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RESUMO

A hepatite  C é  considerada  um dos maiores  problemas  de saúde  pública  no 

mundo inteiro, inclusive no Brasil, pois uma vacina preventiva não está disponível, o 

número de infectados com a forma assintomática é elevado e para o controle da doença, 

há somente kits importados. Considerando, principalmente, o aumento da preocupação 

com a detecção precoce da hepatite C e que os métodos de diagnóstico desta infecção 

são de grande relevância clínica, o presente trabalho propõe a expressão e purificação de 

uma proteína codificada por um gene sintético (MEHCV –  Multiepítopo HCV). Para 

atingir este objetivo, uma proteína multiepítopo recombinante foi desenhada a partir de 

epítopos  lineares,  imunodominantes  e  filogeneticamente  conservados  do  vírus  da 

hepatite C (HCV), com a inclusão de seqüências imunodominantes dos genótipos mais 

prevalentes no Brasil (1a e 3a) e uma His-tag no C-terminal para facilitar a purificação 

da  proteína  recombinante  expressa  em bactéria.  Estes  epítopos  (core,  NS3,  NS4A, 

NS4B e NS5) são considerados entre os mais importantes para o diagnóstico da doença 

e utilizados em muitos testes para detecção do HCV. O gene MEHCV (~720pb) possui 

sítios de restrição (NdeI e  XhoI) nas suas extremidades que permitem a clonagem em 

fase no vetor de expressão bacteriano pET-21a. Para a síntese deste gene, foi feita a 

otimização  para  o  códon  usage de  E.  coli.  A  proteína  de  interesse  (~29kDa)  foi 

detectada  por  SDS-PAGE  e  Western  blot.  A  purificação  da  proteína  expressa  foi 

realizada por cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA. Como a purificação não foi 

total, foi feita uma nova purificação desta proteína por cromatografia de afinidade em 

coluna com resina Ni-NTA. No entanto, não houve esta purificação devido à presença 

de proteínas celulares. Sendo assim, na tentativa de alcançar a purificação total desta 

proteína  multiepítopo,  seria  interessante  a  utilização  de  um novo  protocolo,  com a 

extração  dos  corpos  de  inclusão,  onde  todas  as  proteínas  celulares  solúveis  seriam 

retiradas da solução. 



ABSTRACT

Hepatitis C is considered one of the largest  problems of public health in the 

world, inclusively in Brazil, whereas a preventive vaccine none is available; the number 

of asymptomatic infections is elevated and for control of the disease, there exist only 

imported kits. Considering, principally, the increase of preoccupation with the detection 

of precocious hepatitis C and that the diagnostic methods of this infection are of the 

highest  clinical  importance,  the  presence  study  proposes  the  expression  and  the 

purification of one codified protein through a synthetic gene (MEHCV – Multiepitope 

HCV).  To  achieve  this  objective,  the  new  recombinant  protein  multiepitope  was 

designed  on  the  basis  of  epitopes  linear,  immunodominant  and  phylogenetically 

conserved  from the  virus  of  hepatitis  C  (HCV),  including  the  immune  dominating 

sequences of the genotypes that are more prevalent in Brazil (1a e 3a) and a His-tag in 

C-terminal to facilitate the purification of the recombinant protein express in bacteria. 

These  epitopes  (core,  NS3,  NS4A,  NS4B  e  NS5)  are  considered  among  the  most 

important for the diagnosis of the illness utilized for many HCV detection tests. The 

MEHCV gene (~720pb) possesses restrictive of sites (NdeI e XhoI) in yours extremities 

that permits the clonage in phase in the expression of vector bacterial pET-21a. To the 

synthesize of this gene was made the optimization to the codon usage of  E. coli. The 

protein  of  interest  (~29kDa)  was  detected  by  SDS-PAGE  and  Western  blot.  The 

purification  of  the  protein  express  was  realized  by  centrifugal  in  resin  Ni-NTA by 

affinitive  chromatography.  Inasmuch  as  the  purification  was  not  total,  a  new 

purification was made of this protein by means of chromatography of affinity in column 

with resin Ni-NTA. However, did not having this purification owe a presence of cellular 

proteins.  In  such  case,  in  the  trial  of  obtain  a  total  purification  of  this  protein 

multiepitope,  would be  interesting the  utilization of  the  one new protocol,  with  the 

extraction of the inclusion body, wherein all the dissolvable proteins cellular would be 

remove of the solution.
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1 INTRODUÇÃO

A hepatite C é considerada um dos maiores problemas de saúde pública mundial, 

inclusive no Brasil, pois, até o momento, não está disponível uma vacina preventiva e 

um grande número de infectados apresenta a forma assintomática da doença, geralmente 

sem o conhecimento prévio do paciente,  aumentando a  taxa de  cronicidade.  Para o 

controle da doença, há somente  kits importados,  os quais  nem sempre apresentam a 

mesma especificidade em todo o mundo, devido à alta heterogeneidade do vírus da 

hepatite  C (HCV) (Dipti  et al., 2006).  Com isso,  as ações públicas voltadas para o 

tratamento e contenção à disseminação da doença tornam-se muito onerosas. Entretanto, 

a disponibilidade de diferentes testes viabiliza o diagnóstico precoce, reduzindo, dessa 

forma,  o  potencial  para  disseminação  da  infecção  e  permitindo  a  realização  do 

acompanhamento e tratamento precoce destes pacientes.

Atualmente, cerca de 200 milhões de pessoas no mundo estão infectadas pelo 

HCV (Lauer & Walker, 2001; Alberti  et al., 2003). No Brasil, não se conhece, com 

precisão,  a  prevalência  do  HCV,  mas  estima-se  que  ela  esteja  em cerca  de  3% da 

população em geral (WHO, 1997; Strauss, 2001).

A transmissão do HCV acontece principalmente por via parenteral, por meio de 

transfusão  de  sangue  e  hemocomponentes,  utilização  de  agulhas  e  seringas 

contaminadas  e  pelo  transplante  de  órgãos  e  tecidos  (Sáez-Alquézar  et  al., 2001). 

Dentre as formas não-parenterais de transmissão, destaca-se a transmissão por contato 

sexual, que, embora seja pouco freqüente, se torna um importante fator de risco em 

indivíduos com múltiplos parceiros sexuais. A transmissão materno-fetal pode ocorrer 

principalmente na hora do parto, mas é pouco freqüente (Strauss, 2001). No entanto, 

num percentual significativo de casos, não é identificada a via de infecção (Ferreira & 

Silveira, 2004).

O vírus da hepatite C identificado por Choo et al., (1989) através de técnicas de 

biologia molecular, pertence à família  Flaviviridae  e ao gênero  Hepacivirus (Choo et 

al., 1991; Takamizawa et al., 1991; Robertson et al., 1998).  É responsável por mais de 

90% das hepatites por vírus anteriormente rotuladas de não-A e não-B e considerado o 

principal patógeno humano causador de infecções agudas e crônicas associadas a um 

curso variável que pode levar à cirrose e ao carcinoma hepatocelular (Choo et al., 1989; 

WHO, 1997). 
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Trata-se de um vírus RNA de fita simples de polaridade positiva, cujo genoma 

contém aproximadamente 9400 nucleotídeos e  que apresenta  duas extremidades  não 

codificadoras: 5’NC e  3’NC. A extremidade 5’NC, a mais conservada do genoma viral, 

é seguida por um longa e única fase de leitura aberta (ORF -  open reading frame) e 

pode ser usada no desenvolvimento de técnicas para a detecção do RNA viral,  pois 

possui 341 nucleotídeos com uma estrutura secundária complexa que funciona como 

uma IRES (Internal Ribosome Entry Site), que permite a ligação direta do RNA viral ao 

ribossomo da célula infectada, próxima ao códon de iniciação da ORF, possibilitando a 

tradução das proteínas virais (Di Bisceglie, 1999; Bartenschlader & Lohmann, 2000; 

Rosemberg, 2001). 

A  3’NC  é  dividida  em  três  regiões:  um  segmento  hipervariável  de  40 

nucleotídeos,  uma  cauda  poli-U  variável  em  extensão  e  uma  região  altamente 

conservada de 98 nucleotídeos, essencial para replicação  in vivo (Di Bisceglie, 1999; 

Bartenschlader & Lohmann, 2000; Rosemberg, 2001). A ORF compreende quase todo o 

genoma e codifica uma poliproteína de cerca de 3000 aminoácidos (Zein, 2000). Esta 

poliproteína, quando clivada proteoliticamente, dá origem a proteínas estruturais e não-

estruturais (Boulant, 2005), como mostra a Figura 1.
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Figura 1 – Representação esquemática da organização do RNA genômico do HCV. O 
genoma é constituído por  ~9.400 nucleotídeos. As extremidades 5’NC e a 3’NC, flanqueiam a 
ORF  (Open  Reading  Frame)  cuja  poliproteína  correspondente  é  clivada  em  proteínas 
estruturais e não estruturais. Proteínas estruturais: o C (Core), E1 e E2 estão localizadas na 
porção N-terminal da poliproteína. Proteínas não estruturais: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A 
e NS5B na porção C-terminal. Proteína p7 é codificada pela região E2. (Fonte: Roingeard et 
al., 2004).
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As proteínas estruturais são codificadas na região N-terminal e incluem a proteína do 

core,  região  altamente  conservada  (Boulant,  2005),  seguida  por  duas  proteínas 

glicosiladas,  E1  e  E2.  A  proteína  do  core,  procedente  do  nucleocapsídeo  viral,  é 

utilizada como importante alvo antigênico em vários testes diagnósticos comerciais para 

a detecção de anticorpos anti-HCV e 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 (Kato, 2000; Lai & Ware, 2000; McLauchlan, 2000). 

As proteínas E1 e E2 são constituintes do envelope viral e estão relacionadas com a 

adsorção e fusão do vírus a receptores na célula-alvo para indução da infecção viral 

(Bartenschlager  & Lohmann,  2000;  Triyatni  et  al., 2002;  Bartosch  et  al.,  2003).  A 

proteína p7, recentemente descrita, é codificada pela região E2 e processada por um 

precursor E2/p7. Estudos apontam que possa mediar a permeabilidade de íons e formar 

hexâmeros e, até mesmo, apresentar importante função na maturação e infectividade da 

partícula  viral  (Pavlovic  et al., 2003;  Sakai  et al., 2003;  Griffin  et al., 2003, 2004; 

Premkumar et al., 2004).

As proteínas  não-estruturais  (essenciais  para o  ciclo  de  vida do vírus),  NS2, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B, são codificadas na extremidade carboxi-terminal do 

genoma viral (Zein, 2000; Strauss, 2001). A proteína NS2 e o domínio amino-terminal 

da  NS3  constituem  a  protease  NS2-3  que  catalisa  a  clivagem  do  sítio  NS2-NS3 

(Bartenschlager & Lohmann, 2000). A NS3 apresenta três atividades enzimáticas: uma 

serina-protease na extremidade amino-terminal, que cliva os sítios NS3/4A, NS4A/B, 

NS4B/5A e NS5A/B, uma helicase e uma nucleotídeo-trifosfatase-dependente de ATP 

na carboxi-terminal, essenciais para tradução e replicação do HCV (Suzich et al., 1993; 

Kim et al., 1995; Di Bisceglie, 1999; Taylor et al., 2000; Bartenschlader & Lohmann, 

2000). A proteína NS4A forma um complexo heterodinâmico com NS3, agindo como 

um cofator necessário para a atividade protease de NS3 (Bartenschlager  et al., 1993; 

Grakoui et al., 1993; Tomei et al., 1993), enquanto que a função da proteína NS4B na 

replicação  viral  permanece  indefinida.  A  proteína  NS5A  é  uma  fosfoproteína  cujo 

número de fosforilações é influenciado por NS4A, mediada por uma quinase celular e 

pode estar envolvida na resistência à ação antiviral do interferon (IFN) (Enomoto et al., 

1996; Gale et al., 1998). Já a proteína NS5B é uma RNA polimerase RNA-dependente, 
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necessária para a replicação genômica e é um excelente alvo para a terapia antiviral 

(Behrens et al., 1996; Lohmann et al., 1997).

Uma  das  características  mais  importantes  do  HCV  é  a  sua  heterogeneidade 

genética  que  parece  resultar  da  pressão  imunológica  gerada  pela  resposta  imune 

humoral do hospedeiro. Baseado nessa característica, o HCV tem sido classificado em 

seis diferentes genótipos com denominação numérica de 1 a 6 (Simmonds et al., 1993), 

cada um compreendendo múltiplos subtipos, designados por letras do alfabeto: a, b, c, 

etc  (Bukh  et al., 1995a).  Acredita-se que a existência de diferentes genótipos possa 

influenciar  alguns  aspectos relativos à  distribuição geográfica,  patogenia,  infecção e 

uma baixa resposta ao tratamento com IFN ou IFN peguilado em combinação ou não 

com ribavirina, em indivíduos infectados com o genótipo 1 em relação aos infectados 

com os genótipos 2 ou 3 (Zein, 2000; Alberti et al., 2003; Amorim et al., 2004).

Estudos sobre a distribuição geográfica dos genótipos do HCV demonstram que 

os genótipos 1, 2 e 3 têm uma distribuição mundial (Zein, 2000), sendo que o genótipo 

4 é o mais prevalente na África Central e Egito (Chamberlain  et al., 1997), enquanto 

que  os  genótipos  5  e  6  ocorrem  com  maior  freqüência  no  sul  da  África  e  Ásia 

respectivamente (Cha  et al., 1992;  Simmonds,  1997).  No Brasil,  vários estudos têm 

mostrado que o genótipo 1, é o mais prevalente, seguido pelos genótipos 3 e 2 (Amorim 

et al., 2004; Campiotto et al., 2005; Martins et al., 2006). 

Clinicamente, a hepatite C é caracterizada por um período médio de incubação 

de 6 a 8 semanas, com variação de 2 a 26 semanas (Dienstag et al., 1983). A infecção 

pelo HCV é geralmente assintomática, com evolução para hepatite crônica em mais de 

80% dos pacientes (Alter, 1995). Entre esses, 20 a 50% desenvolvem cirrose hepática e 

5% desenvolvem carcinoma hepatocelular (Tong  et al., 1995). Quando sintomática, a 

infecção manifesta-se como nas outras hepatites, apresentando principalmente cefaléia, 

mal estar, náuseas, vômitos, lesões hepáticas em decorrência da resposta imunológica 

do  hospedeiro  que  podem  ocasionar  o  aumento  da  concentração  de  alanina  amino 

transferase  (ALT)  (Alter,  1995)  e  em  casos  isolados,  aparecem  sinais  de  icterícia 

(Dienstag, 1983; Koretz et al., 1993).

Em função do grande número de infectados apresentarem a forma assintomática 

da doença e à alta prevalência de infecção pelo vírus da hepatite C, o diagnóstico da 

HCV requer  testes  sensíveis,  sendo  os  ensaios  sorológicos  os  mais  utilizados,  pois 

utilizam pesquisa de anticorpos contra o vírus, possibilitando a identificação da infecção 

presente ou passada (Brandão  et al., 2001). O método sorológico mais utilizado para 
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detecção de anticorpos contra o HCV é a reação imunoenzimática (ELISA). O ELISA 

de primeira geração tinha como alvo somente um antígeno, o polipeptídeo c100-3, da 

região não-estrutural NS4 do genoma viral. Esse método foi rapidamente abandonado 

devido à sua baixa sensibilidade e especifidade, surgindo o de segunda geração, que 

além da fração c100-3 incorporava as frações c33c (NS3) e c22-3 (core) (Sáez-Alquézar 

et  al.,  2001).  Em  1993,  surgiu  o  ELISA  de  terceira  geração,  contendo  frações 

antigênicas das regiões não-estruturais NS3, NS4 e NS5 e da região estrutural  core. 

Além disso, grande parte dos testes de terceira geração substituíram algumas frações 

antigênicas  (obtidas  por  recombinação  genética),  tais  como  a  c100-3  e  c33c,  por 

peptídeos  sintéticos  correspondentes  aos  epítopos   imunodominantes  dessas  frações, 

melhorando tanto a sensibilidade quanto a especifidade (Sáez-Alquézar  et al., 2001). 

Atualmente, já existe o ELISA de quarta geração que contém frações antigênicas do 

core, NS3 e NS4, derivadas do genótipo 1, incluindo também antígenos NS3 e NS4 de 

genótipos  diferentes  do  tipo  1  (Sáez-Alquézar  et  al., 2001).  Este  método  detecta 

praticamente todos os portadores do vírus, além de indivíduos que foram infectados e 

não desenvolveram manifestações clínicas (Gretch, 1997). Como vantagens, apresenta 

rapidez  no  processamento,  facilidade  de  automação,  alta  confiabilidade  e  custo 

relativamente baixo.

No entanto, em populações de baixo risco, como doadores de sangue, o ELISA 

tem baixo valor preditivo positivo, podendo gerar resultados falso-positivos em pessoas 

que nunca foram expostas ao vírus da hepatite C (Souto et al., 2002). Neste caso, são 

recomendados testes suplementares para aumentar a especificidade do ELISA. O mais 

utilizado é o  Immunoblot (IB) que contêm os mesmos antígenos presentes nos testes 

ELISA,  sendo  que  alguns  mais  recentes,  de  terceira  geração,  apresentam  frações 

antigênicas altamente purificadas do  core, região hipervariável E1 e E2, NS3, NS4A, 

NS4B e NS5. Além disso, apresentam antígenos recombinantes derivados de diversos 

genótipos (Brandão  et al., 2001;  Sáez-Alquézar  et al., 2001).  Este  teste  consiste  na 

detecção  de  pequenas  quantidades  de  proteínas  adsorvidas  em  uma  membrana  de 

nitrocelulose pela reação com anticorpos específicos,  presentes no soro do paciente, 

para reconhecer o polipeptídeo que está sendo analisado (Medina & Schiff, 1995; Lauer 

&  Walker,  2001).  O  teste  é  considerado  negativo  e  indeterminado,  quando  não  há 

reação  a  qualquer  dessas  proteínas  ou  há  reação  a  apenas  uma  proteína, 

respectivamente. No caso de reação a duas ou mais proteínas, a positividade do ELISA 

anti-HCV  é  confirmada.  Sendo  assim,  a  utilidade  desse  teste  concentra-se  na 
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diferenciação  de  indivíduos  com testes  falso-positivos  daqueles  que  necessitarão  de 

investigação  clínica,  pois  identifica  anticorpos  a  antígenos  individuais  (Lok  & 

Gunaratnam, 1997; Damen  et al., 1995). Em comparação aos testes para pesquisa do 

RNA viral,  o IB de terceira geração é de realização mais simples, mais específico e 

possui  uma maior  acurácia  e  reprodutibilidade,  além de  produzir  menor  número  de 

resultados indeterminados (Lok & Gunaratnam, 1997; Martin et al., 1998). 

Para o diagnóstico de infecção pelo HCV atingir o padrão ouro, além do ELISA 

e do IB, é necessário a determinação do RNA do HCV através da reação em cadeia da 

polimerase  (PCR).  O  método  utiliza  primers com  estrutura  complementar  a  uma 

seqüência  do  ácido  nucléico  a  ser  detectado,  possibilitando  a  amplificação  dessas 

seqüências genéticas específicas (Brandão et al., 2001). 

A detecção  do  RNA do  HCV pode ser  feita  utilizando técnicas  de  biologia 

molecular qualitativas e quantitativas. Os testes qualitativos estão baseados no princípio 

de  amplificação  do  alvo  usando  a  PCR ou  a  amplificação  mediada  por  transcrição 

(TMA). A reação em cadeia da polimerase com a enzima transcriptase reversa (reverse 

transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) é o teste mais sensível que utiliza a 

PCR, sendo capaz de detectar até 100 cópias do genoma/mL de soro (Gretch  et al., 

1993; Brandão et al., 2001). Esta técnica, a partir da região 5’NC do RNA viral, catalisa 

a síntese do DNA complementar, que, em seguida, será amplificado pela técnica de 

PCR,  produzindo  quantidades  suficientes  para  serem analisadas  em gel  de  agarose 

(Medina & Schiff,  1995). O TMA permite a detecção simultânea de duas partículas 

virais (HIV-1 e HCV). É um teste simples, com rapidez no processamento, e capacidade 

de  detecção  inferior  a  50  cópias  do  genoma/mL  (Schiff  et  al., 1999).  Os  testes 

qualitativos servem para a confirmação da viremia e avaliação da resposta terapêutica 

(Brandão et al., 2001; Lauer & Walker, 2001).

Para a detecção quantitativa do RNA viral, existem duas técnicas de biologia 

molecular: uma que utiliza a tecnologia do DNA ramificado (branched DNA, b-DNA) e 

outra que utiliza a técnica de PCR. Atualmente, o teste mais utilizado, que se baseia na 

técnica de PCR, é o AMPLICOR de segunda geração da Roche Molecular Systems. 

Este  teste  baseia-se  na  transcrição  reversa  do  HCV  RNA  alvo  em  cDNA  e  na 

amplificação desse cDNA por PCR, utilizando um par de oligonucleotídeos específicos 

(primers  ou iniciadores) conjugados a uma enzima com atuação sobre um substrato 

quimioluminescente (Gretch et al., 1995). Conforme os fabricantes, apresenta um limite 

de sensibilidade de 1000 cópias de HCV RNA viral/mL.  No b-DNA, o RNA viral, 
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presente na amostra, é capturado por sondas, que são DNAs quimicamente modificados, 

que possuem inúmeras ramificações,  que se ligam a uma outra sonda marcada com 

biotina, para revelação do sinal amplificado. Sendo assim, esta técnica se diferencia da 

PCR por amplificar um sinal, e não o DNA alvo (Sáez-Alquézar et al., 2001; Brandão 

et al., 2001). Como vantagem, ela não depende de uma atividade enzimática e parece ter 

resultados com maior reprodutibilidade em relação a PCR, porém a sua sensibilidade 

comparada a mesma, é menor. Os testes quantitativos são indicados na definição do 

tempo de  tratamento  combinado  (interferon/ribavirina)  de  pacientes  com hepatite  C 

crônica (Brandão et al., 2001; Sáez-Alquézar et al., 2001).

Para uma melhor definição do tempo de tratamento da hepatite C pelos testes 

quantitativos, a determinação dos genótipos do HCV é essencial. Esta pode ser feita a 

partir da análise da seqüência genômica, por meio da técnica de hibridização reversa 

(LIPA  –  Line  Probe  Assay,  Innogenetics,  Bélgica),  que  utiliza  sondas  de 

oligonucleotídeos  da  região  5’NC,  complementares  a  uma  determinada  seqüência 

específica  de  tipos  e  subtipos  do  HCV  (Stuyver  et  al., 1993,  1996).  Além  da 

importância clínica, a técnica de genotipagem por LIPA, apresenta uma sensibilidade de 

94 a 100%  e uma especificidade de 98% (Lau et al., 1996; Van Doorn et al., 1996). 

A  determinação  dos  genótipos  do  HCV  também  pode  ser  feita  utilizando 

técnicas sorológicas (sorotipagem) que baseiam-se na detecção de anticorpos genótipo-

específicos  contra  epítopos  do  HCV (Machida  et  al., 1992).  Embora  estas  técnicas 

apresentem baixo custo e maior facilidade de processamento, em comparação com as 

técnicas de biologia molecular, elas não possibilitam a identificação do subtipo viral.

Assim, considerando que: 1) a preocupação com a detecção precoce da hepatite 

C aumenta a cada dia, principalmente em bancos de sangue; 2) os métodos diagnósticos 

desta infecção são de grande relevância clínica e podem ser utilizados como marcadores 

de cronicidade e indicativos da eficácia terapêutica; e 3) o Brasil tem destinado grande 

investimento financeiro para o tratamento de pacientes com Hepatite C, esse trabalho 

propõe a  expressão e  purificação de uma proteína codificada por um gene sintético 

(MEHCV  –  Multiepítopo HCV).  A  produção  de  uma  proteína  multiepítopo 

recombinante  poderá  contribuir  em  pesquisas  para  o  desenvolvimento  de  kits  de 

diagnóstico para detecção do HCV, pois os kits disponíveis no mercado, utilizam de 3 a 

6  peptídeos  e/ou  antígenos  recombinantes  das  regiões  estruturais  e  não-estruturais, 

enquanto que a proteína multiepítopo substitui essas diversas proteínas recombinantes e 

peptídeos, reduzindo consideravelmente os custos de produção destes kits.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Expressão e purificação de uma proteína multiepítopo recombinante desenhada a 

partir de 4 proteínas do HCV.

2.2 Específicos

• Desenho de um gene sintético (MEHCV) com códon otimizado para 

Escherichia coli contendo epítopos da proteína do core, NS3, NS4 e 

NS5 do HCV;

• Sub-clonagem do gene sintético em vetor de expressão de E. coli;

• Expressão dos genes clonados em E. coli;

• Purificação da proteína expressa.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Fluxograma do protocolo geral

Desenho do gene sintético MEHCV com a inclusão de seqüências imunodominantes 

dos genótipos mais prevalentes no Brasil (1a e 3a) e uma His-tag no C-terminal.

Síntese do MEHCV pela empresa Epoch 

Biolabs (EUA), que o enviou clonado no 

vetor de clonagem pBluescript SKII.

Digestão do pBSK MEHCV com as 

enzimas de restrição NdeI e XhoI, para 

liberação do inserto (MEHCV).
Digestão do vetor de expressão pET-21a 

com as enzimas de restrição NdeI e XhoI.

Purificação do inserto.

Sub-clonagem do inserto no vetor pET-21a e transformação na célula 

hospedeira E. coli Top 10 (pETMEHCV).

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

a indução da expressão do gene MEHCV.

Detecção da proteína de interesse (~29kDa) por SDS-PAGE e Western blot.

Purificação da proteína expressa por cromatografia de afinidade (Ni-NTA).
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3.2 Material

O gene sintético (MEHCV) foi desenhado semelhante à proteína multiepítopo 

indiana  (HCVFMEP)  elaborada  por  Dipti  et  al., (2006),  mas  com  a  inclusão  de 

seqüências imunodominantes dos genótipos mais prevalentes no Brasil (1a e 3a) e uma 

His-tag (segmento de 6 resíduos de histidina no C-terminal) para facilitar a purificação 

da  proteína  recombinante  expressa  em  bactéria.  Foram  selecionados  epítopos 

representando as seguintes proteínas do HCV dos genótipos 1a e 3a: core (1a), core 

(3a), NS3 (1a), NS4A (1a), NS4B (1a) e NS5 (1a). Estes epítopos foram distribuídos in 

tandem separados por um pequeno  linker flexível formado por resíduos de glicina e 

serina e as seqüências dos epítopos foram obtidas a partir do site da European Hepatitis 

C Virus Database - http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/ (Figuras 2, 3, 4 e 5).

NH3-core (1a)::linker::core(3a)::linker::NS3(1a)::linker::NS4A(1a)::linker::NS4B 
(1a)::linker-NS5 (1a)-COOH

Figura 2 – Distribuição dos epítopos na estrutura primária da proteína multiepítopo MEHCV, 
baseado na mesma estrutura da proteína indiana HCVFMEP.

http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/
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Core
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG (1a)AF009606
MSTNPKPQKKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG (1a)M62321
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG (1a)M67463
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLG (1a)MEHCV 
MSTLPKPQRKTKRNTIRRPQDVKFPGGGQIVGGVYVLPRRGPRLG (3a)MEHCV
NS3
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII (1a)AF009606
YMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII (1a)M62321
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADAGCSGGAYDIII (1a)M67463
YMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIII (1a)MEHCV
NS4A 
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL (1a)AF009606
IIPDREVLYREFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL (1a)M62321
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL (1a)M67463
IIPDREVLYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGL (1a)MEHCV
NS4B
IAFASRGNHVSPTHYV  (1a)AF009606
IAFASRGNHVSPTHYV  (1a)M62321
IAFASRGNHVSPTHYV  (1a)M67463
IAFASRGNHVSPTHYV  (1a)MEHCV
NS5
PPLVETWKKPDYEPPVVH  (1a)AF009606
PPLVETWKKPDYEPPVVH  (1a)M62321
PLLVETWKKPDYEPPVVH  (1a)M67463
PPLVETWKKPDYEPPVVH  (1a)MEHCV
Figura 3 - Alinhamento das diversas regiões imunodominantes de isolados HCV sorotipos 1a e 3a. 
As seqüências 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 
seqüências  selecionadas  para  compor  a  proteína  multiepítopo.  As  diferenças  na  proteína  core  dos 
sorotipos 1a e 3a estão sublinhadas. MEHCV representa a seqüência consenso para o desenho da proteína 
multiepítopo construída nesse trabalho.



1  MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGVRATR CORE
    51  KTSERSQPRGRRQPIPKARRPEGRTWAQPGYPWPLYGNEGCGWAGWLLSP
   101  RGSRPSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLVGAPLGGAARA
   151  LAHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIFLLALLSCLTVPASAYQVRNSSGL
   201  YHVTNDCPNSSIVYEAADAILHTPGCVPCVREGNASRCWVAVTPTVATRD
   251  GKLPTTQLRRHIDLLVGSATLCSALYVGDLCGSVFLVGQLFTFSPRRHWT
   301  TQDCNCSIYPGHITGHRMAWDMMMNWSPTAALVVAQLLRIPQAIMDMIAG
   351  AHWGVLAGIAYFSMVGNWAKVLVVLLLFAGVDAETHVTGGSAGRTTAGLV
   401  GLLTPGAKQNIQLINTNGSWHINSTALNCNESLNTGWLAGLFYQHKFNSS
   451  GCPERLASCRRLTDFAQGWGPISYANGSGLDERPYCWHYPPRPCGIVPAK
   501  SVCGPVYCFTPSPVVVGTTDRSGAPTYSWGANDTDVFVLNNTRPPLGNWF
   551  GCTWMNSTGFTKVCGAPPCVIGGVGNNTLLCPTDCFRKHPEATYSRCGSG
   601  PWITPRCMVDYPYRLWHYPCTINYTIFKVRMYVGGVEHRLEAACNWTRGE
   651  RCDLEDRDRSELSPLLLSTTQWQVLPCSFTTLPALSTGLIHLHQNIVDVQ
   701  YLYGVGSSIASWAIKWEYVVLLFLLLADARVCSCLWMMLLISQAEAALEN
   751  LVILNAASLAGTHGLVSFLVFFCFAWYLKGRWVPGAVYAFYGMWPLLLLL
   801  LALPQRAYALDTEVAASCGGVVLVGLMALTLSPYYKRYISWCMWWLQYFL
   851  TRVEAQLHVWVPPLNVRGGRDAVILLMCVVHPTLVFDITKLLLAIFGPLW
   901  ILQASLLKVPYFVRVQGLLRICALARKIAGGHYVQMAIIKLGALTGTYVY
   951  NHLTPLRDWAHNGLRDLAVAVEPVVFSRMETKLITWGADTAACGDIINGL
  1001  PVSARRGQEILLGPADGMVSKGWRLLAPITAYAQQTRGLLGCIITSLTGR
  1051  DKNQVEGEVQIVSTATQTFLATCINGVCWTVYHGAGTRTIASPKGPVIQM
  1101  YTNVDQDLVGWPAPQGSRSLTPCTCGSSDLYLVTRHADVIPVRRRGDSRG
  1151  SLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPAGHAVGLFRAAVCTRGVAKAVDFIPVEN
  1201  LETTMRSPVFTDNSSPPAVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYK
  1251  VLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFL NS3
  1301  ADGGCSGGAYDIIICDECHSTDATSILGIGTVLDQAETAGARLVVLATAT
  1351  PPGSVTVSHPNIEEVALSTTGEIPFYGKAIPLEVIKGGRHLIFCHSKKKC
  1401  DELAAKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVSTDALMTGFTGDFDS
  1451  VIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTLPQDAVSRTQRRGRTGRGKPGIYR
  1501  FVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYMNTPGLPV
  1551  CQDHLEFWEGVFTGLTHIDAHFLSQTKQSGENFPYLVAYQATVCARAQAP
  1601  PPSWDQMWKCLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEVTLTHPITKYIMTCMS
  1651  ADLEVVTSTWVLVGGVLAALAAYCLSTGCVVIVGRIVLSGKPAIIPDREV NS4A
  1701  LYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGLLQTASRQAEVITPAV
  1751  QTNWQKLEVFWAKHMWNFISGIQYLAGLSTLPGNPAIASLMAFTAAVTSP
  1801  LTTGQTLLFNILGGWVAAQLAAPGAATAFVGAGLAGAAIGSVGLGKVLVD
  1851  ILAGYGAGVAGALVAFKIMSGEVPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAA
  1901  ILRRHVGPGEGAVQWMNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTAILSS NS4B
  1951  LTVTQLLRRLHQWISSECTTPCSGSWLRDIWDWICEVLSDFKTWLKAKLM
  2001  PQLPGIPFVSCQRGYRGVWRGDGIMHTRCHCGAEITGHVKNGTMRIVGPR
  2051  TCRNMWSGTFPINAYTTGPCTPLPAPNYKFALWRVSAEEYVEIRRVGDFH
  2101  YVSGMTTDNLKCPCQIPSPEFFTELDGVRLHRFAPPCKPLLREEVSFRVG
  2151  LHEYPVGSQLPCEPEPDVAVLTSMLTDPSHITAEAAGRRLARGSPPSMAS
  2201  SSASQLSAPSLKATCTANHDSPDAELIEANLLWRQEMGGNITRVESENKV
  2251  VILDSFDPLVAEEDEREVSVPAEILRKSRRFARALPVWARPDYNPPLVET NS5
  2301  WKKPDYEPPVVHGCPLPPPRSPPVPPPRKKRTVVLTESTLSTALAELATK
  2351  SFGSSSTSGITGDNTTTSSEPAPSGCPPDSDVESYSSMPPLEGEPGDPDL
  2401  SDGSWSTVSSGADTEDVVCCSMSYSWTGALVTPCAAEEQKLPINALSNSL
  2451  LRHHNLVYSTTSRSACQRQKKVTFDRLQVLDSHYQDVLKEVKAAASKVKA
  2501  NLLSVEEACSLTPPHSAKSKFGYGAKDVRCHARKAVAHINSVWKDLLEDS
  2551  VTPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVRVCEKMALYDVVS
  2601  KLPLAVMGSSYGFQYSPGQRVEFLVQAWKSKKTPMGFSYDTRCFDSTVTE
  2651  SDIRTEEAIYQCCDLDPQARVAIKSLTERLYVGGPLTNSRGENCGYRRCR
  2701  ASGVLTTSCGNTLTCYIKARAACRAAGLQDCTMLVCGDDLVVICESAGVQ
  2751  EDAASLRAFTEAMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSSNVSVAHDGAGKR
  2801  VYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPVNSWLGNIIMFAPTLWARMILMTHFF
  2851  SVLIARDQLEQALNCEIYGACYSIEPLDLPPIIQRLHGLSAFSLHSYSPG
  2901  EINRVAACLRKLGVPPLRAWRHRARSVRARLLSRGGRAAICGKYLFNWAV
  2951  RTKLKLTPIAAAGRLDLSGWFTAGYSGGDIYHSVSHARPRWFWFCLLLLA
  3001  AGVGIYLLPNR

Figura 4 - Seqüência primária da poliproteína HCV. Em vermelho, as regiões correspondentes aos 
epítopos usados para construir a proteína multiepítopo.
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             Core(1a)                          Core(3a)
 MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVYLLPRRGPRLGSGSGMSTLPKPQRKTKRNTIRRPQDVKFPGGG
QI
                               NS3(1a)
 VGGVYVLPRRGPRLGSGSGYMSKAHGVDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIIGSGSGIIPDR
EV
      NS4A(1a)                         NS4B(1a)          NS5(1a) 
LYQEFDEMEECSQHLPYIEQGMMLAEQFKQKALGLGSGSGIAFASRGNHVSPTHYVGSGSGPPLVETWKKPDYEPPVV
HLEHHHHHH

Figura  5  -  Seqüência  primária  da  proteína  multiepítopo  MEHCV,  com  as  diversas  regiões 

imunodominantes (core 1a e 3a, NS3, NS4A/B e NS5) e a terminação His-tag (HHHHHH). Os linkers 

flexíveis estão destacados nas caixas em vermelho.

O gene MEHCV foi sintetizado nos EUA pela empresa Epoch Biolabs que o 

enviou clonado no vetor pBluescript SK dando origem ao vetor pBSK-MEHCV (Figura 

6). Este gene possui sítios de restrição nas suas extremidades 5' (NdeI) e 3' (XhoI) que 

permitem a clonagem em fase no vetor de expressão bacteriano pET-21a digerido com 

as mesmas enzimas.

Figura 6 – Mapa Físico do vetor pBSK MEHCV.
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A linhagem Top 10 de  E. coli foi  usada rotineiramente para manipulação de 

plasmídeo recombinante enquanto a linhagem de E. coli  BL21 DE3 (pLysS) foi usada 

em  ensaios  de  expressão.  O  plasmídeo  pET-21a  é  comercializado  pela  Novagen 

(Figuras 7A e 7B).

Figura 7A – Mapa físico do vetor pET-21a.
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Figura 7B - Mapa da região do polylinker do vetor pET-21a. O gene sintético MEHCV foi clonado entres os sítios 

de NdeI e XhoI  do vetor pET-21a, acrescido da seqüência do His-tag no C-terminal.

As enzimas de restrição NdeI (catatg) e Xho I (ctcgag) foram adquiridas da New 

England Biolabs (EUA), enquanto que a T4 DNA ligase,  usada rotineiramente para 

ensaios de ligação foi adquirida da USB (EUA).

Nas purificações do MEHCV, por cromatografia de afinidade, foi utilizada uma 

resina  Ni Sepharose 6 Fast Flow  (centrifugação) e uma coluna com resina Ni-NTA 

(HiTrap affinity columns), ambas da Amershan Biosciences.
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3.3 Métodos

3.3.1 Clonagem dos genes

O vetor  pBluescript  SK contendo a  seqüência  MEHCV foi  digerido  com as 

enzimas de restrição NdeI e XhoI (também presentes no vetor pET-21a), para liberação 

do inserto, um fragmento de aproximadamente 720pb.

Após a digestão, foi feita a purificação do inserto (Purelink Quick Gel Extration 

Kit - Invitrogen). Em seguida, este inserto foi sub-clonado no vetor pET-21a, digerido 

com NdeI e XhoI, seguindo-se a transformação na célula hospedeira E. coli Top 10. O 

vetor resultante foi denominado pETMEHCV.

Na  transformação,  metade  do  sistema  de  ligação  (inserto  mais  vetor)  foi 

inoculado em células competentes E. coli  Top 10 e incubado no gelo por 30 minutos. 

Após esse tempo, foi aplicado um choque térmico a 42°C por 90 segundos seguindo-se 

uma rápida incubação no gelo por mais 2 minutos. Foi adicionado meio LB às células 

transformadas e o crescimento da cultura foi realizado sob agitação de 250 rpm por 1 

hora a 37°C. A seguir, o sistema foi plaqueado em duas placas contendo LB ágar mais 

ampicilina. Estas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

Após a transformação, colônias isoladas foram inoculadas em meio LB mais 

ampicilina e as culturas foram crescidas sob agitação de 250 rpm a 37°C por 16 horas. 

Foram realizadas  mini-preparações  de  plasmídeos  por  lise  alcalina  (Mini-Prep)  das 

culturas para obtenção do plasmídeo intacto (pETMEHCV), seguindo-se digestão deste 

com NdeI e XhoI para confirmação da presença do inserto.

3.3.2 Indução da expressão do gene MEHCV em E. coli

Antes de iniciar a indução, foram preparadas células competentes E. coli BL21 

DE3 (pLysS)  (Anexo).  Em seguida,  o  plasmídeo  pETMEHCV foi  incubado  nestas 

células  competentes  recém-preparadas,  no  gelo  por  30  minutos.  A  partir  desse 

momento, foi feito o processo de transformação como descrito anteriormente.

Após a transformação, foi feito um pré-inóculo em tubos estéreis, de 1 clone 

isolado da placa de transformação com  meio LB mais ampicilina. A cultura foi crescida 

sob agitação de 250rpm a 37°C por 16 horas. Um inóculo foi  feito a partir do pré-

inóculo, com meio LB mais ampicilina, seguindo-se incubação sob agitação de 250rpm 
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a 37°C por 30 minutos. Em seguida, o crescimento celular foi acompanhado até atingir 

OD600nm igual a 0,6. Neste momento, foi retirada uma alíquota (tempo zero), que foi 

centrifugada,  descartando  o  sobrenadante  e  ressuspendendo  o  pellet em  tampão  de 

amostra 2x SDS-PAGE. No restante da cultura foi adicionado IPTG 1mM e incubou-se 

a 37°C sob agitação de 250 rpm. A Figura 8 mostra a indução da expressão do gene 

MEHCV em  E. coli.  Esta célula possui o gene da T7 DNA polimerase clonado no 

genoma sob repressão do operador lac. Uma vez adicionado o agente indutor, IPTG, a 

expressão da T7 polimerase, assim como do gene heterólogo, são ativadas. O pLysS, 

presente na célula hospedeira, possui o gene da T7 lisozima que inativa a T7 RNA 

polimerase, impedindo a expressão do gene. Quando o IPTG é adicionado, a quantidade 

de T7 lisozima é inferior a da T7 RNA polimerase produzida. Conseqüentemente, esta 

polimerase se liga ao T7 promotor presente no vetor pET, ativando a expressão do gene 

heterólogo.

Figura  8  -  Indução  da  expressão  do  gene  MEHCV  em  E.  coli.  (Fonte: 

http://bio.takara.co.jp/catalog/images/pETa.gif).

Alíquotas de células foram retiradas de uma em uma hora para análise em SDS-

PAGE.  Cada  alíquota  coletada  foi  centrifugada,  descartando  o  sobrenadante  e 

ressuspendendo o pellet em tampão de amostra 2x SDS-PAGE. As alíquotas dos tempos 
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0,  1,  2  e  3  foram  analisadas  em  2  géis  por  SDS-PAGE  (Gel  concentrador  5%  e 

Separador 12%). Após a corrida, o primeiro gel foi corado com  Coomassie Brilliant  

Blue  R-250,  descorado  com  metanol  30%  e  ácido  acético  glacial  7%  e  observado 

através  de  um transiluminador.  O segundo gel  foi  utilizado para  imunodetecção  da 

proteína em membrana de nitrocelulose (Western blot), por meio de uma membrana de 

nitrocelulose (Anexo).

3.3.3 Purificação do MEHCV

Após a indução de cultura de células expressando MEHCV, as células foram 

coletadas  por  centrifugação usando-se  o rotor  R10A3 (Hitachi).  O sobrenadante  foi 

descartado e o  pellet foi  reservado para a purificação da proteína.  A purificação foi 

iniciada com a solubilização do pellet em tampão de lise (6M de Guanidina HCl; 0,1M 

de  NaH2PO4;  0,01M  de  Tris  HCl  [pH  8,0]),  seguindo  com  sonicação  (sonicador 

Ultrasonic  Processor)  e  incubação  a  4ºC  por  16  horas.  O  material  lisado  foi 

centrifugado e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo Falcon contendo resina 

Ni Sepharose 6 Fast Flow (Amershan Biosciences) pré-equilibrada com tampão de lise. 

O sistema foi incubado sob agitação orbital por 1 hora a 16°C. A seguir, foi feita uma 

nova  centrifugação  e  coletado  o  sobrenadante  (flow-through).  O  sistema foi  lavado 

extensivamente com tampão 1 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl 

[pH 6,3]), eluído com tampão 2 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl 

[pH 5,9]) e novamente eluído, com tampão 3 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M 

de Tris HCl [pH 4,5]). Após cada lavagem, foram coletadas alíquotas do sobrenadante 

para análise posterior em gel desnaturante. A seguir foi feita a análise destas frações em 

gel SDS-PAGE, que foi  corado com  Coomassie Brilliant Blue R-250.  O restante do 

sistema, eluído com tampão 3, foi submetido à diálise contra tampão 3 (pH 4,5) em 

membrana  de  celulose.  Como  houve  precipitação  do  sistema,  o  material  foi 

centrifugado.  Amostras  do  sobrenadante  e  do  pellet  foram  analisadas  em  gel  de 

poliacrilamida que foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250, para confirmar que 

a proteína recombinante estava no  pellet.  Sendo assim, todas alíquotas com o  pellet 

foram solubilizadas com bicarbonato de amônio 50mM (pH 6,5). A seguir foi feita a 

dosagem da  concentração  desta  proteína  pelo  método  de  Bradford.  O  restante  das 

alíquotas foram armazenadas a 4°C. 

19



Para a purificação da proteína por cromatografia de afinidade em coluna com 

resina  Ni-NTA,  foi  realizada  uma  nova  indução,  como  descrito  anteriormente.  Em 

seguida,  as  células  foram  coletadas  por  centrifugação  usando-se  o  rotor  R10A3 

(Hitachi). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi reservado para a purificação. Esta 

foi iniciada com a solubilização do  pellet em tampão de lise (6M de Guanidina HCl; 

0,1M de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl [pH 8,0]), seguindo com sonicação (sonicador 

Ultrasonic  Processor)  e  incubação  a  4ºC  por  16  horas.  O  material  lisado  foi 

centrifugado e o sobrenadante foi transferido para a coluna com resina Ni-NTA ((Hitrap 

Chelating HP, 1m - Amershan Biosciences),  lavada com H2O destilada e  sulfato de 

níquel (NiSO4), e pré-equilibrada com tampão de lise. Após todo material passar pela 

coluna, esta foi lavada extensivamente com tampão 1 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 

0,01M de Tris HCl [pH 6,3]), eluida com tampão 2 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 

0,01M de Tris HCl [pH 5,9]) e novamente eluida, com tampão 3 (8M de Uréia; 0,1M de 

NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl [pH 4,5]). Após cada lavagem, foram coletadas alíquotas 

para análise posterior em gel desnaturante. A seguir foi feita a análise destas frações em 

gel SDS-PAGE, que foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. 
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem dos Genes

O gene sintético MEHCV foi sintetizado nos EUA pela empresa Epoch Biolabs 

que o enviou clonado no vetor pBluescript  SKII,  o qual foi  submetido a  análise de 

restrição  (Figura  9),  para  verificar  a  presença  do  inserto  de  cerca  de  720pb 

correspondente ao gene MEHCV, assim como dos sítios de clonagem. 

      1                   2                 3

Figura 9 - Análise de restrição do vetor pBluescriptSK contendo o gene MEHCV. 1) vetor intacto; 

2) Digestão com NdeI/XhoI; 3) Marcador 1kb DNA ladder (Promega).

Após a digestão do inserto com NdeI/XhoI, foi feita a purificação do inserto de 

~720pb, utilizando o kit Purelink Quick Gel Extration (Invitrogen). Da mesma forma, o 

vetor pET-21a foi digerido com as enzimas de restrição NdeI/XhoI. O inserto foi ligado 

ao vetor seguindo-se transformação de células de E. coli TOP10. 

Após  a  transformação  de  células  competentes  E.  coli Top  10,  seis  colônias 

isoladas foram inoculadas em meio LB mais ampicilina por 16 horas. Foi feita uma 
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mini-prep destas culturas para obtenção do plasmídeo intacto (pETMEHCV), seguindo-

se digestão deste com NdeI e XhoI para confirmação da presença do inserto. A Figura 

10 mostra o resultado de uma dessas digestões que confirmam a clonagem. 

             1                   2                 3

Figura 10 – Análise de restrição do vetor pET MEHCV. 1) Marcador 1kb ladder plus (Invitrogen); 2) 
Digestão com  NdeI/XhoI  para confirmação da ligação do inserto  como vetor  pET21a (~720pb) e  3) 
Plasmídio intacto.

4.2 Indução da expressão do gene MEHCV em E. coli

O vetor pETMEHCV foi utilizado para transformar a linhagem hospedeira para 

expressão  em  E.  coli BL21  DE3  (pLysS).  Esta  célula  possui  o  gene  da  T7  DNA 

polimerase clonado no genoma sob repressão do operador lac. Uma vez adicionado o 

agente indutor, IPTG, a expressão da T7 polimerase, assim como do gene heterólogo, 

são ativadas. Como mostrado na Figura 11, observou-se uma banda de indução com 

uma massa molecular de  ~29kDa. Para confirmação da indução, foi feito um Western 

blot (Figura 12).
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      T0          T1         T2          T3         M

Figura 11  -  Indução da  expressão  da  proteína  MEHCV em  E.  coli.  Amostras  da  cultura  foram 
coletadas em diversos  tempos,  0  (poço 1),  1  hora (poço 2),  2  horas (poço 3) e  3  horas (poço 4),  e 
analisadas em gel  SDS-PAGE 12%. O poço 5 representa o marcador de massa molecular (Invitrogen-
BenchMark Protein Ladder).

30kDa
~29kDa
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 T0           T1              T2               T3                M

Figura 12 - Western blot da indução da expressão da proteína MEHCV em E.coli. Tempo 0 (poço 1), 

1 hora (poço 2), 2 horas (poço 3) e 3 horas (poço 4). O poço 5 representa o marcador de massa molecular 

(Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).

4.3 Purificação do MEHCV

Após clonagem no vetor pET-21a, a proteína produzida passou a ter 6 histidinas 

no C-terminal, o que permitiu a purificação por cromatografia de afinidade em resina de 

níquel.  Sendo  que,  para  esta  purificação,  a  proteína  MEHCV foi  solubilizada  com 

Guanidina HCl 6M pH 8,0 e eluída com Uréia 8M pH 5,9 e pH 4,5 (Figura 13). O 

restante  do sistema,  eluído com tampão 3,  foi  submetido à  diálise  contra  o  mesmo 

tampão  em  membrana  de  nitrocelulose.  Como  houve  precipitação,  o  material  foi 

centrifugado e a análise do sobrenadante e do pellet foi feita em gel SDS-PAGE (Figura 

14).
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       pH 5,9                    pH 4,5

     1             2             3            4              5

Figura 13 - Purificação da proteína MEHCV por cromatografia de afinidade Ni-NTA, analisada 

em gel SDS-PAGE 12%. Os poços 1 e 2 representam as frações obtidas a partir da eluição com uréia 8M 

pH 5,9; os poços 3 e 4 as frações da eluição com uréia 8M pH 4,5 e o poço 5 representa o marcador de 

massa molecular (Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).

30kDa

~29kDa
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         1                2             3             4             5

Figura 14 – Diálise da purificação contra tampão 3 (pH 4,5) após centrifugação. Os poços 1 e 3 

representam o sobrenadante; os poços 2 e 4 o pellet com a proteína e o poço 5 representa o marcador de 

massa molecular (Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).

Para a purificação da proteína por cromatografia de afinidade em coluna com 

resina Ni-NTA, a proteína MEHCV foi solubilizada com Guanidina HCl 6M pH 8,0 e 

eluida com Uréia 8M pH 5,9 e pH 4,5 (dado não mostrado).

~29kDa
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5 DISCUSSÃO

Na  população  mundial,  o  HCV  apresenta  uma  alta  heterogeneidade  e  uma 

distribuição geográfica diferenciada quanto aos seus subtipos, o que pode influenciar 

alguns aspectos relativos à patogenia, infecção e uma baixa resposta terapêutica. No 

Brasil,  em  recente  estudo  realizado  em  1688  indivíduos  infectados  pelo  HCV,  foi 

verificada a seguinte freqüência: 64,9% para o genótipo 1; 4,6% para genótipo 2; 30,2% 

para  genótipo  3;  0,2%  para  genótipo  4  e  0,1%  para  genótipo  5,  encontrando-se 

diferenças regionais para esta distribuição (Campiotto et al., 2005). 

No trabalho de Martins et al. (2006), foram determinados os genótipos do HCV 

circulantes na Região Centro-Oeste do Brasil em amostras de 250 doadores de sangue 

anti-HCV positivos. Em 205 destas foi confirmada a positividade para anti-HCV e em 

165 foi detectado o RNA-HCV, as quais foram genotipadas. Os tipos 1, 2 e 3 do HCV 

foram encontrados em 67,9%; 3% e 29,1% dos doadores, respectivamente. No Estado 

de  Mato  Grosso  do  sul,  os  subtipos  1a  e  1b  foram igualmente  detectados  (36,8%), 

seguidos por 3a (21,1%), enquanto no Distrito Federal, o subtipo 3a (39%) foi mais 

freqüente que 1a (31,7%), sendo o restante (29,3%) identificado como subtipo 1b. Em 

Goiás  e  Mato Grosso,  o  mais prevalente  foi  o  subtipo 1a com 50%, seguido pelos 

subtipos  3a  (30,9%)  e  1b  (29,5%),  respectivamente.  Desse  modo,  a  escolha  das 

seqüências  imunodominantes  dos  genótipos  do  HCV  foi  fundamentada  na  maior 

freqüência encontrada na região no momento do início deste trabalho.

Baseado na abordagem de  Dipti  et  al. (2006),  o  gene  sintético  MEHCV foi 

desenhado  semelhante  à  proteína  multiepítopo  indiana  (HCVFMEP),  mas  com  a 

inclusão de seqüências imunodominantes dos mais prevalentes sorotipos presentes no 

Brasil (sorotipos 1a e 3a) e uma His-tag na região C-terminal para facilitar a purificação 

da proteína recombinante expressa em bactéria. A escolha dos epítopos foi baseada em 

vários estudos, onde esses deveriam ser imunodominantes, lineares, filogeneticamente 

conservados na maioria  dos genótipos do HCV, espalhados em diferentes partes do 

mundo e apresentar anticorpos específicos para anti-HCV (Khudyakova  et al.,  1995; 

Sailberg et al., 1992; Dipti et al., 2006). Foram selecionados os epítopos representando 

as seguintes proteínas do HCV dos genótipos 1a e 3a: core (1a), core (3a), NS3 (1a), 

NS4A (1a), NS4B (1a) e NS5 (1a), cujas seqüências foram obtidas a partir do site da 

European Hepatitis C Virus Database - http://euhcvdb.ibcp.fr/euHCVdb/. 
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O uso de uma proteína multiepítopo foi devido a uma considerável redução nos 

custos  de  produção  dos  kits de  detecção  do  HCV,  pois  essa  substitui  as  diversas 

proteínas  recombinantes  e  peptídeos  que  compõem  estes  kits.  Dipti  et  al.  (2006), 

recentemente, expressou com sucesso uma proteína multiepítopo consistindo de vários 

epítopos  imunodominantes  lineares  de  proteínas  estruturais  e  não-estruturais  do 

principal sorotipo HCV presente na Índia. O gene sintético foi expresso com sucesso em 

E. coli e a proteína recombinante purificada foi eficientemente testada em um  kit de 

diagnóstico para hepatite C.

A clonagem do gene MEHCV no vetor de expressão bacteriano pET-21a foi 

obtida com sucesso, pois o gene possui sítios de restrição que também estão presentes 

no vetor de expressão. O plasmídio pET-21a é comercializado pela Novagen e é um 

típico vetor de expressão induzida intracelular para E. coli. Neste vetor, a transcrição do 

gene heterólogo é controlada pelo forte promotor viral T7 e este é reprimido pela região 

operadora lac onde se liga o repressor lac. Para utilizar este vetor é preciso transformá-

lo em uma célula que possua o gene da T7 RNA polimerase no cromossomo, como é o 

caso da E. coli BL21 DE3 (pLysS).

A  expressão  de  proteínas  heterólogas,  geralmente,  é  realizada  utilizando-se 

cepas de  E. coli  como célula hospedeira. Este emprego é amplamente difundido por 

causa  da  facilidade  e  baixo  custo  de  se  cultivar  E.  coli,  e  pela  reprodutibilidade  e 

abundância de proteína que se produz (Huang et al., 2004). O DNA deve ser clonado de 

maneira que sua fase de leitura (ORF) fique em orientação com o códon de iniciação 

ATG. Além disso, um vetor para expressão em  E. coli  deve apresentar as seguintes 

características:  origem de  replicação,  região  promotora,  sítio  múltiplo  de  clonagem 

(Polylinker), gene de resistência a antibióticos e um ATG iniciador (Maranhão  et al., 

2003). Um sinal de terminação da tradução (códon de terminação) também deve estar 

presente  no  vetor  ou  ser  adicionado  no  inserto.  Uma  vez  construído,  o  vetor  de 

expressão contendo a seqüência codificadora da proteína de interesse é utilizado para a 

transformação bacteriana.

Na indução foram utilizadas células competentes de E. coli BL21 DE3 (pLysS), 

porque  esta  célula  possui  o  gene  da  T7  DNA polimerase  clonado  no  genoma sob 

repressão do operador  lac e uma vez  adicionado o IPTG, ocorre a expressão da T7 

polimerase, que, por sua vez, transcreve o gene heterólogo. O pLysS, presente na célula 

hospedeira, possui o gene da T7 lisozima que inativa a T7 RNA polimerase, impedindo 

a  expressão do gene.  Quando o IPTG é adicionado, a  quantidade de T7 lisozima é 
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inferior a da T7 RNA polimerase produzida. Conseqüentemente, esta polimerase se liga 

ao T7 promotor presente no vetor pET, ativando a expressão do gene heterólogo. A 

imunodectecção de proteína em membrana de nitrocelulose (Western blot) foi realizada 

para confirmar a presença da  His-tag. Esta técnica consiste na detecção de pequenas 

quantidades de proteínas adsorvidas em uma membrana de nitrocelulose pela reação 

com  anticorpos  específicos  desenvolvidos  para  reconhecer  o  polipeptídeo  que  está 

sendo analisado (Brígido et al., 2003).

A  purificação  do  MEHCV  foi  realizada  por  cromatografia  de  afinidade  em 

resina Ni Sepharose 6 Fast Flow (Amershan Biosciences). Esta resina é ideal para uma 

rápida e reprodutível purificação de proteínas com cauda de  His,  pois tem uma alta 

capacidade  de  ligação  a  estas  proteínas.  Além disso,  ela  é  pré-carregada  com íons 

Níquel e é compatível com grande variedade de agentes redutores, detergentes e outros 

aditivos  comuns  utilizados  no  processo  de  obtenção  e  purificação  de  proteínas 

recombinantes.

Como a purificação da proteína multiepítopo não foi total, uma nova purificação 

desta proteína, por cromatografia de afinidade em coluna com resina Ni-NTA (Hitrap 

Chelating HP – Amershan Biosciences) foi realizada. Esta coluna é específica para a 

purificação  de  proteínas  com cauda de  His,  usando diferentes  íons  metais,  ou  seja, 

aperfeiçoa  a  purificação  da  proteína  mesmo  quando  os  íons  Níquel  (muitas  vezes 

utilizados na purificação de proteínas recombinantes com cauda His-tag) não forem a 

melhor escolha de íon metais. No entanto, não houve esta purificação devido à presença 

de proteínas celulares. Sendo assim, na tentativa de alcançar a purificação total desta 

proteína  multiepítopo,  seria  interessante  a  utilização  de  um novo  protocolo,  com a 

extração dos corpos de inclusão (proteína no interior da célula), onde todas as proteínas 

celulares solúveis seriam retiradas da solução.
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6 CONCLUSÕES

6.1 O  desenho  do  gene  sintético  (MEHCV),  a  sub-clonagem  deste  em  vetor  de 

expressão de E.coli, a expressão dos genes clonados em E. coli e a purificação da 

proteína  multiepítopo  expressa  foram  obtidos  com  sucesso.  Entretanto,  a 

purificação da proteína, por cromatografia de afinidade em resina Ni Sepharose 6 

Fast Flow (Amershan Biosciences), não foi total.

6.2 A  purificação  por  cromatografia  de  afinidade  em  coluna  com  resina  Ni-NTA 

(Hitrap  Chelating  HP  –  Amershan  Biosciences)  não  foi  alcançada,  devido  a 

presença de proteínas celulares na solução.

6.3 Na  tentativa  de  alcançar  a  purificação  total  desta  proteína  multiepítopo  seria 

interessante  a  utilização  de  um novo  protocolo,  com a  extração  dos  corpos  de 

inclusão, onde todas as proteínas celulares solúveis seriam retiradas da solução.
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ANEXO

Protocolo Geral

1. Clonagem dos genes

1.1 Digestão do vetor pBluescript SK contendo a seqüência MEHCV

10µL do vetor pBluescript SK foram digeridos com 1,5µL de NdeI e 1,5µL de 

XhoI (enzimas de restrição), juntamente com 3µL de tampão NEB 4 mais 14µL de H2O 

destilada, para liberação do inserto. A análise desta digestão foi feita em gel de agarose 

0,8% com brometo de etídeo (solução uso: 0,1-0,5µg/mL), utilizando o marcador 1kb 

DNA ladder (Promega).

1.2 Purificação do inserto após digestão

A purificação do inserto foi feita com o kit da Invitrogen,  Purelink Quick Gel  

Extration kit, de acordo com as recomendações do fabricante. 

1.3 Digestão do vetor pET-21a

  10µL do vetor pET-21a foram digeridos com 1,5 µL de NdeI e 1,5 µL de XhoI, 

juntamente com 3µL de tampão NEB 4 mais 14µL de H2O destilada, para sub-clonagem 

do inserto.

1.4 Sub-clonagem (ligação) do inserto no vetor pET-21a

2µL do inserto foram sub-clonados em 2µL do vetor pET-21a, juntamente com 

1µL da enzima T4 DNA ligase (USB) mais 1µL de tampão 10x (USB) e 4µL de H2O 

mili-Q.  Este  sistema de  ligação  foi  incubado na  câmara  fria  em banho-maria  16°C 

overnight.



1.5 Transformação da ligação em célula hospedeira E. coli Top 10

 5µL do sistema de ligação foram inoculados em 100µL de célula competente E. 

coli  Top 10 e incubado no gelo por 30 minutos.  Após esse tempo, foi aplicado um 

choque térmico a 42°C por 90 segundos seguindo-se uma rápida incubação no gelo por 

mais 2 minutos. Em tubo  Falcon  15mL, foi adicionado 1mL de meio LB (extrato de 

levedura 0,5%; peptona de caseína 1%; cloreto de sódio 1%; [pH 7,2]) mais as células 

transformadas. O crescimento da cultura foi realizado sob agitação de 250rpm por 1 

hora a 37°C. A seguir, o sistema foi plaqueado em duas placas contendo LB ágar mais 

100µg/mL de ampicilina: uma placa com 100µL do sistema de transformação e outra 

com o restante das células após breve centrifugação para concentração do sistema. As 

placas foram incubadas em estufa à 37°C overnight.

Após a  transformação,  seis  colônias  isoladas  foram inoculadas  em 15mL de 

meio LB com 100µg/mL de ampicilina. As culturas foram crescidas sob agitação de 

250rpm a 37°C  overnight. Foram realizadas mini-preparações de plasmídeos por lise 

alcalina (Mini-Prep) destas seis culturas para obtenção do plasmídeo intacto, por meio 

das seguintes etapas:

-  Coleta  de  1,5mL da  cultura  em tubos  tipo  eppendorf por  centrifugação  à 

10.000x g/ 2minutos;

- Descarte do sobrenadante e adição de mais 1,5mL de cultura ao mesmo tubo e 

repetir a centrifugação nas mesmas condições;

- Descarte do sobranadante, re-suspensão das células em 200µL de solução I 

(tris-HCl 25mM, [pH 8,0]; EDTA 10mM, [pH 8,0] e glicose 50mM);

- Adição de 400µL de solução II (hidróxido de sódio 0,2M e SDS 1%) preparada 

na  hora,  lentas  inversões  do  tubo para  misturar  bem e  incubação no  à  temperatura 

ambiente por no máximo 5 minutos. Nesta etapa, a solução deve ficar mais viscosa em 

razão da lise das células;

- Adição de 300µL de solução III (acetato de potássio 5M-60mL; ácido acético 

glacial 11,5mL; H2O qsp 100mL; [pH 4,8-5,0]), inversões do tubo e incubação no gelo 

por 5 minutos. Deve ser observada a formação de um precipitado branco correspondente 

ao DNA cromossomal;

- Centrifugação a 10.000x g/ 5minutos;

-  Transferência  do  sobrenadante  para  outro  tubo  tipo  eppendorf,  adição  de 

750µL de isopropanol e inversão do tubo por várias vezes;



- Centrifugação a 10.000x g/ 5minutos;

- Descarte do sobrenadante e re-suspensão do precipitado em 200µL de TE (tris-

HCl 10mM, [pH 8,0]; EDTA 1mM, [pH 8,0]);

-  Adição  de  110µL de  acetato  de  amônio  7,5M e  vigorosa  homogeneização 

(vortex);

- Centrifugação a 10.000x g/ 10 minutos;

-  Transferência  do  sobrenadante  para  outro  tubo  tipo  eppendorf,  adição  de 

750µL de etanol 100% e inversão do tubo por várias vezes;

- Centrifugação a 10.000x g/ 5 minutos;

- Descarte do sobrenadante e lavagem do precipitado com etanol 70%;

- Centrifugação a 10.000x g/ 2 minutos;

- Descarte do sobranadante e secagem do precipitado;

- Re-suspensão do precipitado em H2O mais RNase 4mg/mL.

 

Após  a  mini-prep,  foi  feita  uma  digestão  de  4µL  do  plasmídeo  intacto 

(pETMEHCV) com 0,5µL de  NdeI e 0,5µL de XhoI, juntamente com 1µL de tampão 

NEB 4 mais 4µL de H2O, para confirmação da presença do inserto. A análise desta 

digestão foi feita em gel de agarose 0,8% com brometo de etídeo, utilizando o marcador 

1kb ladder plus (Invitrogen).

2. Preparo de células competentes E. coli BL21 DE3 (pLysS)

- Inoculação de BL21 DE3 (pLysS) em placa de meio LB e incubação em estufa 

a 37°C overnight;

- Escolha de uma colônia isolada para fazer o pré-inóculo em 5mL de meio LB 

sob agitação de 250rpm a 37°C overnight;

-  Inóculo  com 2mL do  pré-inóculo  em 30mL de  meio  LB sob  agitação  de 

250rpm a 37°C overnight;

- Verificação da densidade óptica (OD600) até atingir 0.3 (± 1hora e 40 minutos);

- Centrifugação por 10 minutos a 3000rpm e 4°C;

- Ressuspensão do pellet em 10mL de CaCl2 100mM a 4°C;

- Centrifugação por 10 minutos a 3000rpm e 4°C;

- Ressuspensão do pellet em 1mL de CaCl2 100mM (4°C);



Em 100µL de células competentes BL21 DE3 (pLysS) recém-preparadas foram 

inoculados 3µL do plasmídeo intacto pETMEHCV e incubado no gelo por 30 minutos. 

A  partir  desse  momento,  foi  feito  o  processo  de  transformação  como  descrito 

anteriormente.

2.1 Indução da expressão do gene MEHCV em E. coli

Após a transformação, foi feito um pré-inóculo em tubos estéreis de 50mL, com 

20mL de  meio  LB  mais  ampicilina  inoculado  com  um  clone  isolado  da  placa  de 

transformação. A cultura foi crescida sob agitação de 250rpm a 37°C overnight. Foram 

inoculados 10mL do pré-inóculo em 200mL de meio LB mais ampicilina seguindo-se 

incubação sob agitação de 250rpm a 37°C por 30 minutos. Em seguida, o crescimento 

celular foi acompanhado até atingir OD600nm igual a 0,6. Neste momento, foi retirada 

uma alíquota de 1,5mL (tempo zero), que foi centrifugada por 2 minutos a 12.000rpm, 

descartando o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 50µL de tampão de amostra 

2x SDS-PAGE (tris-HCl 200mM, [pH 6,8]; SDS 4%; β-mercaptoetanol 4%; glicerol 

20%; azul de bromofenol 0,1%). No restante da cultura foi adicionado IPTG 1mM e 

incubou-se sob agitação de 250rpm a 37°C por 1 hora. Alíquotas de células (1mL cada) 

foram retiradas  de  uma  em uma  hora  para  análise  em  SDS-PAGE.  Cada  alíquota 

coletada foi centrifugada por 2 minutos a 12.000rpm, descartando o sobrenadante e re-

suspendendo o pellet em 50µL de tampão de amostra 2x SDS-PAGE. As alíquotas dos 

tempos 0,  1,  2  e  3  foram incubadas  por  5  minutos  a  100°C e,  em seguida,  foram 

analisadas  em  2  géis  por  SDS-PAGE  (Gel  concentrador  5%  e  Separador  12%), 

utilizando  o  marcador  de  massa  molecular  (Invitrogen-BenchMark  Protein  Ladder). 

Após a corrida, o primeiro gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25%; 

metanol 30% e ácido acético glacial 7% por uma hora, descorado com metanol 30% e 

ácido acético glacial 7%, por duas lavagens de 1 hora cada e observado através de um 

transiluminador. 

O segundo gel foi utilizado para imunodetecção da proteína em membrana de 

nitrocelulose  (Western  blot).  Primeiramente,  o  gel  foi  incubado  em  tampão  de 

transferência (trizma base 5,8g; glicina-HCl 2,9g; SDS 0,37g; Metanol 200mL e H2O 

qsp 1000mL) por 5 minutos. Enquanto isso foram recortados doze pedaços de filtro 

Whatmann e um pedaço do filtro de nitrocelulose (usando luvas e pinças ao manipular a 



nitrocelulose)  do  tamanho  do  gel  a  ser  transferido.  Em  seguida,  estes  filtros  e  a 

membrana foram encharcados com o mesmo tampão de transferência. 

Sobre o eletrodo de grafite da cuba de transferência, foi montado o sanduíche de 

transferência na seguinte ordem: eletrodo positivo, seis pedaços de filtro  Whatmann, 

nitrocelulose,  gel,  seis  pedaços  de  filtro  Whatmann,  eletrodo  negativo.  Para  evitar 

defeitos na transferência,  foi  passado um bastão de vidro sobre a nitrocelulose para 

remover eventuais bolhas. A transferência foi iniciada, conectando-se a cuba à fonte de 

alimentação, com uma corrente constante a 5.5mA/cm2 do minigel e uma voltagem de 

10V por 30 minutos. Após, a membrana foi corada com Ponceau'S 1x por 5 minutos sob 

agitação, descorada com H2O destilada e lavada por três vezes de 5 minutos cada, com 

PBS (cloreto de sódio 150mM, fosfato de sódio monobásico 10mM, nitrito de sódio 

0,05%; [pH 7,4]) sob agitação. Em seguida, a membrana foi bloqueada com 5g de leite 

desnatado mais 100mL de PBST (PBS com 0,1% Tween 20) e incubada por 1 hora a 

temperatura ambiente no agitador. Após a incubação, a membrana foi lavada por três 

vezes  de  5  minutos  cada,  com  PBS,  sob  agitação.  O  anticorpo  His-tag (1:1000) 

conjugado  da  Sigma  foi  colocado  sobre  a  membrana  e  incubado  por  2  horas  a 

temperatura ambiente sob agitação. A seguir, a membrana foi lavada por três vezes de 5 

minutos cada, com PBS, sob agitação e revelada com 1mL de NBT (nitroazultetrazólio 

mais dimetil formamida a 70%) e 1mL de BCIP (fosfato de bromo cloroindolil) por 2 

minutos. E antes que o fundo da membrana começasse a ficar colorido, a reação foi 

finalizada lavando a membrana com H2O destilada. A membrana foi secada e guardada 

em papel de filtro à temperatura ambiente.

3. Purificação do MEHCV

Após a indução de 200mL de cultura de células expressando MEHCV, as células 

foram coletadas por centrifugação usando-se o rotor R10A3 (Hitachi), por 20 minutos a 

6000rpm  a  4°C.  O  sobrenadante  foi  descartado  e  o  pellet foi  reservado  para  a 

purificação da proteína. A purificação foi iniciada com a solubilização do  pellet em 

5mL do tampão de lise (6M de guanidina HCl; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de tris-HCl 

[pH 8,0]),  seguindo  com  6  pulsos  de  sonicação  por  10  segundos  cada  (sonicador 

Ultrasonic Processor/80-100 tune for minimum) e incubação a 4ºC por 16 horas. 

O material lisado foi centrifugado por 30 minutos a 8000rpm e o sobrenadante 

(4mL) foi transferido para um novo tubo Falcon de 15mL contendo 4mL de resina Ni 



Sepharose 6 Fast Flow (Amershan Biosciences) pré-equilibrada com tampão de lise (2 

vezes o volume da resina). O sistema foi incubado sob agitação orbital por 1 hora a 

16°C.  A seguir,  foi  feita  uma centrifugação por 2 minutos a  2000rpm e coletado o 

sobrenadante (flow-through). O sistema foi lavado extensivamente com tampão 1 (8M 

de uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de tris-HCl [pH 6,3]), por 5 vezes com 6mL do 

tampão 1 e eluida com tampão 2 (8M de uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de tris-HCl 

[pH 5,9]), por 4 vezes com 1mL do tampão 2 e novamente eluida com tampão 3 (8M de 

uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de tris-HCl [pH 4,5]), por 4 vezes com 1mL do tampão 

3. Após cada lavagem, foram coletadas alíquotas do sobrenadante para análise posterior 

em gel desnaturante. A seguir, foram separados 16µL de cada alíquota e acrescentado 

4µL de  tampão de  amostra  2x  SDS-PAGE e  incubados  por  5  minutos  a  100ºC.  A 

análise destas frações foi feita em SDS-PAGE que foi corado com Coomassie Brilliant  

Blue R-250 0,25%; metanol 30% e ácido acético glacial 7% por uma hora, descorado 

com metanol  30% e ácido acético glacial  7%, por  duas lavagens  de 1 hora  cada e 

observado através de um transiluminador. 

O restante  do sistema foi  submetido  à  diálise  contra  tampão 3  (pH 4,5)  em 

membrana de celulose overnight na câmara fria. Como houve precipitação do sistema, o 

material  foi  centrifugado.  Em  15µL  do  sobrenadante  foram  adicionados  15µL  de 

tampão  de  amostra  2x  SDS-PAGE  e  no  pellet 25µL  de  tampão,  incubando  por  5 

minutos  a  100°C.  A  seguir,  fez-se  um  novo  gel  de  poliacrilamida  corado  com 

Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25%; metanol 30% e ácido acético glacial 7% por 

uma hora, descorado com metanol 30% e ácido acético glacial 7%, por duas lavagens de 

1 hora cada e observado através de um transiluminador, para confirmar que a proteína 

recombinante  estava  no  pellet.  Sendo  assim,  todas  alíquotas  com  o  pellet foram 

solubilizadas com 25µL de bicarbonato de amônio 50mM (pH 6,5). 

A seguir  foi  feita a dosagem da concentração desta  proteína pelo método de 

Bradford. A leitura de 10µL da amostra juntamente com 90µL de água destilada mais 

1mL do reagente de  Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250,  etanol 95% e ácido 

fosfórico 85%), foi feita em espectrofotômetro (595nm) após 10 minutos de incubação à 

temperatura ambiente, onde foi observada uma concentração de 2,5mg de proteína por 

mL. O restante das alíquotas foram armazenadas a 4°C.

Para a purificação da proteína por cromatografia de afinidade em coluna com 

resina Ni-NTA (Hitrap Chelating HP, 1mL - Amershan Biosciences), foi realizada uma 

nova indução, como descrito anteriormente. Em seguida, as células foram coletadas por 



centrifugação usando-se o rotor R10A3 (Hitachi), por 20 minutos a 6000rpm a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi reservado para a purificação. Esta foi iniciada 

com a solubilização do pellet em 5mL do tampão de lise (6M de Guanidina HCl; 0,1M 

de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl [pH 8,0]), seguindo com 6 pulsos de sonicação por 10 

segundos cada (sonicador Ultrasonic Processor) e incubação a 4ºC por 16 horas. 

O material lisado foi centrifugado por 30 minutos a 8000rpm e o sobrenadante 

(3mL)  foi  transferido  para  a  coluna  com  resina  Ni-NTA,  lavada  (utilizando  uma 

seringa) com 5mL de H2O destilada; em seguida; 0,5mL de 0,1M de sulfato de níquel 

(NiSO4) e por último, 3mL de H2O destilada; e pré-equilibrada com 5mL de tampão de 

lise.  Após  todo  material  passar  pela  coluna  (1mL  por  minuto),  esta  foi  lavada 

extensivamente com tampão 1 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl 

[pH 6,3]), por 5 vezes com 1mL do tampão 1; eluida com tampão 2 (8M de Uréia; 0,1M 

de  NaH2PO4;  0,01M de Tris  HCl [pH 5,9]),  por  4  vezes  com 1mL do tampão 2 e 

novamente eluida, com tampão 3 (8M de Uréia; 0,1M de NaH2PO4; 0,01M de Tris HCl 

[pH 4,5]), por 4 vezes com 1mL do tampão 3. Após cada lavagem (1mL por minuto), 

foram coletadas alíquotas para análise posterior em gel desnaturante. A seguir, foram 

separados 16µL de cada alíquota e acrescentado 4µL de tampão de amostra 2x SDS-

PAGE e incubados por 5 minutos a 100ºC. A análise destas frações foi feita em gel 

SDS-PAGE, que foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25%; metanol 30% 

e ácido acético glacial 7% por uma hora, descorado com metanol 30% e ácido acético 

glacial  7%  por  duas  lavagens  de  1  hora  cada  e  observado,  através  de  um 

transiluminador. 


