 x o volume final da solução) e 

incubou-se por 60 minutos a -20 ºC. Em seguida centrifugou-se por 40 minutos na 

potência máxima (16.400 rpm), após a centrifugação eliminou-se o álcool por 

inversão. Adicionou-se 100µl de álcool a 70% previamente gelado e centrifugou-se 

por 5 minutos na potência máxima. Depois de feita essa etapa o álcool foi eliminado 
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por inversão e deixou-se secar no fluxo laminar por 15 minutos e o pellet foi 

ressuspendido em 2,5µl de H2O mili-Q. 

7.6.5 Preparação de Célula Competente para a Inserção do Plasmídeo 

Recombinante - Transformação em Top 10 

 

Antes da realização da transformação, foi preparada a célula quimicamente 

competente de E.  coli TOP 10 (Invitrogen TM), sendo esta utilizada na primeira 

transformação, a outra foi realizada na E. coli, cepa BL21(DE3) pLysS (Invitrogen TM) 

Para o preparo de E.  coli, cepa TOP 10 e BL21(DE3) pLysS (Invitrogen TM), 

quimicamente competente, utilizou-se o protocolo fornecido pelo grupo de Pesquisa 

em Biotecnologia da Universidade Federal do Amazonas. Resumidamente, as 

bactérias foram incubadas em 300 ml de LB líquido até atingir D.O de 0.5 e, 

posteriormente, centrifugadas a 4.000 rpm, por 10 minutos, a 4ºC e o “pellet” foi  

ressuspendido sucessivas vezes em tampão glicerol 10%.  

Do produto resultante da ligação e precipitação (fragmento dos genes das 

proteínas do HCV+ pRSET) foi retirado 1µl e colocado em criotubo contendo 50µl de 

bactérias competentes da espécie Escherichia coli, linhagem TOP 10, em seguida 

incubada por cinco minutos em gelo.  Posteriormente, colocou-se o conteúdo em 

cubeta de eletroporação para o choque térmico a 1.900 V no eletroporador. Em 

seguida adicionou-se ao conteúdo 450 µl de LB + (glicose 0,4% e MgCl2 20 mM 

final) e foram submetidas a crescimento por 1 hora a 37°C, sob agitação constante. 
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7.6.6 Crescimento e Seleção das Colônias 

 

Após o crescimento, as bactérias transformadas foram semeadas em placas 

de Petri com meio LB-ágar contendo 100µg/mL de ampicilina.  Logo, as placas 

foram incubadas a 37°C por um período de 12 horas. As colônias transformantes, 

que apresentaram resistência a ampicilina, foram escolhidas aleatoriamente, 

repicadas organizadamente em uma segunda placa de LB Agar, com ampicilina e 

mantidas a 37 ºC por 16 h. 

 

7.6.7 Extração Plasmidial e Digestão para Confirmação da Orientação do 

Inserto 

 

No dia seguinte, as colônias foram cultivadas em 3 ml de meio LB líquido 

contendo ampicilina, a 37 º C, por 16 horas. Posteriormente realizou-se um Miniprep 

das colônias, utilizando o kit Qiaprep spin (QIAGEN), conforme as recomendações 

do fabricante.  

A orientação do inserto foi verificada por digestão. Utilizou-se 1,5µl de cada 

enzima de restrição (Invitrogen TM), 2,5µl do fragmento ligado ao vetor de clonagem 

pRSET A, 2µl do tampão das respectivas enzimas e completou–se com H2O para 

um volume final de 20µl, seguida de incubação a 37 º C por 1 hora. Posteriormente, 

o produto foi submetido à eletroforese em tampão TBE 1X a 100 V, utilizando 

agarose na concentração 1.5%, para a verificação das respectivas bandas em gel. 
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7.6.8 Sequenciamento 

 

Para o conhecimento da sequência de bases nitrogenadas correspondente ao 

gene em questão, realizou-se o sequenciamento das amostras (plasmídeo com o 

inserto das respectivas proteínas) em parceria com a Plataforma de 

Sequenciamento da Fundação Oswald Cruz / AM.  Para esta reação, utilizou-se o 

oligo universal T7 senso e anti-senso em um analisador genético Abi 3100 (Applied 

Biosystems). Posteriormente, realizou-se a análise do sequenciamento por 

Bioinformática utilizando as ferramentas disponíveis online Translate tool (Expasy) e 

BLASTp (NCBI). 

 

7.6.9 Transformação de Células Eletrocompetentes (E. coli BL21(DE3) 

pLysS). 

 

Após a confirmação do inserto no plasmídeo de expressão, através da 

digestão com as respectivas enzimas de restrição e sequenciamento, realizou -se a 

inserção do plasmídeo em célula competente BL21. Para a inserção do plasmídeo 

de expressão recombinante, em célula bacteriana E. coli BL21 (DE3) pLysS 

quimicamente competente, utilizou-se o mesmo método de transformação por 

eletroporação e cultivo em LB ágar, porém desta vez foram utilizados os antibióticos 

ampicilina  (100µg/mL)  e clorofenicol (34µg/mL)  para o  crescimento  bacteriano  

em  placas foram  . Por conseguinte, as colônias que apresentaram resistência a 

ampicilina e clorofenicol foram selecionadas por possuírem o plasmídeo com inserto 

e transformadas. 
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7.6.10 Cultivo e Indução das Proteínas do HCV 

 

As colônias transformadas foram cultivadas em 3 ml de LB contendo os 

seguintes antibióticos, ampicilina (100µl/mL) e clorofenicol (34µl/mL) por 16 horas a 

37 °C sob agitação constante. Após o crescimento das colônias, foram adicionados 

1,5mL deste pré-inóculo em 500 mL de meio LB contendo os respectivos 

antibióticos.  Posteriormente, o conteúdo foi incubado a 37°C sob agitação constante 

até atingir uma absorbância de A600= 0.6 D.O. A esse crescido foi adicionado 

reagente indutor IPTG na concentração final de 1mM. O conteúdo foi incubado a 37 

ºC sob agitação constante, por três horas e centrifugado a 4.000 rpm, por 15 

minutos, a 4 ºC. 

 

 7.6.11 Análise da Expressão das Proteínas 

 

Para a análise da expressão das proteínas recombinantes (CORE; NS3; NS4; 

NS5), utilizou-se a técnica de eletroforese em gel poliacrilamida-SDS-PAGE 15% 

SDS-(running gel) e 5% (stacking gel), na presença da solução 

acrilamida/bisacrilamida 30%, Tris 1M pH 8.8, persulfato de amônia a 10% (APS); 

dodecil sulfato de sódio (SDS) 10% e 6µl de Temed e água miliQ para um volume 

final de aproximadamente 15ml. As proteínas foram aplicadas no gel com tampão de 

corrida (Tris 0,01M, pH 6,8; SDS 10%, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,06% e 

DTT a 4%) e em seguida denaturadas por aquecimento á 95°C por 10 minutos.  A 

eletroforese foi realizada sob corrente constante de 100 V até a coloração do azul de 

bromofenol alcance a extremidade inferior do gel. Após corrida em gel de 
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poliacrilamida, fixou-se a proteína em solução corante contendo azul de Coomassie 

(coomassie blue 0,2%), ácido acético glacial 7%, etanol 40%, diluídos em H2O 

destilada, que além de fixá-las, mantém as proteínas desnaturadas.  Uma vez 

coradas, foram submetidas à descoloração, utilizando os mesmos reagentes citados 

acima, exceto o Coomassie, para visualização e análise de proteínas. 

 

7.6.12 Purificação das Proteínas Recombinantes 

 

A proteína foi purificada pela técnica denominada Cromatografia de Afinidade 

com Metal Imobilizado (IMAC). Neste estudo, utilizou-se a coluna de purificação 

contendo íons Ni2+ (Qiagen®) em afinidade a cauda de Histidina inserida na 

proteína. As retenções das proteínas do HCV foram testadas em várias 

concentrações de imidazol, em duplicata. Para a realização da purificação das 

proteínas recombinantes, a cultura do induzido, foi centrifugada a 4000 rpm por 15 

minutos a 4°C.  O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em tampão 

de lise contendo, 20mM Tris pH8. 0, 500Mm NaCl, 1Mm de PMSF e glicerol a 10%. 

Em seguida, foram submetidas ao processo de lise celular por sonicação. O produto 

da sonicação foi centrifugado por 15 min a 14000 rpm e o sobrenadante recuperado. 

A coluna de purificação contendo íons Ni2+ foi previamente lavada com H2O e 

tampão de lise.  Posteriormente, foi adicionado o sobrenadante lisado, contendo a 

proteína (de 1 em 1 ml). Em seguida foram realizadas lavagem para verificar a 

retenção das proteínas HCV na coluna, seguindo as seguintes concentrações de 

Imidazol 20Mm; 40Mm; 60Mm; 80Mm. O tampão de eluição com imidazol foi 

adicionada sempre de duas vezes de 500 µl, nas seguintes concentrações: 200Mm, 
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300Mm, 400Mm e 500Mm de Imidazol sendo separadas em alíquota E1 e E2.  

Todas as alíquotas foram armazenadas a -20°C. O monitoramento deste processo 

foi realizado através de eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE 15%. As 

proteínas foram quantificadas utilizando o método de Bradford (Bio-Rad®) e 

densidade óptica por espectrofotômetro. E seguida, todas as eleições das proteínas 

que foram visualizadas no gel SDS-PAGE e quantificadas, foram submetidas à 

diálise em membranas de 0,2mm, para retirada do excesso do imidazol e dos outros 

reagentes.  

Para a purificações em condições denaturadas, aos mesmos tampões 

descritos no parágrafo acima foram adicionados 8 M de ureia e 0,01% de Beta-

mercaptoetanol em pH 8.0. O processo de lavagem da coluna foi realizado mediante 

alteração do pH do mesmo tampão para 6.3, até não ser observada mais proteínas 

em corante vermelho de Ponceau. A eluição foi realizada neste tampão em pH 4.5.  

7.6.13 Western blot 

 

A detecção da presença da cauda de polihistidina nos antígenos 

recombinantes foi realizada pela técnica de “immunoblot”(TOWBIN et al., 1979). 

Para isso, as proteínas foram separadas por eletroforese SDS-PAGE 15% e 

transferidas por eletroforese para membrana de PVDF, ambos embebidos em 

tampão 0,025 M Tris, 0,192 M glicina, pH 8.5, e metanol 20%.  

O sistema foi colocado em uma cuba especifica para eletrotransferência 

(Semidry system, Bio-rad, Hercules, USA) sendo submetido á uma voltagem 

constate de 12 Volts durante 65 minutos. Após ser retirada do sistema, a membrana 

foi mantida no mesmo tampão de transferência descrito, até o momento da 
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revelação. Posteriormente, realizou-se a revelação utilizando kit comercial Western 

breeze (Invitrogen TM), seguindo as recomendações do fabricante. 

Os “immunoblot” (figura 14) feitos para reconhecimento das proteínas pelos 

anticorpos do soros de pacientes com HCV, foram usados como anticorpo primário 

um pool de 10 soros HCV+ e pool de 10 soros controles negativos para HCV na 

diluição de 1:500. Como secundário foi utilizado anti-IgG humano biotinilado, 

posteriormente adicionado streptavidina para a revelação com o substrato. 
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8. Analise de bioinformática 

 

As sequencias dos aminoácidos foram analisadas e traduzidas utilizando o 

programa Expasy Protparam, como mostrado no quadro 03. A tabela 03 mostra a 

sequência de aa das proteínas recombinantes. O quadro 03 demonstra o número 

de aa, potencial isoelétrico, o peso molecular, a estabilidade e o tempo médio de 

vida em E. coli de cada proteína. 

Tabela 3: sequência de aminoácidos das proteínas recombinantes expressas em E. coli 

 

PROTEÍNAS 

 

SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS 

  

 

CORE+pRSET A 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSLEHMMSTNPKPQRKTKRNTNRRPQ 

DVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSERSQPRGRRQPIPKARRPEGRAWAQPG 

YPWPLYGNEGCGWAGWLLSPHGSRPSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLV 

GAPLGGVAKALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASA 

 

 

NS3+pRSET A 

 

 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSLEHMCIITSLTGRDKNQVEGEVQI 

VSTAAQTFLATCINGVCWSVYHGAGTRTIASPKGPVIQMYTNVDKDLPWQGYKVLVLNPS 

VAATLGFGAYMSKAHGVEPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCVDTDATSILGIG 

TVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVTGSIPFYGKAIPLEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELA 

AKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVEFPYLVAYQATVCARAQAPPPSWDQMWKCLIR 

LKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTLTHPVTK 

 

 

 

NS4b+pRSET A 

 

 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSLEHMSQHLPYIEQGMMLAEQFKQK 

ALGLLQTASRQAEVITPVVQTNWQKLEAFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLM 

AFTAAVTSPLTTSQTLLFNILGGWVAAQLAAPGAATAFVGAGLAGAAIGSVGLGKVLVDI 

LAGYGAGVAGALVAFKIMSGETPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAAILRRHVGPGEG 

AVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTTILSSLTVTQLLRRLHQWISSECTTP 

C 

 

 

NS5aF1+pRSET A 

  

 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSLEHMSGSWLRDIWDWICEVLSDFK 

TWLKAKLMPQLPGIPFVSCQRGYRGVWRGDGIMHTRCHCGAEITGHVKNGTMRIVGPRTC 

RNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEIRQVGDFHYVTGMTTDDLKC 

PCQVPSPEFFTELDGVRLHRFAPPCKPLLREEVSFRVGLHAYPVGSQLPCEPEPDVTVVT 

SMLTDPSHITAEAAGRRLARGSEFEA 

 

 

NS5aF2+pRSET A 

 

 

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSPPSLASSSASQLSAPSLKATCTAN 

HDSPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVILDSFDPLVAEEDEREISVPAEILRKH 

RRFARALPVWARPDYNPPLLETWKKPDYEPPVVHGCPLPPPQSPPVPPPRKKRTVVLTES 

TVSTALAELATKSFGSPSTSGVTGDNATTPSEPASSGCPPDSDAESHSSMPPLEGEPGDP 

DLSDGSWSTVSSGTGTEDVVCC 
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 Número 

de AA 

pI kDa Estabilidade Tempo de 

vida em 

E.coli 

GRAVY 

CORE 231aa 10.62 25 kDA Instável >10 horas -0.664 

Ns5a F1 266aa 6.52 30 kDA Estável >10 horas -0438 

Ns5a F2 262aa 4.88 28 kDA Instável >10 horas -0.671 

Ns4b 301aa 6.89 31 kDA instável >10 horas 0.211 

Ns3 330aa 8.35 35 kDA Estável >10 horas -0.054 

 

Quadro 3 – Quadro das análises de bioinformática das sequência de aminoácidos das proteínas 

recombinantes 

 

8.1 Clonagem dos genes sintéticos 

 

Os genes sintéticos das proteínas (CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2) 

produzidos em plasmídeo de clonagem pSMART, foram digeridos pelas suas 

enzimas de restrição, de acordo com a produção de cada proteína recombinante 

desenhada, para verificar a presença dos genes inseridos do vetor de clonagem e o 

tamanho de cada inserto. Como demonstra as figuras 07 e 08, foi observado que 

correspondiam ao tamanho esperado de cada gene, assim como seus respectivos 

sítios de clonagens. Os poços 1 a 4 (figura 07) representam os plasmídeos de 

clonagem pSMART com a presença dos fragmentos das proteínas recombinantes 

CORE, NS3, NS4b e NS5a F2 sem digestão pelas enzimas de restrição. O poço 5 

representa a digestão das enzimas de restrição XhoI/PstI do pSMART com a 

presença do fragmento de 594 pb do gene da proteína recombinante da proteína 

CORE. O poço 6 representa a digestão das enzimas de restrição XhoI/PstI do 

pSMART com a presença do fragmento de 897 pb do gene da proteína 

recombinante da proteína NS3. O poço 7 representa a digestão das enzimas de 

restrição XhoI/PstI do pSMART com a presença do fragmento de 804 pb do gene da 

proteína recombinante da proteína NS4b. O poço 7 representa a digestão das 
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enzimas de restrição BamHI/PstI do pSMART com a presença do fragmento de 

692pb do gene da proteína recombinante da proteína NS5a F2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Digestão dos plasmídeos de clonagem pSMART e a presença dos 

fragmentos CORE, NS3, NS4b e NS5a F2 na altura esperada. 

 

Como demonstrado na figura 8, foram feitas a digestão dos insertos da 

proteína NS5a fragmento 1, pelas enzimas de restrição específica XhoI/EcoRI e as 

bandas dos genes sintéticos obtidas. Os poços 1 a 2 representam os plasmídeos de 

clonagem pSMART digeridos pelas enzimas de restrição XhoI/EcoRI, liberando os 

fragmentos de ~678 pb das proteínas recombinante NS5a F1. 

 

  

  

5 6 7 8 4 3 2 1 
(ladder) 

   50pb 

pSMART ~2025pb 

NS3 ~897pb 

NS4b ~804pb 

NS5a F2 ~692pb 

CORE ~594pb 
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Figura 8: Digestão do plasmídeo de clonagem pSMART e a presença do fragmento 

NS5a F1 na altura esperada.  

 

 

8.2 Subclonagem dos genes sintéticos em vetor de expressão pRSET A 

 

Após a clonagem dos genes sintéticos foi feita a digestão e purificação dos 

mesmos, assim como do vetor de expressão pRSET A e ligação dos insertos ao 

vetor de expressão, transformados em células hospedeiras E. coli TOP10 para 

realização da subclonagem como, descrito anteriormente em material e métodos. 

Posteriormente à subclonagem foi realizada a extração plasmidial das colônias 

transformantes, e em seguida a digestão do vetor de expressão pRESET A, visando 

  

2 1 
(ladder) 

   50pb 

pSMART ~2025pb 

NS5a F1 ~678pb 
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confirmar que os genes recombinantes de interesse foram ligados corretamente. 

Pode-se observar na figura 09 e 10 a confirmação da ligação correta dos genes 

recombinantes ao vetor de expressão. Os poços de 1 a 4 (fig. 9) apresentam o vetor 

de expressão ligados as proteínas recombinantes (CORE, NS3, NS4b e NS5a F2), 

intactos sem digestão. O poço 5 apresenta a digestão do vetor de expressão com as 

enzimas XhoI/PstI liberando o fragmento de ~594 pb, confirmando a ligação do gene 

recombinante da proteína CORE ao vetor de expressão pRSET A. O poço 6 

apresenta a digestão do vetor de expressão com as enzimas XhoI/PstI liberando o 

fragmento de ~897 pb, confirmando a ligação do gene recombinante da proteína 

NS3 ao vetor de expressão pRSET A. O poço 7 apresenta a digestão do vetor de 

expressão com as enzimas XhoI/PstI liberando o fragmento de ~804 pb, 

confirmando a ligação do gene recombinante da proteína NS4b ao vetor de 

expressão pRSET A. O poço 8 apresenta a digestão do vetor de expressão com as 

enzimas BamHI/PstI liberando o fragmento de ~692 pb, confirmando a ligação do 

gene recombinante da proteína NS5a F2 ao vetor de expressão pRSET A. 

Na figura 10, os poços 1 e 2 confirmam a liberação de um fragmento ~678 pb 

e ligação do gene recombinante NS5a F1 ao vetor de expressão pRSET A. O poço 3 

mostra o vetor de expressão pRSET A intacto sem digestão. 
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Figura 9: Confirmação da ligação correta dos genes recombinantes CORE, NS3, 

NS4b e NS5a F2 ao vetor de expressão pRSET A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Confirmação da ligação correta do gene recombinante NS5a F1 ao vetor 

de expressão pRSET A. 

 

  

1 2 

pRSET 

~2897pb 

NS5aF1 
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5 6 7 8 4 3 2 1 (ladder) 

   50pb 

pRSET ~2897pb 

NS3 ~897pb 

NS4b ~804pb 
NS5a F2 ~692pb 

CORE ~594pb 
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8.3 Análise do sequenciamento 

 

Os genes confirmados pela digestão foram analisados pela plataforma de 

sequenciamento do Instituto Leônidas e Maria Deane (FIOCRUZ – AM), onde foram 

utilizados prêmios senso e anti-senso da região promotora T7 presente no vetor de 

expressão pRSET A. Os resultados do sequenciamento foram traduzidos e 

verificados no BLASTp para comprovar a presença do inserto no vetor de 

expressão. Na tabela 04 apresentam-se os resultados da tradução do 

sequenciamento de DNA dos genes das proteínas recombinantes. Os 

sequenciamentos foram analisados no programa Eletropherogram quality analysis, 

disponível no site da EMBRAPA. 

Tabela 4: Tradução dos sequenciamentos de DNA das proteínas recombinantes 

CORE 

HHHHHHXMTNMTXAQHMXPHLYNHHHNDLWGSELEHMMSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVK 

FPGGGQIVRGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSERSQPRARRQPIPKAPRPKGRAWAQLGYSW 

PFYGNEGCEWAGLVACPPTNPGQLGAKKPRPSQPTPGKGIKI 
 

NS3 

HHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSELEHMCIITSLTGRDKNQVEGEVQIVST 

AAQTFLATCINGVCWSVYHGAGTRTIASPKGRSSRCIPTLTRICHGRATKYWYLTRPLRL 

PWGFWRIYVQGAWC 
 

NS4b 

HHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSELEHMSQHLPYIEQGMMLAEQFXQKALG 

LLQTASRHAEVITPVVQTNWHKLEAFWANTCGTSSPVFSIYTA 
 

NS5 F1 

HHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSELEHMSGSWLRDIWDWICEVLSDFKTWL 

KAKLMPQLPGIPFVSCQRGYRGVWRGDGIMHTRCHCGAEITVHVKNGTMRIVGPRTCRNM 
 

NS5 F2 

HHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWGSPPSLASSSASQLSAPSLKATCTANHD 

SPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKVVIWDSFDPPVAEEDEREISVPAEILLSTAA 

LRGRFRLGAPEYNPPLLETGKNRIITPGLMGG 
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8.4 Análise da Expressão das Proteínas 

8.4.1 Purificação da porção solúvel do extrato bacteriano 

 

Na figura 11 demonstra-se o SDS–PAGE das proteínas recombinantes 

recuperadas da porção solúvel do extrato bacteriano, purificadas por cromatografia 

de afinidade em coluna com resina de níquel e coradas com nitrato de prata. Nos 

poços de 1 a 5 podemos observar as proteínas CORE, NS3, NS4b,NS5a F1 e NS5a 

F2, com seus respectivos pesos moleculares (~25 kDA, ~35 kDA, ~31 kDA, ~30 

kDA, ~28 kDA), respectivamente. Observou-se uma diferença no peso molecular da 

proteína NS5a F2, que está descrita com peso de ~35 kDA. Também foi possível 

detectar que estas proteínas apresentaram clivagens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Gel SDS – PAGE 15% da purificação do sobrenadante do extrato 

bacteriano das proteínas CORE, NS3, NS4b e NS5a F1/F2 coradas com nitrato de 

prata.  
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8.4.2 Purificação da porção insolúvel do extrato bacteriano 

 

 O gel SDS – PAGE corado com comassie brilhante (figura 12), demonstra a 

recuperação das proteínas recombinantes da porção insolúvel do extrato bacteriano 

em uma concentração maior, quando comparadas a recuperação da porção solúvel.  

Observou-se uma alta concentração das proteínas. Nos poços de 1 a 5 podemos 

observar as proteínas CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2, com seus 

respectivos pesos moleculares (~25 kDA, ~35 kDA, ~31 kDA, ~30 kDA, ~28 kDA), 

respectivamente. 

Podemos observa que principalmente nas proteínas CORE, NS3 e NS4b 

ainda apresentaram resíduos acima do seu peso molecular, necessitando assim de 

mais purificações para se obter somente as bandas desejadas (proteínas do HCV). 

As proteínas NS5a F1 e F2 apresentaram uma menor concentração em relação as 

demais proteínas recuperadas do “pellet” do extrato bacteriano, porém 

demonstraram um grau de pureza maior. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: SDS – PAGE 15% da purificação das proteínas CORE, NS4b e NS5a 

F1/F2 da porção solúvel do extrato bacteriano corados por comassie brilhante.  
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8.4.3 Western blot das porções solúvel e insolúvel do extrato bacteriano 

 

A figura 13 apresenta o western blot das proteínas recombinantes expressas 

em E.coli BL21 (DE3) pLysS das porções, solúvel e insolúvel do extrato bacteriano. 

Observamos que todas as proteínas foram expressas em ambas as porções. Os 

poços de 1 a 5 representam as proteínas CORE, NS3,NS4b e NS5a F1/F2 

recuperadas da porção solúvel. Os poços de 6 a 10 representam as proteínas 

CORE, NS3, NS4b e NS5a F1/F2 recuperadas da porção insolúvel. O nome de cada 

proteína indica o local e massa molecular no qual cada uma delas se apresentou. 

Foi observado também, assim como nos géis SDS–PAGE anteriores (figura 11 e 12) 

que as proteínas do CORE, NS3 e NS4, são expressas em maior concentração na 

porção solúvel do extrato bacteriano. As proteínas NS5a F1/F2 são expressas em 

boa concentração em ambas as porções. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Western blot das proteínas recombinantes CORE, NS3, NS4b e NS5a 

F1/F2 das porções solúvel e insolúvel do extrato bacteriano. 
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8.4.4 Immunoblot das proteínas recombinantes 

 

Os resultados do immunoblot utilizando pool de 10 soros positivos (figura 14a) 

e pool de 10 soros negativos para HCV (figura 14b), demonstraram que as proteínas 

recombinantes CORE e NS5a F2, porção C-terminal na sua forma linear, foram 

reconhecidas por anticorpos presentes nos soros do pacientes HCV+. O mesmo não 

foi observado pelos soros controles, a qual não houve reatividade para nenhuma das 

proteínas analisadas. Os poços de 1 a 5 das figuras 14a e 14b representam as 

proteínas CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2 respectivamente. Por outro lado, 

foi observado que não houve reatividade para as proteínas NS3, NS4b e NS5a F1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: A – immunoblot das proteínas CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2 

utilizando pool de soros HCV +. B – immunoblot das proteínas CORE, NS3, NS4b, 

NS5a F1 e NS5a F2 utilizando pool de soros de pacientes negativo para HCV. 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 ladder 

 

1 2 3 4 5 ladder 

A B 



60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 



61 

 

8.5 Discussão 

 

O vírus da hepatite C apresenta genoma viral com polaridade positiva 

composta por 9.600 nucleotídeos, que traduz uma poliproteína com 3 mil aminoácido 

CHOO et al., 1988) que codifica a fração N-terminal das proteínas estruturais CORE, 

E1/E2 e proteína P7, enquanto que as proteínas não estruturais NS2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A e NS5B são codificadas em outra parte do genoma (CHOO et al., 

1988; SHUKLA et al., 1995). 

As proteínas estruturais e não estruturais do HCV são as responsáveis pela a 

entrada do vírus nos hepatócitos e pela tradução durante a replicação do genoma 

viral. Além disso, essas proteínas estão envolvidas na progressão da doença para 

fase crônica, suprimindo uma resposta virológica sustentada do perfil TH1 que 

poderia levar ao clearence viral (EGGER et al., 2002; BYRNES et al., 2007; 

DAVTYAN et al., 2013). 

A proteína do CORE apresenta interações com diversas proteínas celulares, 

comprometendo varias funções das células hospedeiras como no processo de 

apoptose, na transcrição gênica, nas vias de sinalização celular, além do 

metabolismo dos lipídeos (TELLINGHUISEN; RICE, 2002; FOKA et al., 2014). As 

proteínas não estruturais 2 e 3 apresentam a função de clivagem de todas as 

proteínas não estruturais, com atividade de helicase e NTPase durante a replicação 

(GRAKOUIT et al., 1993; PENIN, FRAÇOIS et al., 2004; APPEL et al., 2007). A 

proteína NS4A apresenta a função de atuar como co-fator da proteína NS3 e 

participa da hiperfosforilação da proteína NS5A. A proteína NS4B é uma proteína 

integral de membrana apresentando um importante papel na formação do complexo 

de replicação viral, tendo como função de atuar como estrutura de fixação na 

membrana do reticulo endoplasmático, agir como fator de inibição da atividade 
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antiviral de IFN-α, além de ter uma importância chave, pois promove a síntese de 

novos genomas de RNA do vírus da Hepatite C, atuando com sua função de RNA 

polimerase (SCHMIDT-MENDE et al., 2001; EGGER et al., 2002; FRANCESCO; 

MIGLIACCIO, 2005). 

As proteínas do vírus da hepatite C são reconhecidas pelos receptores de 

reconhecimento padrão, ativando principalmente a via de transcrição de citocinas 

pro-inflamatórias e via da citocina antiviral, como o interferon. Porém, apesar do 

papel crucial desses receptores, estudos recentes “in vitro” tem demonstrado que as 

proteínas NS3A, NS4A e NS5A agem bloqueando e inibindo a produção se IFN-β 

pelos hepatócitos e células imunes, bem como, a proteína do CORE do HCV inibe 

diretamente o fator regulador 3 e o fator de transcrição NF-кB que estão diretamente 

relacionados com a produção de interferon (LIN et al., 2006; MACHIDA et al., 2006; 

SATO et al., 2007). 

No presente trabalho o objetivo principal foi produzir, expressar e purificar as 

proteínas recombinantes CORE, NS3, NS4b e NS5a do vírus da Hepatite C, 

otimizadas para E. coli. As proteínas foram expressas a partir de genes sintéticos 

desenhados para ligação em pRSET A e otimizados para expressão hospedeiro E. 

coli. O gene recombinante da proteína NS3, como relatado na metodologia teve sua 

seqüência gênica reduzida a regiões reconhecidas por tipos e subtipos de antígenos 

leucocitários humanos (HLA). Esta modificação se deu pelo fato da grande extensão 

proteica da NS3 (apresentando 631aa).  

Os genes sintéticos foram subclonados em vetor pRSET A utilizando as 

enzimas de restrição mencionadas anteriormente (Quadro 01) como confirmado no 

sequenciamento de DNA (tabela 04). As bactérias E.coli (DE3) pLysS foram 

transformadas com os plasmídeos e foi possível analisar a expressão 
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citoplasmáticas das proteínas recombinantes. Também foi possível observar que 

todas as proteínas poderiam ser recuperadas da porção solúvel e insolúvel do lisado 

bacteriano (figura 14). Contudo, ao realizarmos os ensaios de purificação das 

proteínas, houve dificuldade na recuperação de algumas proteínas no sobrenadante 

nativo, do extrato bacteriano. As proteínas CORE, NS3 e NS4 apresentaram uma 

melhor recuperação no “pellet” tratados com uréia e β-mercaptoetanol. As proteínas 

NS5a fragmento 1 e fragmento 2 foram recuperadas em ambas as porções.  

Dipti, Jain, & Navin (2006) expressaram em hospedeiro E. coli uma nova 

proteína recombinante, utilizando epítopos das proteínas do CORE, NS3, NS4I, 

NS4II e NS5, usados nos kits de terceira geração e adicionaram o epítopo da 

proteína CORE 3g, que havia sido encontrado na Índia. Estes autores produziram 

uma quimera com todos os 6 epítopos das proteínas, afim de avaliar o 

reconhecimento de anticorpos contra as proteínas do HCV. Os epítopos unidos 

foram expressos em E. coli e a proteína do sobrenadante do extrato bacteriano foi 

purificada por Ni-NTA. A proteína produzida neste estudo apresentou no western 

blot uma elevada sensibilidade e especificidade, para os anticorpos presentes no 

soro de pacientes positivos para HCV. 

Mihailova et al., (2006) utilizaram como vetores de expressão das proteínas, 

os plasmídeos pQE-60 e pQE-30, que apresentam no seu genoma sequências para 

expressão da cauda de histidina e promotor T5 e utilizam E. coli. As proteínas 

produzidas no trabalho em questão foram as, CORE (1-98 aa), NS3 (202-482 aa) e 

um tetrâmero da porção da região hipervariável da proteína estrutural E2. As 

proteínas produzidas no presente trabalho foram purificadas em Ni-NTA a partir do 

sobrenadante do extrato bacteriano. As proteínas recombinantes expressas e 

purificadas foram utilizadas para imunização em camundongos, e foi possível 
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observar que todas as 3 proteínas foram capazes induzir uma elevada taxa de 

anticorpos,  quando testadas contra os soros dos camundongos, através do método   

ELISA direto. A elevada imunogenicidade observada neste estudo mostrou que os 

fragmentos produzidos, das proteínas recombinantes, podem ser candidatas a 

inclusão na produção de vacinas. 

Os dados apresentados (quadro 03) demonstram o índice de hidrofobicidade 

médio (GRAVY) das proteínas recombinantes, que quanto mais negativo o resultado 

do GRAVY, mais a proteína é hidrofílica, e quanto mais positivo o resultado mais 

hidrofóbica será a proteína (KYTE; DOOLITTLE, 1982). Em nosso estudo foi 

possível observar que apenas a proteína NS4b das cinco proteínas recombinantes 

produzidas apresentou hidrofobicidade, pelo cálculo do GRAVY, mas isso não foi 

observado pois a melhor recuperação de todas as proteínas expressas foi na porção 

insolúvel do extrato bacteriano. Podemos sugerir que esse fato de maior 

hidrofobicidade ocorra devido a uma indução para que as E. coli BL21 (DE3) pLysS 

produzam uma elevada taxa de expressão das proteínas recombinantes, levando 

essas células ao estresse, fazendo com que formem agregados das proteínas  

expressas, formando os corpúsculos de inclusão (VILLAVERDE; CARRIÓ, 2003). 

Acredita-se que as formações desses agregados das proteínas recombinantes 

expressas elevam a taxa de hidrofobicidade, justificando a sua melhor recuperação 

na porção insolúvel do extrato bacteriano.  

 Back e colaboradores (2000) ao produzirem as proteínas NS3 (aa 1027 – 

1214) e NS4 (aa 1658 – 1710) em E. coli (DE3) pLysS demonstraram que somente a 

NS4 apresentou elevada taxa de aminoácidos hidrofóbicos, levando a proteína ser 

insolúvel. Estes autores sugeriram que esta seria a razão existe da dificuldade de 

recuperar a proteína NS4 da porção solúvel do extrato bacteriano, assim como 
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observado em nossos estudos. Back e colaboradores (2000) relataram um método 

para tornar a proteína NS4 solúvel, ligando-a a uma maltose, obtendo assim 

melhores resultados.  

Baghbani-arani e colaboradores (2012) observaram em seu estudo, onde 

expressaram um fragmento da proteína CORE do vírus da Hepatite C subclonados 

em vetor pET-24a em vários tipos de E.coli, que a purificação da porção solúvel do 

lisado bacteriano não seria eficaz apresentando baixa concentração da proteína, que 

a maior parte da proteína expressa estava sob a forma de corpúsculo de inclusão 

sendo recuperadas no “pellet” do lisado bacteriano. 

Observamos que as proteínas tanto da porção solúvel, quanto da insolúvel 

apresentaram clivagens, gerando proteínas de massa moleculares menores do que 

o tamanho esperado. Acredita-se que este fato ocorra devido às proteases 

presentes na célula de expressão E. coli BL21 (DE3) pLysS que reconhecem sítios 

de clivagem nas proteínas expressas. Uma alternativa seria o uso durante a indução 

da expressão das proteínas do antibiótico rifampicina, que apresenta a ação de inibir 

a RNA polimerase da célula de expressão E.coli (DE3) pLysS, fazendo com que 

somente a T7 RNA polimerase seja expressa, levando à proteína recombinante de 

interesse (WEHRLI; STAEHELIN, 1971). Estudo feito por Kalamvoki e colaboradores 

(2002), relatou que a expressão em E.coli da proteína recombinante NS5a da porção 

C-terminal, apresentou múltiplas bandas da proteína expressa, corroborando com 

que foi observado em nosso trabalho. 

As proteínas recuperadas do extrato bacteriano foram utilizadas para diversos 

ensaios de ELISA (dados não mostrados) e foi observada uma alta reatividade 

cruzada, quando utilizados os soros controles (não reativos para HCV). Porém, esta 

reatividade não foi observada nos ensaios por western blot.  Provavelmente, este 
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fato ocorra porque as proteínas quando utilizadas para os ensaios imunoenzimáticos 

estão na sua forma nativa enovelada, podendo apresentar epítopos 

conformacionais, enquanto que nos ensaios de western blot as proteínas são 

denaturadas, e utilizadas na sua forma linear, por esse motivo acredita-se que os 

epítopos formados na proteína nativa reconhecidos pelos anticorpos dos indivíduos 

controles negativos para HCV pelo método de ELISA, não são reconhecidos pelos 

mesmos anticorpos quando a proteína apresenta-se na forma linearizada, visto que 

os mesmo soros foram usados para ambas às técnicas.  

Nos ensaios de western blot foram utilizados pool de soros de pacientes 

positivos para HCV e observou-se uma alta reatividade de anticorpos contra as 

proteínas do CORE e NS5a F2 (porção C-terminal), o mesmo não foi observado 

para as proteínas NS4b, NS3 e NS5a F1 (porção N-terminal). Estes dados 

corroboram os de SILLANPÄÄ et al., (2009) que demonstraram que de 9 proteínas 

do HCV produzidas utilizando o Baculovírus, somente algumas apresentaram 

reatividade contra os anticorpos de 68 pacientes positivos para HCV por western 

blot. Sendo que as proteínas CORE (97%), NS3 (86%), NS4b (68%) e NS5a (53%) 

apresentaram maior reatividade para os anticorpos presentes nos soros HCV+. Chen 

e colaboradores (1999), avaliaram a resposta humoral de anticorpos contra as 

proteínas do vírus da hepatite C de 60 pacientes com hepatite C crônica. Foi 

demostrado nos ensaios imunoenzimáticos do presente estudo, que 98% das 

amostras apresentaram anticorpos com a proteína estrutural E2, 97% para proteína 

do CORE, 88% para proteína NS3, 68% para proteína NS5 e 48% para proteína 

NS4. 

Estudo feito por Kalamvoki e colaboradores (2002), observou a expressão em 

E. coli de diferentes frações da proteína NS5a, dividindo a proteína nas porções N-
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terminal e C-terminal com a finalidade de observar a reatividade  de anticorpos 

presentes no soro de 39 pacientes positivos para HCV para cada porção da 

proteína. Foi observado nos ensaios de immunoblot e ELISA que 54% dos soros dos 

pacientes foram reativos para porção N-terminal da proteína NS5a e 51% foram 

reativas para porção C-terminal da proteína recombinante NS5a, observando que na 

sua população estudada ambas as porções da proteína NS5a apresentam epítopos 

imunorreativos. Em nosso estudo foi observado no immunoblot realizado com o pool 

de 10 soros de pacientes com HCV, que apenas a porção C-terminal (NS5a F2) 

apresentou reatividade, sugerindo que nas amostras utilizadas no pool não 

apresentavam anticorpos contra a porção N-terminal da proteína recombinante 

NS5a. 

O fato de que apenas as proteínas do CORE e NS5a F2 do HCV foram 

reconhecidas pelos anticorpos presentes no pool de soros dos pacientes positivos, 

indica que a reatividade não foi contra a cauda de histidina, pois na figura 13 nós 

podemos observa que todas as proteínas foram reconhecidas pelo anticorpo anti-

histidina . Para estudos futuros, como os ensaios de estimulo celular para a análise 

da resposta imune in vitro, a cauda será retirada por metodologia já padronizada 

(dados não mostrados), utilizando a enzima enterokinase, uma vez que, a cauda de 

histidina poderia levar a ativação da resposta imune (RANDOLPH, 2012). Em 

relação aos ensaios feitos para analisar resposta imune humoral, DALAGIORGOU e 

colaboradores (2011) relatou em seu estudo a produção de proteínas do CORE em 

três sequencias de aminoácidos diferentes (sequencias maiores CORE + 1a e 

CORE + 1b foram adicionadas a cauda de histidina, e a sequência menor CORE + 

1b/s não foi adicionada a cauda de histidina). A comparação da reatividade dos 

soros positivos para HCV frente às proteínas marcadas e não marcadas com a 
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cauda de histidina, demonstrou que não houve diferença estatística entre as 

proteínas com cauda e sem cauda. 

Devido a reatividade cruzada encontrada pelo método ELISA no presente 

estudo, o próximo passo será testar as proteínas produzidas por “Dot Blot”, 

utilizando soros conhecidamente positivos para o HCV, individualmente contra as 5 

proteínas recombinantes produzidas (CORE, NS3, NS4b, NS5a F1 e NS5a F2). 

Além disso, o sucesso na produção das proteínas do HCV nos leva a perspectivas 

futuras, como sua utilização em ensaios de estimulação celular, in vitro, para a 

melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na evolução da infecção pelo 

HCV, que levam a eliminação do vírus ou a cronificação e evolução da doença.  
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8.6 Conclusão  

 

 O desenho dos genes sintéticos das proteínas CORE, NS3, NS4b e NS5a F1 

e NS5a F2 permitiu a expressão das proteínas em E. coli (DE3) pLysS, 

observando a presença das proteínas tanto no sobrenadante quanto na 

porção insolúvel do extrato bacteriano; 

 

 A purificação das proteínas recombinantes utilizando a cromatografia de 

afinidade em coluna com resina de níquel foi obtida com êxito; 

 

 As proteínas CORE, NS3, NS4b apresentaram hidrofobicidade, sendo 

recuperadas em maior concentração na porção insolúvel do lisado bacteriano. 

As proteínas NS5a fragmento 1 e NS5a fragmento 2 foi recuperada em 

ambas as porções; 

 

 As proteínas do CORE e NS5 F2 foram reconhecidas por anticorpos de soros 

positivos para HCV. Não observamos reatividade contra a NS5 F1, porção N-

terminal da proteína. 
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