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RESUMO 
 

A condução de triagem sorológica de doadores de sangue é obrigatória e regulada 
na legislação brasileira. De acordo com o BNDES, o Brasil gasta em média 200 
milhões de dólares ao ano com insumos de imunodiagnóstico. Com a finalidade de 
minimizar estes gastos e disponibilizar um kit de alto valor diagnóstico para o SUS, 
foi criado o Instituto Nacional de Inovação em Diagnóstico para a Saúde Pública 
(INDI-Saúde), com sede e coordenação no Instituto Carlos Chagas – ICC/FIOCRUZ. 
O projeto de doutorado constitui-se de um subprojeto do INDI-Saúde, cujo objetivo 
foi produzir e verificar antígenos sintéticos de HIV1-2, HCV e HTLV 1-2 que serão 
futuramente incorporados nos kits de diagnósticos multiplex (utilizando o sistema 
xMAPLuminex) a serem desenvolvidos no Brasil. Para este fim, foram criadas 
sequências consenso e cepa específicas como também modelos de antígenos 
diferentes. Entre eles antígenos completos, truncados, sem região trans-membrana, 
regiões hidrofílicas e construções híbridas. Foram utilizadas sequências de vírus 
circulantes no Brasil. Foram construídos 42 antígenos, entre eles 27 foram 
expressos e purificados usando o sistema de expressão procariota. Os protocolos 
usados para produção dos antígenos variam com cada antígeno e foram 
estabelecidos e modificados durante o desenvolvimento desta tese. A verificação da 
antigenicidade foi feito com Western Blot, ELISA e xMAPLuminex, usando soros de 
referência. Desta forma foram construídos 10 antígenos com alta especificidade e 
sensibilidade e mais 5 promissores que ainda precisam ser verificados pelo 
xMAPLuminex. A partir desses resultados foram iniciados os pré-testes para o 
desenvolvimento de um teste multiplex para HIV incluindo os antígenos p24HIV1, 
gp41∆HIV1, gp120∆HIV1, usando a tecnologia xMAPLuminex. Possibilitando ainda 
a inclusão de antígenos de outros vírus futuramente no mesmo teste. Sobretudo, foi 
submetido um artigo ao Journal of Virological Methods (Classificação Capes, Saúde 
Coletiva: A2). 
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BRAND, Heike. Development of diagnostics for serological screenin g of various 
viral infections. 2014. Thesis (PhD in Public Health) - Centro de Pesquisas Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2014. 
 

            
                  ABSTRACT 

 
The conduction of serological screening of blood donors is mandatory and regulated 
by Brazilian legislation. According to BNDES, Brazil spends an average of $ 200 
million per year for immunodiagnostic supplies. In order to minimize these expenses 
and to apply those diagnostic kits in laboratory facilities of the SUS, was created the 
National Institute of Diagnostics and Innovation for Public Health (INDI-Saúde), 
based and coordinated at the Institute Carlos Chagas - ICC/ FIOCRUZ. This PhD 
project constitutes a subproject of INDI-Saúde, whose goal was to produce and 
prevalidate synthetic antigens of HIV1-2, HCV and HTLV1-2 which will be 
incorporated in future multiplex diagnostic kits (usinag xMAPLuminex tecnology) to 
be developed in Brazil. To this end, consensus and strain specific sequences, from 
circulating virus in Brazil, as well as different models of antigens were created. Those 
include complete, truncated and hybrid forms as well as those without 
transmembrane region or the use of only hydrophilic regions. Like this, 42 antigens 
were built and 27 expressed and purified using the prokaryotic expression system. 
The protocols used for the production of antigens vary with each antigen and were 
established and modified during the development of this thesis. Verification of 
antigenicity was done by Western Blot, ELISA and xMAPLuminex using reference 
sera. Thus, 10 antigens with high specificity and sensitivity and five more to be 
promising, which still need to be checked by xMAPLuminex, were built. From those 
results pretests for developing a multiplex assay including HIV p24HIV1, gp41∆HIV1 
and gp120∆HIV1 antigens using the xMAPLuminex technology were initiated. Still 
allowing the inclusion of more antigens and from other viruses in future, in the same 
test. Above all, it was an article submitted to the Journal of Virological Methods ( 
Rating Capes , Public Health: A2 ) . 
 

Keywords: antigens, microspheres, ELISA, serology, HIV, HCV, HTLV 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Ao longo das últimas décadas a prática da medicina progrediu intensamente, 

salvando vidas de milhares de pessoas, devido ao desenvolvimento de métodos 

diagnósticos, tratamento e esclarecimento de fatores de riscos. Um desenvolvimento 

que se destaca é a transfusão de sangue. Esta é realizada em casos de perdas de 

sangue aguda (acidentes, cirurgias e anemias sintomáticas), queimaduras graves e 

doenças hereditárias (hemofilia) (OLIVEIRA et al., 2003). A primeira transfusão de 

sangue foi realizada no século 19, embora ainda pouco eficiente, devido aos seus 

efeitos adversos.  

Com a descoberta dos grupos sanguíneos os A, B e O por Landsteiner no 

início do século 20, essa avançou para um tratamento mais seguro relacionado aos 

efeitos adversos de incompatibilidade entre doador e receptor do sangue. As 

reações adversas são classificadas em aguda (reação hemolítica aguda - ABO), 

tardia, imunológicas e não imunológicas. Entre as reações tardias não-imunológicas 

se encontram as doenças infecciosas causadas pelo vírus da imunodeficiência 

humana (HIV), vírus da hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV), citomegalovírus 

(CMV), vírus linfotrópico da célula T humana (HTLVI/II), Vírus do oeste do Nilo 

(WNV), Malária, Brucelose, Babesiose, Doença de Chagas, Parvovirose e Sífilis 

(OLIVEIRA et al., 2003).  

Com o surgimento dos primeiros casos de HIV/AIDS, na década 1980, e a 

descoberta da transmissão desse vírus por transfusão sanguínea, o foco para 

melhorar a segurança e diminuir os riscos tardios mudou para a detecção de 

agentes etiológicos. Calcula-se que nos EUA, Japão, França e Canadá entre 1980 e 

1990, milhares de pessoas foram infectadas por transfusões com sangue 

contaminado. A falta de regulamento legislativo, administração política falsa e a 

comercialização de produtos sanguíneos foram identificadas como causadores 

desses escândalos (ANDERSON et al., 2007). O histórico mostra a trajetória pessoal 

e o impacto social relacionado a transfusões, como também esclarece a 

responsabilidade política para definir uma Hemovigilância adequada. Assim, a partir 

dessa época, vários países estabeleceram normas para melhorar a segurança dos 

produtos sanguíneos. Parte dessas são a triagem sorológica do sangue, seleção de 

doadores e processamento adequado das bolsas sanguíneas e hemoderivados. A 

legislação brasileira, Portaria no 1.376/1993 e Resolução no 343/2002 do Ministério 
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da Saúde, determina que para cada doação seja obrigatório a triagem sorológica, 

com exames laboratoriais de alta sensibilidade dos seguintes agentes 

infectocontagiosos os: HIV1 e HIV2, HTLV I e HTLV II, HCV, HBV, T. cruzi, 

Treponema pallidum, Plasmodium em áreas endêmicas de malária e CMV para 

pacientes imunossuprimidos (CARRAZONE et al., 2004).  

Nas últimas décadas, uma grande variedade de testes diagnósticos foram 

desenvolvidos, como por exemplo, técnicas de isolamento viral, PCR e ELISA, 

sendo os dois últimos os mais utilizados (KUHNS et al., 2006; STUERMER et al., 

2009;).  

Os testes diagnósticos em geral movimentam mundialmente cerca de 25 

bilhões de dólares por ano, constituindo um setor de biotecnologia altamente 

dinâmico, embora a disseminação da produção ainda seja restrita. No Brasil, ainda 

não existe uma tradição neste campo industrial, criando-se uma dependência 

comercial em relação à importação desses produtos. De acordo com o BNDES, o 

Brasil gasta em média 200 milhões de dólares ao ano com insumos de 

imunodiagnóstico (GADELHA, 2008).  

Com a finalidade de minimizar estes gastos foi criado (dentro da iniciativa dos 

projetos de Institutos Nacionais de Ciência e Tecnologia – INCT do CNPq) o Instituto 

Nacional de Inovação em Diagnóstico para a Saúde Pública (INDI-Saúde), com sede 

e coordenação no Instituto Carlos Chagas – ICC/FIOCRUZ. A meta deste INDI-

Saúde é a nacionalização de insumos e sistemas de diagnósticos, reduzir os custos 

de importação no setor de imunodiagnóstico, reduzir a dependência tecnológica 

brasileira, fortalecer o Sistema Único de Saúde – SUS e qualificar recursos 

humanos, aumentando assim ainda a oferta de empregos nesta área emergente.  

Este projeto de Doutorado é um subprojeto do INDI-Saúde, cujo objetivo 

principal foi produzir e verificar antígenos sintéticos de HIV1-2, HCV e HTLV 1-2 que 

serão futuramente incorporados nos kits de diagnósticos multiplex a serem 

desenvolvidos, usando novos métodos diagnósticos, como o sistema de 

xMAPLuminex. A meta foi a produção de antígenos protéicos, de alta qualidade, 

para aumentar a sensibilidade e a especificidade dos kits de diagnóstico em 

desenvolvimento por este instituto. É necessário salientar, que para este fim, foram 

usados especialmente antígenos de subtipos de virais circulando no Brasil.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Agentes etiológicos 

 

Vírus são os menores dentre os organismos autoreplicantes e a sua estrutura 

é usada para sua taxonomia. Essa inclui a morfologia viral (tamanho, forma, simetria 

do capsídeo, presença ou ausência do envelope), propriedades físicas (estrutura do 

genoma, sensibilidade ao tratamento químico ou físico, carboidrato, proteínas 

estruturais e não estruturais), propriedades biológicas e antigenicidade (estratégia 

de replicação, hospedeiro, modo de transmissão, patogenicidade). Os vírus causam 

uma variedade de doenças no hospedeiro ou se manifestam como infecções 

latentes em indivíduos assintomáticos.  

 

2.1.1 Vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

 

2.1.1.1 Histórico 

 

HIV-1 e -2 foram identificados como cross-especies que evoluíram 

filogeneticamente do simian immunodeficiency vírus (SIV) de macacos africanos e 

que foram transmitidos por primatas não-humanos (BUTLER et al., 2007). Um 

“ancester” vírus de HIV-1/2 provavelmente já existiu no início do século 20, todavia o 

HIV apareceu somente na década 80 quando foram relatados os primeiros casos 

inexplicáveis de linfadenopatia e imunodeficiência em humanos. Em 1983, o HIV-1 

for extraído de indivíduos assintomáticos por Luc Montagnier (Instituto 

Pasteur/França) e posteriormente em pacientes com AIDS por Robert Gallo 

(NIH/EUA). O vírus inicialmente foi nomeado HTLVIII e mais tarde renomeado em 

HIV-1. Em 1986 um vírus parecido, mas imunologicamente distinto, foi encontrado 

em indivíduos habitando em países da África oeste, chamado HIV-2 (FIELDS, 2007).  

 

2.1.1.2 Transmissão e Doença 

 

A transmissão dos HIV-1/2 ocorre por via sexual, vertical de mãe para filho ou 

pelo contato direto com sangue infectado, como por exemplo, transfusões de 
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sangue, acidentes, compartilhamento de agulhas e seringas entre usadores de 

drogas intravenosas (STUERMER, 2009). Os vírus infectam principalmente os 

linfócitos T (CD4+), como também macrófagos e provavelmente células dendríticas 

as quais são importantes para o sistema imune do hospedeiro. O tropismo celular é 

devido aos receptores de superfície celular, necessários para a entrada do vírus na 

célula. Normalmente, o receptor CD4 e um dos coreceptores da família de 

quimocínas são usados in vivo pelo vírus. A maior diferença entre HIV-1 e HIV-2 é a 

patogênicidade reduzida e um controle imune maior no caso de HIV-2 (REEVES et 

al., 2002). A infecção por HIV-1/2 pode ser latente por algum tempo, mas com o 

progresso da infecção (2-10 anos) geralmente se desenvolve para AIDS (síndrome 

de imunosuficiência adquirido) que pode levar à morte. Sendo o desenvolvimento 

para AIDS, em caso da infecção por HIV-2, mais lento. AIDS é caracterizado por 

linfoadenopatia, infecções oportunistas especificamente pneumonia por 

Pneumocystis carinii, retinite associado ao citomegalovírus, cryptococcal meningite e 

uma variedade de câncer incomum, como o linfoma não-Hodgkin e Kaposi Sarkoma 

(SEDDON et al., 2011).  

 

2.1.1.3 Epidemiologia 

 

Atualmente estima-se que aproximadamente 34 milhões de pessoas em todo 

o mundo sejam HIV – positivos, com 2.5 milhões infecções novas cada ano (BRUN-

VÉZINET; CHARPENTIER; 2013). A previsão para 2030 é que o número de óbitos 

aumente e gire em torno de até 6,5 milhões (MATHERS et al., 2002). No Brasil, 

estima-se que 1/3 da população com AIDS da América Latina esteja neste país 

(UNAIDS, 2010). Em 2006 foram 630.000 indivíduos infectados registrados, com 

uma incidência em 2008 de 18 por 100.000 habitantes (GRANGUEIRO et al., 2006). 

Um estudo feito no Instituto Oswaldo Cruz em parceria com a UFRJ identificou 15 

amostras soropositivas por HIV-2 em diversos estados, mostrando esse vírus 

timidamente circulando no Brasil (GRANGUEIRO et al., 2006).  

 Os dois tipos de HIV circulando mostram alta diversidade genética, sendo 

necessário observar também a distribuição do vírus no nível molecular. Estudos 

filogenéticos distinguiram vários subtipos que em caso de HIV-1 foram classificados 

em três grupos: M (ingl. Main), O (ingl. Outlier), N (ingl. Non-M, non-O) e em caso de 

HIV-2 em A até H (BUTLER et al., 2007). Mais de 95% de todos os HIV-1 detectados 
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Figura 1
 
 

 
                

 
 

arte do grupo M e são divididos ainda em subgrupos: A, B, C, 

D, F, G, H, J, K (grupos E e I não existem) e pelo menos 43 formas recombinantes

(CRF), circulando em areas geográficas distintas (Figura 1) (STUERMER

2009). Sobretudo, foram definidos também sub-subtípos do vírus tipo A, C e F 

, 2007). A variação entre os diferentes subtipos pode ser de 25

dependendo do subtipo e das regiões genômicas examinadas

EEVES et al., 2002). O vírus do grupo O tem semelhança de 

aproximadamente 65% com os vírus do grupo M e foi achado em Cam

Guiné Equatorial. Enquanto cepas do vírus do grupo N foram identificados em seis

ivíduos infectados do Camerões. Esses vírus falharam na detecção sorol

padrão, o ELISA. Entre os subtipos de HIV

mais comuns, circulando principalmente em Costa do Marfim. Os tipos C até H são 

ntrados somente em pacientes únicos de Serra Leo

Figura 1 - Distribuição global dos subtipos de HIV

Fonte:  Woodman et al. (2009) 
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em subgrupos: A, B, C, 

D, F, G, H, J, K (grupos E e I não existem) e pelo menos 43 formas recombinantes 

(STUERMER et al., 
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, 2007). A variação entre os diferentes subtipos pode ser de 25-30%, 

s examinadas (HELEMAR et al., 
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do vírus do grupo N foram identificados em seis 

es. Esses vírus falharam na detecção sorológica, 

, o ELISA. Entre os subtipos de HIV-2, o A e B são os 
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ntrados somente em pacientes únicos de Serra Leoa (BUTLER et 

Distribuição global dos subtipos de HIV -1. 
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No Brasil, predominantemente se encontra o HIV-1 do grupo M, subgrupo B e CRF 

(HELEMAR et al., 2006). Dependendo da região, também os subtipos F, C e 

pequenas proporções do subtipo D podem ser encontrados. Por exemplo, nos 

estados do sul e sudeste o subtipo B é presente em quase 50%, enquanto os 

subtipos C e F representam 28% e 7%, respectivamente. No Nordeste, o subtipo B 

prevalece com mais de 80%, seguido pelo subtipo F e CRF-BC recombinante em 

<3% (REQUEJO et al., 2006).  

 

2.1.1.4 Aspectos moleculares 

 

O HIV faz parte da família Retroviridae, gênero Lentivírus. O genoma viral de 

HIV1 é constituído de duas fitas simples de RNA com tamanho de ~9kb que 

codificam nove open reading frames (ORF). Três desses codificam as poliproteínas 

gag, pol, env (comuns em todos os retrovírus) que após a sua tradução, são 

processados em proteínas individuais por proteases virais (em caso de gag, pol) ou 

protease celular (em caso de env). As quatro proteínas que resultam da poliproteina 

gag (Pr55Gag), MA (matrix, p17), CA (capsídeo, p24), NC (nucleocapsídeo, p7), p6 e 

as duas glicoproteínas da precursora ENV (gp160), a gp120 (superfície) e a gp41 

(transmembrana) são os componentes estruturais que fazem o core do virion e a 

membrana externa, o envelope, respectivamente (Figura 2). As três proteínas 

resultando da clivagem da proteína precursora pol (Pr160GagPol), PR (protease, p11), 

RT (transcriptase reversa, p66/p51) e IN (integrase, p31) disponibilizam funções 

enzimáticas importantes e também se encontram encapsuladas na partícula viral. Os 

outros seis genes codificam proteínas únicas para o HIV, conhecidas como 

proteínas acessórias ou não estruturais. As proteínas nef, vif, vpr se encontram na 

partícula viral, tat e rev disponibilizam funções para o regulamento gênico e vpu 

participa do empacotamento do virion (FRANKL et al., 1998). 



 

 

             Figura 2- Org anização genômica e representação da partícula
  

  
 
                                     

 

 

Os Long terminal repeats

(genoma viral integrado), serv

iniciação da transcrição. Eles são compostos de regiões U3/R/U5 que contém 

elementos para a ligação da RNA polimerase II, fatores de transcrição e a TATA

box. Os RNA feitos podem ser distinguidos em três forma

que serve como mRNA para a proteína precursora 

genômica para novos virions. A segunda forma se constitui em cerca de 5 kb, a qual 

é usada para tradução das proteínas 

spliced em pequenas mRNAs (1.7 

A maioria das proteínas é traduzida no citoplasma. Com exceção do mRNA 

qual é traduzido no retículo endoplasmático (ER)

da proteína (FRANKL et al.

A estrutura genética do

nucleotídeos é de 60% (REQUEJO

anização genômica e representação da partícula  viral de HIV.

                                     Fonte:  Scarlata et al. (2003) 

Long terminal repeats (LTR), localizados em ambos os lados do provírus 

(genoma viral integrado), servem como elementos regulatórios e sítios para a 

iniciação da transcrição. Eles são compostos de regiões U3/R/U5 que contém 

elementos para a ligação da RNA polimerase II, fatores de transcrição e a TATA

box. Os RNA feitos podem ser distinguidos em três formas. Um é o RNA 

que serve como mRNA para a proteína precursora gag e gagp

genômica para novos virions. A segunda forma se constitui em cerca de 5 kb, a qual 

é usada para tradução das proteínas env, vpu, vpr e vif. As outras formas são 

em pequenas mRNAs (1.7 – 2kb) para a tradução em proteínas 

A maioria das proteínas é traduzida no citoplasma. Com exceção do mRNA 

qual é traduzido no retículo endoplasmático (ER), onde também ocorre a glicolisação 

et al., 1998).  

A estrutura genética do HIV-2 é parecida com a do HIV

60% (REQUEJO et al., 2006). O tamanho do genoma é de ~9,7kb, 
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se diferenciando do HIV-1 devido ao tamanho dos LTR (GUYADER et al.,  1987). O 

precursor poliproteina Gag é de 57kDa e processado em p16, p26 e p12 kDa 

proteínas. O ORF de Pol leva à p64 e p36 antígenos as quais correspondem à 

transcriptase reversa e endonuclease do HIV-1 (GUYADER et al.,1987). HIV-2 se 

distingue principalmente na glicoproteína ENV e outros epítopos antigênicos 

(BUTLER et al., 2007). O precursor de ENV tem tamanho de 140kDa e é clivado em 

gp125 (proteína da superfície) e gp36 (proteína trans-membrana) (REEVES et al., 

2002). Sobretudo tem uma proteína vpx, em vez da vpu de HIV-1, que tem função 

no transporte nuclear (BUTLER et al., 2007).  

Os subtipos do grupo M mencionados acima são variantes, principalmente na 

sequência do gene ENV, que codifica a glicoproteína gp120, mas também de outras 

regiões genômicas do vírus (HELEMAR et al., 2006). 

 

2.1.1.5 Replicação viral 

 

A entrada do vírus começa pela interação de receptores e co-receptores 

específicos da célula alvo com o vírus. A ligação de alta afinidade entre a proteína 

viral gp120 e o receptor CD4 induzem a mudança conformacional de gp41 que 

permite a fusão da membrana viral com a membrana plasmática celular do linfócito T 

(Figura 3). Esse processo permite a liberação do core virion no citoplasma. Para não 

linfócitos, o uso de membros da G protein-coupled receptor superfamília serve como 

receptores. Além disso, os receptores α-chemokine (CXCR4) e β-chemokine (CCR5) 

são importantes como co-receptores para o HIV-1 (FREED et al., 2002), enquanto 

os CCR1, CCR2b, CCR3 e CCR5 são usados por HIV-2 (BUTLER et al., 2007). 

Após a entrada do virion, ocorre o processo de desnudamento que permite a 

liberação do genoma viral e a criação de um reverse-transcription complex (RTC) e 

preintegration complex (PIX). 

Nesses complexos, o genoma viral de RNA é transcrito reverso em DNA pela 

RT viral. Logo após, o DNA é transportado para o núcleo onde se integra como 

provírus nos cromossomos da célula do hospedeiro. A inserção é catalisada pela 

enzima viral, IN. Em seguida, o provírus é usado como molde para a síntese dos 

RNAs virais que codificam todas as proteínas citadas acima, necessárias para a 

replicação do vírus e do RNA genômico (FRANKL et al., 1998). 
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Figura 3- Ciclo viral de HIV. 
 
   

               
 

 
Fonte: Lookfordiagnosis 

 

 

Logo depois da síntese de todas as proteínas virais, começa a montagem de 

novas partículas virais. A proteína mais importante envolvida nesse processo é a 

proteína precursora Pr55Gag. Essa proteína se liga à membrana plasmática, 

encapsula o RNA genômico, se associa com as glicoproteínas env e estimula o 

budding para fora da célula. Em seguida ao brotamento, ocorre o amadurecimento 

da partícula viral. A protease viral PR corta as poliproteínas precursoras gag e 

gagpol gerando proteínas gag e pol maduras, que por sua vez levam ao 

reestruturamento do virion (FREED et al., 2002).  

 

2.1.1.6 Imunologia 

 

Logo após a infecção com HIV, uma resposta imune imediata pode ser 

observada que inclui linfócitos T/CD4+, linfócitos T citotóxicos (CTL) e células NK. 
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As células T CD4+ produzem citocinas que aumentam a resposta imune antiviral, 

enquanto a resposta dos CTL atinge diretamente as células infectadas. A ação dos 

CTL é específica ao antígeno e necessita o contato entre as células. A presença de 

células CTL e NK normalmente é encontrada em altas taxas durante a fase latente 

da infecção. Um declínio dessas células ao longo do tempo da infecção, pode, mas 

nem sempre é relacionado ao um desenvolvimento da AIDS. A resposta imune nos 

casos que não desenvolvem AIDS provavelmente é substituída pela produção de 

anticorpos neutralizantes contra as proteínas env gp120 e gp41 (13 dias pós-

infecção em cepa B, 3-8 semanas em cepa C). Essas levam a uma menor carga 

viral no plasma e induz uma citotoxicidade celular dependente do anticorpo (ADCC) 

com as células NK envolvidas (KARPAS et al., 2004).  

Estudos feitos sobre a presença de anticorpos ao longo da infecção, incluindo 

a fase mais precoce após transmissão, mostraram que o aparecimento de 

anticorpos contra determinadas proteínas marcam o progresso da infecção na fase 

aguda.  

A infecção aguda por HIV pode ser definida pelo tempo entre a aquisição do 

vírus e a conversão sorológica (infecção primária). Passando meses, até uma 

infecção com uma carga viral estável e um aumento de concentrações de anticorpos 

com afinidade contra antígenos de HIV, foi desenvolvido. Durante a infecção aguda, 

um pool viral latente se desenvolve, o sistema imune sofre danos irreparáveis e o 

individuo fica altamente contagioso. Assim, a infecção por HIV pode ser 

caracterizada por padrões de antígenos virais e respostas por anticorpos diferentes 

(COHEN et al., 2010). Os anticorpos são feitos contra as proteínas gag, pol, env e 

podem incluir vários isotípos, como IgM, IgG, IgA, IgE e subtipos IgG1, IgG2, IgG3, 

IgG4 (TOMARAS et al., 2009). A porção FAB do anticorpo determina a 

especificidade para a ligação de um antígeno. A porção Fc é utilizada para a ligação 

de fatores de complemento e atividades antivirais (estimulando fagocitose, secreção 

de citocinas e quimocinas, recrutamento da atividade citolítica) após a sua interação 

com os receptores de Fc. Os receptores Fc são expressos na superfície das células 

da imunidade inata e células B. Os isotípos produzidos durante a infecção 

determinam a função efetiva dos anticorpos e constituem assim a imunidade 

humoral adaptiva (TOMARAS; ALTER; 2010). 

Além disso, Fiebig descreveu seis fases da infecção por HIV-1 do grupo B 

que ocorre após a fase inicial (eclipse), (Figura 4) (ALTER et al., 2010): 



 

 

Fase de eclipse: Após a transmissão, o vírus se estabelece no tecido onde foi 

exposto. A disseminação na circulação em níveis detectáveis ainda não ocorreu. 

Esta fase demora até cerca 

 

Figura 4- Fases de Fiebig nos primeiros três meses da infecçã o por HIV.
 

    
   

 
 

Fase I (ramp-up phase)

a replicação do vírus ocorre rápido. Esta fase é caracteri

janela” na qual o RNA viral no sangue pode ser detectado e anticorpos ainda não 

são detectáveis. Ao mesmo tempo podem ser evocados 

resposta imune mediada por células

Fase II: Sete dias depois é caracterizada pela detecção de antígeno p24. Não 

obstante, o p24 começa transientemente a aparecer na 

níveis de HIV-1 RNA se elevam à 10.000 c

Fase III: Cerca de cinco dias depois 

anticorpos da classe IgM podem ser detectados em ensaios imunes de enzimas 

(EIAs) sensitivos.  

Fase IV: É representada por um Western Blot indeterminado

Fase V e VI: Estas fases são caracterizadas por um WB claramente positivo, 

que ocorre cerca de um mês após a infecção inicial.             

: Após a transmissão, o vírus se estabelece no tecido onde foi 

ação na circulação em níveis detectáveis ainda não ocorreu. 

Esta fase demora até cerca de seis dias.  

Fases de Fiebig nos primeiros três meses da infecçã o por HIV.

Fonte:  McMichael et al. (2010) 

up phase): Com a disseminação no tecido linfóide e 

a replicação do vírus ocorre rápido. Esta fase é caracterizada como “período da 

qual o RNA viral no sangue pode ser detectado e anticorpos ainda não 

são detectáveis. Ao mesmo tempo podem ser evocados mutante

osta imune mediada por células do vírus.  

: Sete dias depois é caracterizada pela detecção de antígeno p24. Não 

obstante, o p24 começa transientemente a aparecer na ramp-up phase

1 RNA se elevam à 10.000 cópias/ml sangue.  

de cinco dias depois do teste para o antígeno p24 é

anticorpos da classe IgM podem ser detectados em ensaios imunes de enzimas 

: É representada por um Western Blot indeterminado

: Estas fases são caracterizadas por um WB claramente positivo, 

que ocorre cerca de um mês após a infecção inicial.                                                           
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: Após a transmissão, o vírus se estabelece no tecido onde foi 

ação na circulação em níveis detectáveis ainda não ocorreu. 

Fases de Fiebig nos primeiros três meses da infecçã o por HIV.  

 

o tecido linfóide e no sangue, 

zada como “período da 

qual o RNA viral no sangue pode ser detectado e anticorpos ainda não 

mutantes de escapes da 

: Sete dias depois é caracterizada pela detecção de antígeno p24. Não 

up phase quando os 

o teste para o antígeno p24 é positivo, 

anticorpos da classe IgM podem ser detectados em ensaios imunes de enzimas 

: É representada por um Western Blot indeterminado 

: Estas fases são caracterizadas por um WB claramente positivo, 

                                               



 

 

Foi relatado, que os primeiros anticorpos HIV

IgM que seguem uma transferência (

IgA e seus subtipos. As células B seguem 

imunoglobulinas normalmente nos linfonodos. Esse pode ser influenciado pelas 

propriedades do agente etiológico

ativar fatores de complemento

representam antígenos ou formação de complexos 

Aproximadamente dias e até semanas após da detecçã

encontram os seguintes anticorpos: 

 

a) 13° dia:  

b) 18° dia:  

c) 28° dia:  

d) 33° dia:  

e) 40° dia:  

f) 53° dia:  

 

 

Figura 5- Desenvolvimento da infecção 

 

                    

                        

 

oi relatado, que os primeiros anticorpos HIV-1 são de anti

M que seguem uma transferência (class-switching) para anticorpos da classe IgG, 

IgA e seus subtipos. As células B seguem uma mudança

imunoglobulinas normalmente nos linfonodos. Esse pode ser influenciado pelas 

propriedades do agente etiológico, como por exemplo, tamanho, capacidade de 

complemento, capacidade de se ligar aos receptores de células que 

representam antígenos ou formação de complexos imunes (TOMARAS

Aproximadamente dias e até semanas após da detecção do RNA viral no plasma, se 

encontram os seguintes anticorpos:  

env (gp41);  

gag (p24, p55);  

env (gp120); 

gag (p17); 

env (gp120, região V3);  

pol (p31). 

Desenvolvimento da infecção por HIV e o padrão de anticorpos/antígenos 
encontrados no soro 

           Fonte:  Daskalakis et al. (2011) 
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1 são de anti-gp41 da classe 

para anticorpos da classe IgG, 

uma mudança da classe de 

imunoglobulinas normalmente nos linfonodos. Esse pode ser influenciado pelas 

, como por exemplo, tamanho, capacidade de 

, capacidade de se ligar aos receptores de células que 

(TOMARAS et al., 2010).  

o do RNA viral no plasma, se 

por HIV e o padrão de anticorpos/antígenos 
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Outros estudos incluem também anticorpos contra outras estruturas virais e 

relatam o aparecimento do primeiro anticorpo contra p24 e do gp41 logo após 

(Figura 5) (DASKALAKIS et al., 2011). 

Além disso, podem ser distinguidos anticorpos neutralizantes e não 

neutralizantes. Os anticorpos produzidos durante os primeiros 40 dias após a 

detecção dos RNA virais no soro são caracterizados como anticorpos não 

neutralizantes. Nestes, falta a capacidade de mediar a inibição do vírus (TOMARAS 

et al., 2010). 
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2.1.2 Vírus linfotrópico de células T humana (HTLV) 

 

2.1.2.1 Histórico 

 

Na década 1970 se concentraram casos de um novo tipo de leucemia na 

região geográfica do Japão. Em 1980, o agente etiológico, o HTLV-1, foi descoberto 

e identificado como o primeiro retrovírus associado ao câncer no ser humano 

(MATSUOKA et al., 2007). Depois, também outros tipos de HTLV foram 

identificados. O HTLV-2, apesar de não estar relacionado ao desenvolvimento de 

uma doença, foi isolado primeiro em um paciente com a leucemia de células pilosas 

(KALYANARAMAN et al., 1982). Em 2005 foram relatados, o isolamento de HTLV-3 

e HTLV-4 de indivíduos na África (MAHIEUX et al., 2005).  

 

2.1.2.2 Transmissão e Doença 

 

O vírus é transmitido sexualmente, através de sangue contaminado e 

verticalmente de mãe para filho, pela amamentação ou durante o parto. Durante 

muito tempo pensou-se que o vírus tinha um tropismo para células linfóide T (CD4+), 

aonde as proteínas virais produzidas iam induzir alterações intracelulares que levam 

a imortalização, transformação e proliferação da célula alterada (MATSUOKA et al., 

2007). Entretanto, outras células também mostram suscetibilidade ao vírus, como os 

linfócitos T supressores, linfócitos T citotóxicos, os monócitos do sangue periférico, 

macrófagos, as células dendríticas, células NK, os linfócitos B, astrocitos presentes 

no sistema nervoso central, células gliais, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais 

e células progenitoras CD34+ (RICHARDSON et al., 1990).  

De acordo com a OMS, o HTLV-1 é reconhecido como agente etiológico da 

Leucemia de célula T no adulto (ATL). Além da ATL, o vírus também é responsável 

por varias outras doenças, como por exemplo, a mielopatia associada ao HTLV-

1/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP), uma doença neurodegenerativa; a 

uveite, uma doença oftalmológica; a dermatite infecciosa (IDH) ou desordem 

psiquiátricas (GONÇALVEZ et al., 2010). Todavia, apenas 2-6% dos portadores do 

HTLV-1 desenvolvem uma das doenças relacionadas ao vírus e geralmente só 40 a 

60 anos pós-infecção, sendo, portanto, a maioria dos indivíduos infectados 

portadores assintomáticos (MATSUOKA et al., 2007).  
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2.1.2.3 Epidemiologia 

 

Mundialmente 10-20 milhões de pessoas são infectadas com HTLV-1. Áreas 

endêmicas com mais de 1% da população infectada são: Japão, África Subsaariana, 

América do Sul e as Ilhas do Caribe (MATSUOKA et al., 2007). De acordo com 

dados mais recentes obtidos em estudos com doadores de sangue, o Brasil tem o 

maior número absoluto de pessoas infectadas pelo HTLV-1 no mundo. Estimativas 

calculam 2,5 milhões de brasileiros infectados (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002). 

Um estudo feito nas capitais dos 27 estados no Brasil mostrou a maior prevalência 

na região Norte e Nordeste. Com 10/1000 em São Luis (Nordeste) comparados com 

0,4/1000 em Florianópolis (Sul). Pernambuco mostrou uma prevalência de 7,5/1000 

pessoas infectadas (Figura 6) (CATALAN-SOARES et al., 2005).  

 

    Figura 6- Distribuição de HTLV-1 no Brasil  
 

                             
 

 
                                         Fonte:  Catalan-Soares et al. (2005) 

 

Mundialmente foram classificados sete subtipos de HTLV-1, nomeados A 

(Cosmopolitana), B (África Central), C (Ásia), D (África Central-Camarões), E (África-

Congo), F (África Central-Gabão) (SLATTERY et al., 1999) e G (Camarões) (CHEN 
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et al., 1995; DE ALMEIDA REGO et al., 2010). O subtipo Cosmopolitana ainda pode 

ser dividido em mais cinco subgrupos que são: a (Transcontinental), b (Japonês), c 

(África Oeste), d (África Norte), e (Afro Peruano). Enquanto HTLV-II mostra quatro 

subtipos, A (Europa, América do Norte e Central), B (Ásia, Europa, América do Norte 

e Sul, África), C (variante IIa no Brasil) e D (África Central) (SLATTERY et al., 1999). 

Os subtipos de HTLV-1 encontrados no Brasil são Aa (Cosmopolitana-

transcontinental) (DE ALMEIDA REGO et al., 2010). O HTLV-2 subtipo C se 

encontra principalmente em populações indígenas no Amazonas (ISHAK et al., 

2003) enquanto subtipo B foi encontrado em populações urbanas no Sul do Brasil 

(RENNER et al., 2006).  

 

2.1.2.4 Aspectos moleculares 

 

O HTLV-1 é um retrovírus delta, que faz parte da família Retroviridae do 

gênero de HTLV-BLV. O vírus é envelopado e contém spikes de glicoproteínas. O 

gene env codifica a glicoproteína poliprecursora (gp61) cuja forma madura é 

composta de duas subunidades, a proteína trans-membrana (TM-gp21kDa) e a de 

superfície (SU-gp46kDa) (YAO et al., 2000; GHEZ et al., 2010). Enquanto o gene 

env do HTLV2 codifica 484 aminoácidos resultando em uma glicoproteina glicolisada 

de 67kDa que após sua clivagem gera uma gp52 e gp21 (SODROSKI et al., 1984). 

O centro é um nucleocapsídeo com um genoma constituído de duas fitas simples de 

RNA de nove mil bases (9kb) divididos nas regiões: LTR, gag, pol, env e pX. As 

sequências gag, pol e env representam genes que codificam as proteínas estruturais 

e enzimas virais comuns em todos os retrovírus. A proteína gag é clivada após 

tradução em proteínas matriz (MA-19kDa), capsídeo (CA-24kDa) e nucleocapsídeo 

(NC-15kDa). As enzimas são RT-transcriptase reversa, IN-integrase, PR-protease, 

tRNApro. Sobretudo, existe a região pX que codifica as proteínas reguladoras tax 

(40kDa), rex (27kDa), p21, p12, p13, p30. Uma característica do HTLV-1 é a 

proteína HTLV-1-binding bZIP factor (HBZ, 31kDa), codificada na fita complementar 

do provírus. Os longos terminais de repetição (LTR), que têm sequências idênticas, 

servem como promotores para o vírus e a regulação da transcrição dos RNA virais 

(MATSUOKA et al., 2007). A primeira fita de RNA transcrita representa uma fita 

completa da sequência e é chamado RNA primário ou unspliced. 

 



 

 

                               Figura 7
 
 

                      
 
Fonte:  Matsuoka et al. (2007)
Nota:  O genoma do HTLV apresenta diversas ORFs sobrepostas, as quais codificam as proteínas 
env, gag e pol, além das proteínas regulatórias Tax, Rex, HBZ e proteínas acessórias menoras. O 
DNA proviral com os LTRs e os transcritos (mRNA) não processados e processados pelo mecanismo 
de splicing alternativo são mostrados na figura. As linhas pontilhadas representam os íntrons, 
enquanto as linhas contínuas, os éxons.
 

Este é submetido a um processamento alternat

ao um RNA single spliced

mRNA. Adicionalmente 

(DNA viral integrado) induzido pela ação do promotor 3´LTR 

et al., 2007).  

Geneticamente, 

(SHIMOTOHNO et al., 1985). A região N

65% homologia enquanto a região C

divergências das sequências no gene 

dos subtipos de HTLV-1 (SLATTERY

HTLV-2 também a região do gene 

HTLV-2 mostram uma estabilidade da sequ

de 3-8% (CADEONT et al.

respectivamente.  

 

 

Figura 7 - Organização genômica do HTLV1 

) 
O genoma do HTLV apresenta diversas ORFs sobrepostas, as quais codificam as proteínas 

, além das proteínas regulatórias Tax, Rex, HBZ e proteínas acessórias menoras. O 
s LTRs e os transcritos (mRNA) não processados e processados pelo mecanismo 

são mostrados na figura. As linhas pontilhadas representam os íntrons, 
enquanto as linhas contínuas, os éxons. 

Este é submetido a um processamento alternativo entre os três éxons e leva 

single spliced ou double spliced. Assim é criada uma variedade de 

 é feito um mRNA codificado na fita negativa do provírus 

(DNA viral integrado) induzido pela ação do promotor 3´LTR (Figura 7) 

 a homologia entre HTLV-1 e HTLV2 é de 60% 

, 1985). A região N-terminal do glicoproteina mostra cerca de 

65% homologia enquanto a região C-terminal ~85% (SODROSKI

quências no gene env e LTR foram usadas para a classificação 

1 (SLATTERY et al., 1999). Na classificação de subtipos de 

2 também a região do gene tax foi usada (LAL et al., 1997). O HTLV

2 mostram uma estabilidade da sequência marcante, não obstante variações 

et al., 2000) e 3-6% (ISHAK et al., 2003) entre os subtipos, 
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O genoma do HTLV apresenta diversas ORFs sobrepostas, as quais codificam as proteínas 
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2.1.2.5 Replicação viral 

 

O ciclo da vida de HTLV-1 pode ser dividido em duas fases (Figura 8). A 

primeira inclui a entrada do vírus, transcrição reversa de RNA viral em DNA, a 

localização nuclear do DNA proviral e a sua integração randomizada no genoma do 

hospedeiro. Todos esses processos são realizados pelas proteínas estruturais e 

enzimáticas localizadas dentro do virion e em ausência de uma expressão gênica 

viral nova e a montagem de novos virions. A segunda fase usa a maquinaria de 

transcrição gênica e proteica celular para expressão dos genes virais e sua 

montagem de novas partículas (YAO et al., 2000). Para a entrada do vírus numa 

nova célula, o contato direto da célula infectada com a célula não infectada é 

necessário. Assim, se forma um centro organizador de microtubulos (MTOC) na 

junção entre as células e uma sinapse pela qual o complexo gag e o RNA genômico 

viral passam para a célula ainda não-infectada (MATSUOKA et al., 2007).                    

 

2.1.2.6 Imunologia 

 

Na infecção com HTLV, se observa uma resposta forte de células T 

citotóxicas (CD8+) contra células infectadas. A proporção de células CD8+ na 

circulação que reconhecem um único epitópio de HTLV-1 fica acima de 1% 

(BANGHAM et al., 2000). O período da janela imunológico varia entre 41 e 65 ou 

mais dias (GONÇALVEZ et al., 2010). Os primeiros anticorpos específicos que 

aparecem após a infecção com HTLV-1 são direcionados contra a proteína gag 

(BANGHAM et al., 2000) sendo primeiro detectável o anti-p24, seguida por anti-p19 

(MANNS et al., 1991). Esses predominam nos primeiros dois meses. Em seguida 

podem ser detectados também os anti-env e ao final 50% de pessoas infectadas 

produzem concentrações detectáveis de anticorpos contra a proteína tax 

(BANGHAM et al., 2000). O título de anti-HTLV-1 é proporcional à carga proviral. 

Todavia, não fica claro se os anticorpos participam na proteção contra ou causam a 

doença HAM/TSP. 

 

 

 

 



 

 

                  Figura 8-  
 
 

                            
 
 
Fonte:  Santos et al. (2005) 
Nota:  O ciclo viral começa com a ligação das glicoproteinas na superfíe da partícula viral com o 
receptor da célula. Após a fusão das membranas e entrada do vírus o RNA genômico é liberado e 
transcrito reverso em DNA proviral. O DNA é transportado para o núcleo onde ocorre a integração no 
genoma da célula. Ele Server como molde para transcrição de mRNAs e produ
genomas virais. Após da tradução são montados novas partículas virais que em seguidasaem da 
célula pelo brotamento. 

 Ciclo viral na célula infectada por HTLV1.  

O ciclo viral começa com a ligação das glicoproteinas na superfíe da partícula viral com o 
a célula. Após a fusão das membranas e entrada do vírus o RNA genômico é liberado e 

transcrito reverso em DNA proviral. O DNA é transportado para o núcleo onde ocorre a integração no 
genoma da célula. Ele Server como molde para transcrição de mRNAs e produ
genomas virais. Após da tradução são montados novas partículas virais que em seguidasaem da 
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O ciclo viral começa com a ligação das glicoproteinas na superfíe da partícula viral com o 
a célula. Após a fusão das membranas e entrada do vírus o RNA genômico é liberado e 

transcrito reverso em DNA proviral. O DNA é transportado para o núcleo onde ocorre a integração no 
genoma da célula. Ele Server como molde para transcrição de mRNAs e produção de novas 
genomas virais. Após da tradução são montados novas partículas virais que em seguidasaem da 
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2.1.3 Vírus da hepatite C (HCV) 

 

2.1.3.1 Histórico 

 

Na década de 1970 se observou que 90% da hepatite pós-transfusional não 

foi causado por HAV ou HBV, chamada essa hepatite não-A, não-B (NANBH). Em 

1988, a clonagem do vírus causador das infecções non-A, non-B foi conseguida e 

nomeado HCV (ALBELDAWI et al., 2010).  

 

2.1.3.2 Transmissão e Doença 

 

As formas mais importantes para adquirir uma infecção por HCV é 

compartilhar seringas no uso de drogas intravenosas (40%), hemodiálise crônica 

(10-33%) e transmissão por transfusões de sangue não testados. A transmissão 

sexual e vertical é mais rara em HCV do que em HBV (MARTINS et al., 2011; 

LAVANCHY et al., 2009) e infecções por HIV mostram um maior risco em adquirir o 

HCV (ALBELDAWI et al., 2010).  

Após a infecção, o vírus caminha pelo sangue para o fígado onde se replica e 

em 25% causa uma hepatite aguda e em 70% uma hepatite crônica. Dos indivíduos 

infectados agudamente se recuperam 20% e mostram uma clearance viral 

espontânea. Enquanto 25% dos casos crônicos desenvolvem uma cirrose e uma 

parte desses desenvolvem uma carcinoma hepatocelular (LAVANCHY et al., 2009).  

 

2.1.3.3 Epidemiologia 

 

Existem 130-170 milhões pessoas (2.2% a 3%), cronicamente infectados por 

HCV mundialmente. Nos países em desenvolvimento são relatados a cada ano até 

4.7 milhões de casos novos (Figura 9) (LAVANCHY et al., 2009).   

 

 

 

 

 

 



 
 

 

40

 

                             Figura 9- Prevalência global da infecção por HCV. 
 

         

              
 
 
 

Fonte:  Lavanchy et al. (2009) 
 

Estima-se que no Brasil existe uma prevalência de infecções por HCV, 

dependendo da área, entre 1-2% (Figura 10) (MARTINS; KERSHENOBICH; 2011).  

 

           Figura 10- Prevalência da infecção por H CV no Brasil.  
 

 

                          
                

 
                                               Fonte:  Martins et al. (2011) 

 



 

 

O HCV consiste de seis genótipos (1

subtipos (1a-c, 2a-c, 2k, 3a,b,k, 4a, 5a, 6a,b,d,g,h,k...)

TANG et al., 2009). O genótipo 1 a 3 é mais comum nos Estados Unidos e Europa, o 

genótipo 4 e 5 na África e o genótipo 6 na Ásia (SIMMONDS

foi relatada a seguinte distribuição genotípica (G): G1 (64.9%), G2 (4.6%), G3 

(30.2%) e G4 (0.2%) (KERSENOBICH

entre os genótipos é de 31

2005).  

 

2.1.3.4 Aspectos moleculares

 

HCV é um vírus envelopado, com tamanho de 50nm, que pertence à família 

Flaviviridae, gênero Hepacivirus

positiva, codificando um

aminoácidos. O ORF é fl

essenciais para a replicação viral como também para a tradução da proteína (TANG, 

2009). As proteínas estruturais se encontram na região 

proteínas não estruturais na região 

proteases celulares e virais para gerar 10 

2007).  

 

Figura 11- Organização genômica e processamento da poliprotein a de HCV.
 

            
           

 

O HCV consiste de seis genótipos (1-6) e da existência de ainda mais d

c, 2k, 3a,b,k, 4a, 5a, 6a,b,d,g,h,k...) (SIMMONDS

, 2009). O genótipo 1 a 3 é mais comum nos Estados Unidos e Europa, o 

genótipo 4 e 5 na África e o genótipo 6 na Ásia (SIMMONDS et al.

i relatada a seguinte distribuição genotípica (G): G1 (64.9%), G2 (4.6%), G3 

(30.2%) e G4 (0.2%) (KERSENOBICH et al., 2011). A divergência da sequência 

entre os genótipos é de 31-33% e 20-25% entre os subtipos (SIMMONDS

leculares 

HCV é um vírus envelopado, com tamanho de 50nm, que pertence à família 

Hepacivirus. O genoma é de RNA fita simples (9.6kb), carga 

positiva, codificando uma única poliproteína com tamanho de cerca 3000 

aminoácidos. O ORF é flanqueado pelas regiões 5´ e 3´ não traduzidas (UTR), 

essenciais para a replicação viral como também para a tradução da proteína (TANG, 

2009). As proteínas estruturais se encontram na região 5´ (

proteínas não estruturais na região 3´(C-terminal). A poliproteína é processada por 

proteases celulares e virais para gerar 10 polipeptídios (Figura 11) 

Organização genômica e processamento da poliprotein a de HCV.

 
Fonte:  Fabiani et al. (2007) 
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5´ (N-terminal) e as 
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As proteínas estruturais são a Core (21kDa), E1 (31-35kDa), E2 (70kDa) e p7 

(7kDa). A proteína Core se liga ao RNA viral e forma o nucleocapsídeo do vírus, 

proteínas E1 e E2 são glicoproteínas que formam o envelope as quais são 

associadas à ligação ao receptor e entrada do vírus na célula.   

Na proteína E2, os primeiros 27 aa formam uma região hipervariavel (HVR) 

que leva a uma seleção maior de anticorpos e variantes de escape imunológicos. O 

p7 é uma pequena proteína politópica da membrana, encontrada principalmente em 

membranas de Retículo Endoplasmático e Mitocôndria, havendo atividade de Canal 

Iônico. As proteínas não estruturais são NS2 (21kDa), NS3 (69kDa), NS4A (6kDa), 

NS4B (27kDa), NS5A (5-58kDa) e NS5B (68kDa). NS2 é uma proteína integral de 

membrana a qual é essencial para a formação do complexo da replicação. NS3 é 

uma proteína multifuncional que interage com várias proteínas celulares e que tem 

atividade de protease. Esta é fortalecida pela presença do cofator NS4A que ao 

mesmo tempo protege o NS3 contra a degradação. A proteína NS4B induz 

alterações de membranas, necessários para a interação entre o lúmen de RE e o 

citosol, como também para a replicação viral. NS5A é uma fosfoproteína essencial 

para a replicação do genoma viral, enquanto o NS5B serve como RNA-dependente 

RNA polimerase (FABIANI et al., 2007). A diversidade entre os genótipos de HCV é 

divido a falta de atividade controle (ingl. Proofreading) da polimerase (RdRp) (TANG 

et al., 2009) e se encontra principalmente na região NS5B e Core/E1 (SIMMONDS et 

al., 2005).  

 

2.1.3.5 Replicação viral 

 

HCV primeiro se liga à superfície da célula. As glicoproteínas do envelope 

interagem especificamente com receptores celulares que permitem a endocitose da 

partícula viral, pela membrana plasmática. Dentro da célula, o endossoma é 

acidificado e assim leva à libertação do nucleocpsídeo no citoplasma.  

Em seguida o RNA genômico é liberado e traduzido numa poliproteína. Essa 

é modificada durante e após a tradução, produzindo proteínas virais maduras que 

levam à montagem de novos virions. Ao mesmo tempo, as proteínas não estruturais 

catalisam a transcrição de RNA intermediaria (fita-negativa), de quais moléculas de 

RNA progenitores (fita positiva) são gerados e incluídos nos virions. Os virions 

progenitores entram no lúmen do RE e saem da célula do hospedeiro pela via 



 

 

segregatória (ingl. secretory pathway

(figura 12) (TANG et al., 2009). 

 

                                  Figura 12
 

             
                      
Fonte:  Fabiani et al. (2007) 
Nota: Após ligação do vírus ao receptor
viral é liberado por acidificação do endossomo e traduzido numa poliproteina 
usado para replicação do RNA genômico. A poliproteina é 
estruturais. Novas partículas são montadas e em seguida segregadas pela 
exterior da célula. 
 

2.1.3.6 Imunologia 

 

HCV RNA pode s

infecção e declina aproximadamente 8

2005). Enquanto a resposta humoral ocorre somente cerca de dois meses depois.

Na fase aguda da infecção por HCV, qu

transaminase sérica (ALT), o HCV RNA declina, anticorpos específicos podem ou 

não aparecer e o início 

observado. Após desaparecimento

declinam até níveis indetectáveis (TANG

  

 

 

secretory pathway), completando assim um ciclo de vida viral

, 2009).       

Figura 12 - Ciclo viral de HCV. 

Após ligação do vírus ao receptor celular, o HCV entra na célula por endocitose. O genoma 
viral é liberado por acidificação do endossomo e traduzido numa poliproteina 
usado para replicação do RNA genômico. A poliproteina é clivada em proteínas estruturais e não 
estruturais. Novas partículas são montadas e em seguida segregadas pela 

NA pode ser detectado em títulos altos no soro uma semana após a 

infecção e declina aproximadamente 8-12 semana depois (REHERMANN

2005). Enquanto a resposta humoral ocorre somente cerca de dois meses depois.

Na fase aguda da infecção por HCV, que é marcada por níveis mais altos de 

(ALT), o HCV RNA declina, anticorpos específicos podem ou 

início de uma resposta de célula T HCV-específico no fígado é 

desaparecimento de HCV, também os títulos

clinam até níveis indetectáveis (TANG et al., 2009).  
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      Figura 13- Aparecimento de RNA viral e anticorpos no soro dura nte a infecção com HCV.
 

         
  
     
 

A fase crônica é caracterizada por nív

mais baixos do que na fase aguda. Títulos

anticorpos neutralizantes contra múltiplas cepas) aumentam e mostram os seus 

níveis mais altos (Figura 1
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o progresso da doença. Sobretudo, títulos

geralmente declinam e podem desaparecer completamente 10

recuperação (REHERMANN

contra oito proteínas virais, a Core, E1, E2, NS3, NS4, NS5 (LAVILETTE

2005). Sendo os anticorpos contra Core (97%), NS4B (86%), NS3 (68%) e NS5A 

(53%) os mais abundantes encontrados em soro de pacientes infectados por HCV 

genótipo 1-4 e positivo por HCV RNA (SILLANPAEAE

imunoglobulinas principalmente restritas ao is

Anticorpos específicos contra a

(REHERMANN et al., 2005).

 

 

 

 

Aparecimento de RNA viral e anticorpos no soro dura nte a infecção com HCV.

      Fonte:  Rehemann et al. (2005) 

A fase crônica é caracterizada por níveis estáveis de HCV RNA,

os do que na fase aguda. Títulos de anticorpos HCV-específicos (inclusiv

anticorpos neutralizantes contra múltiplas cepas) aumentam e mostram os seus 

igura 13). 

de anticorpos, como no caso de HIV, não pode indicar certamente 

so da doença. Sobretudo, títulos de anticorpos específicos ao HCV 

geralmente declinam e podem desaparecer completamente 10

recuperação (REHERMANN et al., 2005). O perfil de soroconversão inclui ant

contra oito proteínas virais, a Core, E1, E2, NS3, NS4, NS5 (LAVILETTE

2005). Sendo os anticorpos contra Core (97%), NS4B (86%), NS3 (68%) e NS5A 

(53%) os mais abundantes encontrados em soro de pacientes infectados por HCV 

sitivo por HCV RNA (SILLANPAEAE et al.

imunoglobulinas principalmente restritas ao isotipo IgG1 (CHEN

Anticorpos específicos contra as glicoproteínas E1 e E2 tem efeito neutralizante 

, 2005). 
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Aparecimento de RNA viral e anticorpos no soro dura nte a infecção com HCV.  

 

s de HCV RNA, em 2-3 log 

específicos (inclusive 

anticorpos neutralizantes contra múltiplas cepas) aumentam e mostram os seus 

e HIV, não pode indicar certamente 

de anticorpos específicos ao HCV 

geralmente declinam e podem desaparecer completamente 10-20 anos após a 

de soroconversão inclui anticorpos 

contra oito proteínas virais, a Core, E1, E2, NS3, NS4, NS5 (LAVILETTE et al., 

2005). Sendo os anticorpos contra Core (97%), NS4B (86%), NS3 (68%) e NS5A 

(53%) os mais abundantes encontrados em soro de pacientes infectados por HCV 

et al., 2009). Sendo as 

IgG1 (CHEN et al., 1999). 
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2.2 Produção de proteínas recombinantes 

 

2.2.1 Proteínas 

 

Proteínas são sintetizadas por todas as formas vivas como parte do seu 

metabolismo natural. A produção de proteínas recombinantes tem aplicação em 

áreas diferentes, como fins terapêuticos, desenvolvimento de vacinas, estudos 

básicos ou desenvolvimento de teste diagnóstico. Na década 1970, enzimas 

produzidas foram ainda derivadas de plantas ou animais, mostrando desvantagens 

como a limitação na produção, custos altos e reações adversas para os pacientes. 

Com o aparecimento da tecnologia recombinante de DNA e engenharia protéica, 

enzimas e outras proteínas podem ser obtidas com mais facilidade e superior 

qualidade (ARNOLD et al., 2009).  

Proteínas são moléculas com grande variedade em tamanho e função. Os 

aminoácidos são os componentes que, conectados um ao outro, determinam uma 

proteína ou polipeptídio. Existem 20 aminoácidos, cada uma codificada e 

representada pela composição de três bases numa sequência de DNA. Todavia, 

uma combinação de bases diferentes pode ser usada para codificar um mesmo 

aminoácido (Figura 14) (LEWIS et al., 2006).    

   

Figura 14- Códigos genéticos para aminoácidos  
                      

                     
   

 
Fonte:  Branden et al. (1991) 
Nota: O quadro mostra as possíveis combinações de bases (U = Uracila, C= Citosina, A= Adenina, 
G= Guanina) e sua localização num códon (primeira, segunda ou terceira base) os quais são usados 
como código genético para cada aminoácido.  
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Cada aminoácido tem uma estrutura básica, composto de um carbono no 

centro e uma cadeia variável, cadeia lateral (R), (Figura 15) que determina a 

propriedade (por exemplo, tamanho e polaridade). Essa propriedade influencia a 

interação entre os mesmos e a formação da estrutura tridimensional da proteína. 

Aminoácidos podem ser classificados também devido a sua cadeia variável em:  

a) carga positiva (aminoácidos hidrofílicos); 

b) carga negativa (aminoácidos hidrofílicos); 

c) sem carga (hidrofóbicos). 

 

Figura 15- Estrutura básica de um Aminoácido 
 

                                 
 

Fonte:  Branden et al. (1991) 
 

Após transcrição do DNA em mRNA, ele é utilizado nos ribossomos como 

matriz para leitura e montagem da cadeia peptídica. O ribossomo desliza ao longo 

da fita de mRNA e os diferentes tRNA isoaceptores que fornecem os aa, 

reconhecem especificamente três bases, aliais um códon, entregando assim o aa 

apropriado. Conectando vários aminoácidos, é criado um polipeptídeo que recebe 

suas modificações (p.e. a formação de pontes dissulfeto ou a glicolisação) no 

retículo endoplasmático e aparelho de Golgi. As proteínas diferentes se distinguem 

na sua divergência da sequência de aa (LEWIS et al., 2006). Proteínas de 

membrana, por exemplo, se encontram integradas numa bicamada lipídica e por isto 

tem mais aminoácidos com resíduos hidrofóbicos (SCHLICK et al., 2010). 

Existem quatro níveis para descrever a estrutura de proteínas. A estrutura 

primária a que é a sequência de aminoácidos, a estrutura secundária a qual define o 

padrão da estrutura de α-hélices, β-sheets ou combinação de motivos, a estrutura 

terciária a qual mostra a ordem tridimensional de todos os átomos na cadeia de um 

polipeptídio e a estrutura quaternária, usado para proteínas grandes com 

subunidades diferentes, para determinar a interação tridimensional dos mesmos 
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(SCHLICK et al., 2010). A função biológica da proteína depende muitas vezes da 

sua conformação estrutural. Cada proteína existe numa única forma nativa, a qual se 

encontra sob condições in vivo, incluindo meio aquático com pH neutro e 

temperatura de 20-40°C. Desta forma, proteínas podem ser denaturadas, perdendo 

o seu dobramento nativo sob condições de temperatura alta, pH ácido ou básico ou 

solventes não aquosos. Todavia, o redobramento das proteínas no laboratório é 

possível (LEACH et al., 2001). 

 

2.2.2 Sistemas de Expressão 

 

O primeiro passo para gerar uma proteína recombinante é a obtenção da 

sequência gênica (DNA) de uma determinada proteína. Após a subclonagem do 

DNA em vetores de expressão e a introdução do mesmo num sistema de expressão, 

a proteína desejada é traduzida. Qualidade, funcionalidade, rapidez e eficiência na 

produção, são consideradas os fatores mais importantes em escolher um sistema de 

expressão apropriado. Como sistemas de expressão são usados sistemas 

procarióticos (bactérias) e eucarióticos (levedura, fungi, células de insetos, células 

mamíferos, animais transgênicas, plantas transgênicas). Todavia, a expressão 

nesses sistemas pode ser ainda uma tarefa muito árdua (ARNOLD et al., 2009).  

A primeira causa de desregulamento na produção de proteínas heterólogas é 

o padrão de utilização dos códons (ingl. biased códon usage). Neste existe uma 

discordância alta no uso do tipo do códon para reconhecimento dos aa entre a 

espécie do gene  e do hospedeiro usado como sistema de expressão. Os códons 

sinônimos em geral são utilizados não-randômicos. Aliás, existe uma preferência no 

uso de códons o qual corresponde diretamente às concentrações intracelulares de 

moléculas de tRNA isoacceptores específicas (EVANS et al., 2011). Varias 

estratégias são usadas para minimizar especialmente o códon usage bias. Uma, 

extensivamente usada, é a estratégia da otimização dos códons. Através do uso de 

algoritmos genéticos (ferramenta de computação) é possível conceber sequências 

de DNA sintéticas otimizadas. Essas são compostas apenas pelos códons 

preferenciais, utilizados para expressão das proteínas endógenas no organismo da 

expressão (por exemplo, bactéria ou levedura). Existem programas computacionais 

como o Leto Entelechon que são usados para fazer estas modificações na 

sequência de DNA. Outra estratégia é ajustar as concentrações das moléculas 
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especificas de tRNA isoacceptor intracelular. Para isto, se usa plasmídeos que 

codificam especificamente os tRNAs raros no organismo de expressão . As outras 

causas que podem interferir na produção de proteínas recombinantes são: a 

toxicidade de produtos gênicos, a solubilidade das proteínas, a estrutura secundária 

e a estabilidade de RNA. Os algoritmos genéticos também são capazes de detectar 

e evitar a expressão dos elementos regulatórios negativos como, estruturas 

secundárias do mRNA, regiões ricas em GC e elementos repetitivos (EVANS et al., 

2011). 

 

2.2.2.1 Sistema procarioto (E. coli) 

 

A bactéria Escherichia coli (E. coli) é o sistema mais comum utilizado na 

produção de proteínas recombinantes. Um plasmídeo que contém a sequência da 

proteína desejada é transformado na bactéria e a expressão induzida. 

Os plasmídeos contém o elemento origem de replicação (ori), um marcador 

antibiótico de resistência, um promotor, uma região de iniciciação de tradução (TIR) 

e terminadores para a transcrição e tradução. A replicação dos plasmídeos na 

bactéria é estável devido à pressão de seleção com um antibiótico como, por 

exemplo, Ampicillina, Kanamicina ou Tetraciclina.  

Extremamente importante para a expressão de proteínas na bactéria é a 

atividade basal baixa do promotor, para evitar uma produção constante das 

proteínas heterólogas. Esta pode induzir um estresse celular e assim levar à perda 

do plasmídeo. A indução do promotor pode ocorrer de modo térmico ou pelo uso de 

químicos. O mais usado indutor é a molécula isopropyl-beta-d-thiogalactopyranoside 

(IPTG). Para a iniciação da tradução na TIR, o mRNA necessita um ribosomal 

binding site (RBS) e um códon da iniciação da tradução qual é o AUG. O STOP 

códon (preferencialmente UAA usado em E. coli) localizado 3´ terminal do gene, 

media o término da tradução. A eficiência do término também pode ser aumentada 

pela inserção de um STOP códon consecutivo ou de um STOP códon prolongado 

(UAAU) (SOERENSEN et al., 2005).  

Para a produção de proteínas recombinantes em bactérias, também a escolha 

da cepa é importante. Ela deve ser deficiente de proteases agressivas, naturalmente 

presentes em procariotas. A cepa E. coli BL21 é a cepa mais usada no sistema de 

expressão procariota, porque cresce em meio mínimo e é não-patogênica 
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(SOERENSEN et al., 2005). Recentemente também apareceram no mercado E. coli 

geneticamente modificada, entre eles os chamados E. coli Origami e Rosetta. As 

modificações feitas nas células Origami são mutações dos genes de thioredxoin 

reductase e glutathione reductase que permitem a formação de pontos de 

disulfídeos no citoplasma (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU, 2011). Uma função 

normalmente restrita a células eucariotas. As células Rosetta contém sete tRNAs de 

códons, em geral encontrados raramente em bactéria (NOVAGEN, 2004). Assim, 

uma otimização dos códons, na sequência de DNA, por algoritmo genético não é 

necessário. Sobretudo, foram reportados E. coli que permitem a produção de 

proteínas com N-glicolisação e actetilização (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU, 

2011). 

Para facilitar a detecção e purificação das proteínas recombinantes, uma 

variedade de parceiros (tags) foi concebida para gerar proteínas de fusão. Em 

alguns casos, o uso de tags também aumenta a solubilidade e até apoia o 

dobramento próprio da proteína. A curta sequência de DNA do tag faz parte do 

plasmídeo e se localiza N- ou C-terminal das sequências subclonadas para 

expressão. Ele é usado, por exemplo, para estratégias de purificação por afinidade, 

como o polihistidina (HIS-tag), gluthatione-S-transferase (GST-tag) ou para a 

visualização por microscopia de fluorescência, como o green fluorescent protein 

(GFP-tag). A separação do tag da proteína de fusão recombinante pode ser 

necessária devido à possibilidade em interferir com a estrutura ou a atividade 

biológica da proteína parceira. Esta pode ser alcançada em alguns casos, 

dependendo da sequência, por clivagem com endoproteases (Factor Xa, proteases 

virais) ou Exoproteases (caboxzpeptidase, aminopeptidase) (SOERENSEN et al., 

2005; WAUGH et al., 2011).  

As vantagens gerais no uso das procariotas são um crescimento e expressão 

rápida, facilidade no cultivo, rendimento alto e baixos custos. Todavia, o uso de E. 

coli também mostra algumas dificuldades. Por exemplo, o crescimento da célula em 

densidade alta pode levar à toxicidade devido à formação de acetato. Essa formação 

pode ser regulada pelo controle de níveis de oxigênio durante o crescimento 

(ARNOLD et al., 2009). Também a atividade biológica de proteínas terapêuticas 

pode ser influenciada especialmente em bactéria, pela formação incorreta de pontes 

de disulfídeo (ZHANG et al., 2011). Além disso, foi descoberto recentemente, que 

em cDNA de Flavivírus, usados para a expressão em bactérias, existem motivos 
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ECP (ingl. E. coli cryptical promotors) que a própria E. coli  reconhece como 

promotor. Em caso ativo, essas sequências levam a uma toxicidade intrínseca e 

expressão baixa das proteínas virais (PU et al., 2011).    

Um dos maiores problemas que pode ocorrer durante a expressão em E. coli 

é a agregação da proteína recombinante em corpos de inclusão (ingl. inclusion 

bodies), deixando a proteína insolúvel e inativa. Necessitando primeiro a extração 

dos corpos de inclusão para posterior purificação da proteína e um protocolo 

adequado para o redobramento da proteína na sua forma nativa (ARNOLD et al., 

2009). Todavia, em alguns casos, a insolubilidade da proteína também é 

considerada vantajosa, mostrando pureza da proteína desejada na fração e um nível 

de proteção maior contra proteases bacterianas (VALLEJO; RINAS, 2004).  Para a 

extração dos corpos de inclusão, a quebra mecânica da célula bacteriana, por 

exemplo, pela sonicação é usado. Esta ocorre em conjunto com uso de detergentes, 

para tirar contaminações por proteínas das membranas celulares. Após, para a 

solubilização e purificação da proteína recombinante, é necessário o uso de altas 

concentrações de reagentes caotrópicos (ingl. chaotropic agents), como por 

exemplo, a úrea ou o guanidinium hidroclorídico. Também o uso de soluções com 

pH extremo foi reportado. Nesse processo, também o uso de reagentes thiol, como 

por exemplo, DTT ou β-mercaptoetanol, são necessários para reduzir a formação de 

pontes dissulfídicas anormais, ocorrendo por oxidação durante o processo da 

disrupção celular (VALLEJO; RINAS, 2004).   

Em seguida, o redobramento (interações intramoleculares) correto tem que 

ser alcançado, usando métodos que diminuem o dobramento incorreto (ingl. 

missfolding) ou a agregação (interações intermoleculares) da proteína. O melhor 

método depende de cada proteína e tem que ser avaliado empiricamente. Para este 

devido fim foram reportadas técnicas como a diluição direta, diálise, métodos 

cromatográficos e métodos por assistência de um matriz. Propriedades físicas e 

químicas, como por exemplo, alteração de temperatura e uso de chaperonas, podem 

ajudar neste processo (VALLEJO; RINAS, 2004). Em 2006 foi lançado um banco de 

dado chamado REFOLD DATABANK onde são listadas 200 proteínas com 

parâmetros de interesse para purificação e redobramento das mesmas (CHOW et 

al., 2006).  

Para melhorar o sistema de expressão E. coli foram feitos vários modificações 

ao longo do tempo, como o uso de promotores diferentes nos plasmídeos para 
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regular a quantidade da síntese de proteínas, o uso de cepas de E. coli diferentes  

como já mencionado acima (MAKINO et al., 2011), a co-expressão de chaperonas e 

foldases, baixar a temperatura durante o crescimento, a secreção de proteínas no 

meio de cultura, a troca do meio de cultura durante o tempo de crescimento, a 

expressão de proteínas truncadas, a fusão da proteína com peptídeo leader, a 

denaturação in vitro, o redobramento da proteína (ARNOLD et al., 2009) e a 

inserção de mutações silenciosas (PU et al., 2011). 

Não obstante, a maior diferença entre proteínas obtidas por um sistema 

procariótico e eucariótico é a ausência de modificações pós-tradução, como a 

glicolisação. A glicolisação influência a solubilidade, o dobramento, a 

susceptibilidade à proteólise, a estabilidade térmica, a ligação aos receptores e as 

atividades in vivo da proteína (CELIK et al., 2011). Para fins imunodiagnósticos a 

produção de proteínas glicosiladas pode ser necessária, devido ao aumento da 

imunogenicidade de um antígeno e assim a interação com seu próprio anticorpo.  

A literatura científica mostra, que várias proteínas virais já foram expressas em 

sistema procarioto, como por exemplo, gp21HTLV1 (RUSSO-CARBOLANTE et al., 

2007), gp125HIV2, gp36HIV2 (MARCELINO et al., 2006) e Core_HCV (BOULANT et 

al., 2005). 

 

2.2.2.2 Sistema eucarioto (Levedura K. lactis) 

 

As leveduras representam organismos eucarióticos de uma única célula. 

Dessas, existem muitas cepas com características diferentes, usadas para a 

expressão de proteínas recombinantes. Entre elas se encontram a Saccharomyces 

cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis e Hanselua polimorpha (CELIK et 

al., 2011).  

As vantagens do uso das leveduras como sistema de expressão são a 

permissão de modificações pós-tradução semelhante à de eucariotas mais altas, 

como por exemplo, o dobramento correto, a formação de pontes de disulfídeo, a N- 

e O-linked glicolisação e o processamento proteolítico de sequências de sinais. As 

proteínas recombinantes glicosiladas em levedura podem ainda possuir um padrão 

de glicolisação não-humana o qual pode afetar a meia vida ou a immunogenicidade 

(VAN OOYEN et al., 2006). Todavia, com o aumento das informações genéticas 

dessas eucariotas, também foram geradas cepas as quais produzem uma N-
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glicolisação humana (CELIK et al., 2011). Sobretudo, parte das vantagens faz uma 

produção estável de clones recombinantes, rendimento de proteínas relativamente 

alto e custos mais baixo do que o uso de sistemas eucariotas multicelulares (CELIK 

et al., 2011; DEMAIN et al., 2009;).  

A Kluyveromyces lactis (K. lactis) é um non-saccharomyces budding Yeast 

aeróbico que pertence a espécie phylum ascomycota. Desde 1950, K. lactis é usado 

como fonte de lactase, uma enzima que degrada o açúcar de leite para a produção 

de produtos ausente de lactose. K. lactis também tornou-se importante na indústria 

de alimentos devido ao seu estado GRAS (ingl. Generally Recognized As Safe) 

obtido pela Food and Drug Administration (FDA), considerando-a um organismo 

seguro. Em 1993, a K. lactis foi reportada, pela primeira vez, como hospedeiro na 

expressão de oito proteínas heterólogas. Em 2006 este número aumentou para mais 

de quarenta. Entre eles se encontram proteínas de origem viral, bacteriana, fungo, 

plantas e mamíferos, como por exemplo à expressão da glicoproteína E2 de HCV e 

o antígeno S da Hepatite B (HBsAg) (VAN OOYEN et al., 2006; CELIK et al., 2011).  

Todavia, existem mais de 50 cepas de K. lactis as quais foram utilizadas para avaliar 

a capacidade de secreção da albumina sérica humana recombinante, mostrando 

grande variabilidade no rendimento da proteína. A cepa selvagem GG799 mostrou 

uma síntese excelente e capacidade de secreção (VAN OOYEN et al., 2006). Como 

na bactéria, um plasmídeo é usado para introduzir a sequência desejada na célula. 

Os vetores usados em K. lactis podem se replicar extracromosomal (vetor episomal) 

ou se integram no genoma (vetor integrativo). Os vetores episomais mostram um 

número de cópias maior no hospedeiro após a transfecção, mas podem ficar 

instáveis na célula no caso da ausência de pressão de seleção. Ao contrário, os 

vetores integrativos possuem sequências homólogas com regiões do cromossomo 

da levedura que direcionam a inserção do vetor no genoma por recombinação 

homóloga (ingl. homologous site directed recombination mechanism).  Um método 

comum para o uso de vetores integrativos é a inserção no genoma no lócus LAC4 e 

o uso desse forte promotor para a expressão (VAN OOYEN et al., 2006). A maior 

desvantagem de vetores integrativos é o número de cópias menores. Todavia, uma 

integração múltipla ou tandem do vetor integrativo pode ocorrer no mesmo sítio da 

integração na levedura (READ et al., 2007). Além do promotor LAC4, também os 

promotores da S. cerevisiae, o phosphoglycerate kinase (PGK) e o acid phosphatase 
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(PHO5) são usados em K. lactis. O promotor LAC4 é ativado pela presença de 

galactose ou lactose e os outros dois por fosfato no meio de cultura. 

Para a seleção de K. lactis é usado o antibiótico Geneticina (G418) ou outros 

químicos como acetamide, bleomycina (BLE) e aureobasidin A (AUR1). O 

acetamide, degradado pela enzima amds, leva à produção de amônio e assim 

fornece uma fonte de nitrogênio, necessário para seu crescimento às leveduras 

(VAN OOYEN et al., 2006). Todavia se mostrou que, usando o promotor LAC4 em 

conjunto com o G418 somente 2-5% das colônias tem inseridas em tandem 2-10 

vetores no genoma. Usando o acetamide, como método de seleção, aumentou a 

integração em >90% das colônias, mostrando 2-6 cópias em tandem (READ et al., 

2007). O aumento de colônias com integrações múltiplas usando o acetamide é 

provavelmente devido à vantagem de crescimento dessas células (VAN OOYEN et 

al., 2006).  

As técnicas usadas para a transformação de K. lactis incluem o transfer de 

DNA mediado por polyethylene Glycol (PEG), por acetato de lítio e a eletroporação. 

As vantagens no uso de K. lactis são a sua manipulação genética fácil, o uso de 

vetores de expressão integrativos e episomais, o crescimento em meio estandard de 

leveduras e a secreção de proteínas com peso molecular alto. Além disso, não 

necessita o uso de equipamento de fermentação segura contra explosão, para a 

produção em larga escala (CELIK et al., 2011).  

A literatura científica mostra poucas publicações de proteínas virais expressas 

em K. lactis. Todavia, como já mencionado acima, a expressão da glicoproteína E2 

de HCV e o antígeno S da Hepatite B (HBsAg) foram reportadas (VAN OOYEN, 

2006; CELIK et al., 2011). Outras leveduras como a S. cerevisae é mais usada para 

estudos de mecanismos virais (WICKNER et al., 2013), foram reportados, por 

exemplo, a expressão da proteína precursora HTLV1 (KUGA et al., 1986) e domínios 

do envelope de HIV (BARR et al., 1987) em artigos mais antigos. Entre outros, se 

encontram publicações reportando a expressão de proteínas virais em Pichia 

pastoris, como por exemplo, a glicoproteina do envelope do HIV (ZHAO et al., 2007) 

ou formas truncadas das proteínas de envelope E1 e E2 de HCV (CAI et al., 2010). 
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2.2.3 Seleção de antígenos 

 

2.2.3.1 Definição antígeno 

 

A resposta imune humoral é baseada na habilidade de anticorpos 

reconhecerem e se ligarem aos antígenos, apresentados por organismos invasivos 

como bactéria ou vírus. Este antígeno é chamado antígeno de célula B e é definido 

como uma substância que pode interagir com um anticorpo específico secretado no 

espaço extracelular ou com o receptor na superfície da célula B (REIMER et al., 

2009). Também existem antígenos de célula T que são fragmentos de um antígeno 

que foi degradado dentro da célula infectada e apresentados através do complexo 

major de  histocompatibilidade (MHC) na superfície de uma célula corporal. O 

receptor da célula T reconhece tal antígeno e destrói a célula infectada (JANEWAY; 

TRAVERS; 2005).  

Antígenos mais freqüentemente usados na imunologia experimental são 

proteínas. Todavia, para induzir a produção de anticorpos, não é necessário 

apresentar a proteína completa, mas somente a fração imunogênica (REIMER, 

2009). Outros antígenos potencias, por exemplo, são carboidratos, ácidos nucléicos, 

haptenos que muitas vezes só induzem uma resposta imune se forem ligados à uma 

proteína carregadora, um imunógeno (JANEWAY; TRAVERS; 2005) 

O determinante antigênico de uma molécula antigênica ao qual se liga um 

certo anticorpo é conhecido como epítopo. Diferentes anticorpos podem se ligar aos 

distintos epítopos no mesmo antígeno (JANEWAY; TRAVERS; 2005) 

Sobretudo, se distingue entre epítopos lineares/contínuos (9-12 mers) e 

epítopos conformacionais/descontínuos (15-22 mers). Os epitopos lineares são 

segmentos de uma corrente de polipeptídios que podem ser reconhecidos pelo 

anticorpo. Ao contrário, a formação de epitopos conformacionais depende da 

estrutura tridimensional da proteína. Segmentos diferentes precisam se juntar 

através do dobramento correto da proteína, gerando assim este tipo de epítopo. Em 

geral, mais do que 90% de epítopos de célula B são descontínuos (JANEWAY; 

TRAVERS; 2005). 

..  
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2.2.3.2 Métodos e Ferramentas 

 

Para criar antígenos imunogênicos que podem ser usados em teste 

diagnóstico é necessário identificar as regiões protéicas ou sequências gênicas que 

em seguida vão ser usadas para expressão no sistema de expressão escolhido. Não 

existe um procedimento padrão para gerar antígenos, mas existem métodos 

diferentes e ferramentas que podem ajudar na escolha da sequência apropriada.  

Um método, especialmente encontrado em artigos científicos antigos, faz uso de 

sítios de enzimas de restrição presente ao longo de sequências de DNA. São 

usadas enzimas de restrição que cortam mais próximo a um fragmento de DNA viral 

que contém o gene desejado. Esse fragmento em seguida é usado para 

subclonagem em vetores de expressão (VLASUK et al., 1989).  

Uma outra estratégia é a identificação de regiões hidrofílicas. Existem 

proteínas que apesar de serem expostas no exterior da célula, também são 

encaixadas na membrana celular ou viral, como por exemplo, a proteína viral gp41 

do envelope de HIV. Essas proteínas de membrana são compostas de regiões 

hidrofílicas e hidrofóbicas, a última também chamada região trans-membrana. Assim 

se define que os domínios hidrofílicos são potencialmente mais antigênicos do que 

os hidrofóbicos, devido à possibilidade de causar uma resposta imune e o 

reconhecimento pelos anticorpos (VALERIE et al., 1991).  

As diferentes regiões na proteína são feitas, devido à estrutura das 

membranas celulares que são compostas por moléculas lipídicas. Estas têm uma 

cabeça hidrofílica e uma cauda hidrofóbica. As moléculas lipídicas se localizam 

opostas uma a outra, formando dessa forma a bicamada lipídica. Assim, duas 

superfícies hidrofílicas (uma para o exterior e outra para o interior da célula) e uma 

superfície hidrofóbica (localizada no meio) são formadas (BRANDEN; TOOZE; 

1991).  

Tirar regiões hidrofóbicas da sequência usada para expressão pode mostrar 

outra vantagem, como foi reportado para a expressão de glicoproteínas do envelope 

de HIV e HTLV. Mostrou-se, a redução da toxicidade das proteínas expressas em 

sistema procariota e o aumento da expressão, de níveis não dectáveis até o 

acúmulo da proteína recombinante de 10-15% da proteína celular total (SISK et al., 

1992).  



 

 

Um método para identificar regiões hidrofílicas e trans

Hydrophicity plot. Esse foi designado para mostrar a distribuição de resíduos polares 

e apolares de AA ao longo duma sequ

Figura 16
     
                     

 
Fonte:  Branden et al. (1991) 
Nota: Apresentados são o 
Kyte/Doolittle. Valores negativos indicam aminoácidos  hidrofílicos, quando maior o número negativo, 
maior é a hidrofilicidade. Valores positivos mostram aminoácidos hidrofóbicos, quando maio
número positivo, maior é a hidrofobicidade; os aminoácidos são apresentados na primeira linha, 
utilizando o seu código de uma única letra;
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Um método para identificar regiões hidrofílicas e trans

e foi designado para mostrar a distribuição de resíduos polares 

polares de AA ao longo duma sequência protéica (Figura 16). 

 

Figura 16 - Aminoácidos e seu hydropathy score

 
o score de hidrofobicidade de um aminoácido utilizando o método 

Kyte/Doolittle. Valores negativos indicam aminoácidos  hidrofílicos, quando maior o número negativo, 
maior é a hidrofilicidade. Valores positivos mostram aminoácidos hidrofóbicos, quando maio
número positivo, maior é a hidrofobicidade; os aminoácidos são apresentados na primeira linha, 
utilizando o seu código de uma única letra; 

recebem um hidropathy score, representando um score de 4.6 

(mais alta hidrofobicidade) até -4.6 (mais alta hidrofilicidade). Uma ferramenta 

computacional comum, entre outros, é o Kyte Doolittle Hydrophathy Plot

identificar as regiões é necessário definir um window size (ws) que define o número 

examinados em conjunto. Um ws de 5-7 ou 9 é bom p

regiões hidrofílicas, enquanto um ws de 19-21 identifica domínios

(hidrofóbicos) se apresenta um score >1.6. O número do score

calculado pelo programa, é apresentado em forma de curvas em relação aos 

os dos resíduos de uma proteína, num diagrama (Figura 1
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Um método para identificar regiões hidrofílicas e trans-membranas é o 
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Figura 17- Exemplo de um Kyte-Doolittle Hydrophathy  Plot 
 
 

                                    
 

 
Fonte:  Clergeot et al. (2001) 
Nota: A análise mostra ao longo da sequência protéica, regiões de aminoácidos com alto e  baixo 
(números negativos) score. Neste exemplo, foram identificadas quatro regiões ·transmembranas 
(TM1-·4), havendo um score de >1.6. 

 
 

Na seleção de antígenos deverá ser considerado que a sensibilidade analítica 

de um teste diagnóstico também depende do genótipo ou subtipo viral. Muitos vírus 

mostram uma variabilidade alta nas suas sequências e por isto foram classificados 

em subtipos os quais muitas vezes circulam em regiões geográficas diferentes. Esta 

variabilidade ocorre por criação de altas razões de mutações, principalmente devido 

à falta de atividade proofreading da Transcriptase reversa (RT) viral (FREED et al., 

2002). Dessa forma foram observadas diferenças de até 10 vezes na sensibilidade 

entre testes diagnósticos, usando subtipos de HBV diferentes (WEBER et al., 2005). 

Também teste diagnóstico contra antígenos de Influenza vírus mostrou menor 

sensibilidade, devido a mudanças genéticas e antigênicas do vírus (LANDRY et al., 

2011). O uso de teste diagnóstico onde o subtipo circulando na população varia do 

vírus usado para produção do teste, isto pode influenciar significantemente no 

resultado do teste, aumentando resultados falso-negativos (WEBER et al., 2005).  

O uso de banco de dados possibilita o acesso à sequências genômicas de diferentes 

subtipos e assim a seleção adequada das sequências usadas para produção de 

proteínas recombinantes. Um banco muito usado para obter sequências registradas 

na América Latina, é o Los Alamos Sequence Database. Esse tem registrado 

especialmente sequências de HIV e HCV, fornecendo além disso informações sobre 
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o genótipo, subtipo, sítio de start e stop, país de coleta, cidade, data e tecido 

(KUIKEN et al., 2003; KUIKEN et al., 2008). Outros bancos de dados são o National 

Center of Biotechnology Inforamtion (NcBI) Reference Sequence (RefSeq) database 

com datas genômicas, protéicas e transcritos de mais de 3700 organismos incluindo 

procariotas, eucariotas e vírus (PRUITT et al., 2007) ou o NIH (ingl. National Institute 

of Health) genetic sequence database GenBank, com mais de 27.000 genomas 

virais completos registrados (BRISTER et al., 2010).  

Métodos mais modernos para seleção de antígenos apropriados vêm da área 

da Biologia estrutural, envolvendo análises computacionais. A identificação de 

regiões onde epitopos se encontram localizados na proteína é importante para 

garantir a funcionalidade do antígeno em teste diagnóstico. Cerca de 30 anos atrás 

começou a tentativa para identificar epítopos. Nesta época foram  avaliadas as 

propriedades diferentes de aminoácidos ao longo de uma seqüência protéica. 

Todavia se mostrou que um perfil de aminoácidos únicos não pode ser usado 

confiantemente para determinar a localização de um epítopo. A grande mudança 

veio através da biologia estrutural que reconhece epítopos conformacionais de 

células B pela estrutura 3-dimensional da proteína (REIMER et al., 2009). Devido 

aos custos altos e um procedimento demorado para identificar novos epítopos, 

foram desenvolvidas também ferramentas bioinformáticas ou epitope prediction 

software para prever a presença de epítopos. Esses algoritmos de previsão são 

baseados na seqüência de aminoácidos, estrutura 3D ou outras características de 

proteínas como hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade (CHEN; RAYNER; HU; 

2011). Não obstante, já foi identificada a presença de epítopos em muitas proteínas 

virais, normalmente usadas em teste diagnóstico, e assim podem ser achadas 

também em publicações cientificas.  

Outro método que faz uso da Biologia estrutural é o uso de proteínas scaffold, 

como a proteína Top7, para inserção de epítopos conformacionais ou regiões com 

alta probabilidade de serem imunogênicas. A simulação da dinâmica molecular é 

usada para análise da estabilidade e estrutura protéica. Assim, a seleção das 

proteínas quimeras mais promissoras podem ser obtidas usando ferramentas 

computacionais e em seguida usadas para expressão em bactéria (VIANA et al., 

2013).  
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2.3 Testes diagnósticos 

 

2.3.1 Métodos e critérios gerais 

 

Um teste diagnóstico serve para identificar a presença de uma doença ou 

patôgeno em indivíduos assintomáticos. Métodos diagnósticos clássicos para vírus 

incluem a manuntenção do vírus em células de cultura (MAHONY et al., 2008), 

imunoensaios como o ensaio de imunofluorescência (SCHINDERA et al., 2010), 

testes sorológicos (MAHONY et al., 2008) como o imunoensaio ligado a enzima 

(EIA) e o teste de inibição da hemaglutinção. Esses testes são intensivos no 

desempenho de trabalho, consumem muito tempo até chegar ao resultado e muitas 

vezes mostram reatividade cruzada alta, sensibilidade baixa e a necessidade de 

testes confirmatórios com métodos moleculares (KEHL et al., 2009). Sobretudo, são 

capazes de detectar somente um único alvo. Para aumentar o nível de sensibilidade, 

minimizar a janela de diagnóstico, incluir novos patógenos, facilitar o uso em 

laboratório de rotina, garantir um diagnóstico acurado também em países de renda 

baixa, o desenvolvimento de novos testes continua.  

Devido aos avanços metodológicos foram desenvolvidos também testes 

multiplex que permitem a detecção e identificação simultânea de múltiplos tipos de 

vírus ou proteínas numa única reação. Ao lado dos benefícios em diminuir custos e 

tempo, a quantidade do material biológico (sangue), usado no teste, pode ser 

reduzida. Todavia, os métodos seguem princípios diferentes, usando, por exemplo, 

microesferas, placas de múltiplos poços ou suporte de vidro para acoplamento do 

antígeno, mostrando critérios específicos para sua aplicação e vantagens e 

desvantagens específicas (Tabela 1). Para triagem sorológica já existem testes 

diagnósticos multiplex na base de ácidos nucléicos e PCR, como por exemplo, o 

COBAS TaqScreen MPX Test para HCV, HIV-1, HIV-2, o Procleix Ultrio Assay e 

Procleix Ultrio Plus Assay para HBV, HCV e HIV-1 (FOOD AND DRUG 

ADMINISTRATION, 2013).  
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Quadro 1- Métodos diagnósticos multiplex usados em virologia. 

 
 

MÉTODO 
 

DETECÇÃO 
   DNA     PROTEINA 

 
             VANTAGEM 

 
      DESVANTAGEM 

 
ELISA 

 
    NÃO    SIM       

 
Baixo problema de contaminação 
por carry-over ; 
Equipamento comum;  
Uso: detecção de infecções 
primárias (IgM) e secundárias (IgG); 
(OLIVEIRA, 2004)  

 
Número de patógenos por 
teste limitado; 
Quantidade grande de material 
biológico usado;  
(ELLINGTON, 2010) 

 
MICROESFERAS 

LIQUIDOS 

 
 SIM      SIM 

 
≤200 patógenos diferentes/test 
High throughput 
Uso: laboratório de rotina 
Quantidade baixa de material 
biológico necessário; 
(ELLINGTON, 2010) 

 
Perda substancial de 
microesferas em caso o soro 
não for diluído; Variabilidade 
na mensuração devido às 
diferenças em diâmetro de 
microesferas; Vazamento, 
acúmulo de microesferas; 
(ELLINGTON, 2010) 

 
MICROARRAY 

 
SIM       SIM 

 
High throughput e screen;  
Bem desenvolvido para DNA; 
Uso: pesquisa, detecção de 
biomoléculas;  
Teste automatizado; 
Inclusão de replica tas múltiplas 
para melhor precisão possível; 
(FOURNIER-WIRTH, 2010) 

 

 
Equipamento especial; 
Método complexo; 
Interação entre proteínas; 
Amplificação do target pelo 
PCR necessário;  
(FOURNIER-WIRTH, 2010) 

 

 
PCR/RT-PCR 

 
SIM     NÃO 

 
Alta sensibilidade e especificidade; 
(KEHL, 2009) 

Equipamento comum em laboratório 
de rotina e pesquisa;  
Uso: laboratório de rotina 
(TANAKA, 2009) 
 

 
Alto risco de contaminação por  
carry-over de amplicons; 
(MAHONY, 2008) 

Métodos adicionais para 
detecção necessários; 
(TANAKA, 2009; SZEWCZUK, 
2010) 

Perda de material durante a 
extração de DNA e RNA; 
Possível interferência de 
primers; (SZEWCZUK, 2010) 

 
REAL-TIME PCR 

 

 
SIM       NÃO 

 
Alta sensibilidade e especificidade; 
Baixo risco de contaminação por  
carry-over; 
Teste automatizado;  
Uso: laboratório de rotina e 
pesquisa 
(RAYMOND, 2009; Huang, 2008) 

 

 
Números de patógenos 
limitados (Max. 5)/ teste devido 
à falta de marcadores 
fluorescentes; (MOLENKAMP, 
2007); Equipamento carro; 
Possível interferência de 
primers e sondas  
(HUANG, 2008) 
 

 
Fonte: a autora 
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 As características que influenciam a escolha de um teste apropriado 

incluem: a infraestrutura do laboratório, a simplicidade do procedimento, o 

equipamento necessário para performance do teste, a vida útil dos reagentes e as 

condições para guardar o teste, a habilidade do técnico, a rapidez, o preço, o alvo 

desejado seja a detecção de antígeno ou anticorpos,  a sensibilidade e 

especificidade altas e a variante do vírus dependendo da região geográfica (p.e. 

HIV-1, grupo O) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2005). 

Importante para a avaliação da qualidade de um novo teste diagnóstico é:  

a) a reprodutibilidade; 

b) a acurácia; 

c) a sensibilidade e especificidade; 

d) o valor preditivos positivos ou negativos. 

  

 A reprodutibilidade se mostra pela repetição do teste, esperando 

igualdade nos resultados e ao mesmo tempo se encontrando entre discordância (-1) 

e concordância total (+1). Essa depende também do fator técnico, como por 

exemplo, como foi conduzido o teste e por quem (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2005). A acurácia pode ser definida comparando o novo teste diagnóstico 

com um padrão ouro. O padrão ouro são testes diagnósticos de referência, 

disponíveis com o melhor critério diagnóstico e geralmente são os mais invasivos, 

caros e/ou complexos (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2005).  

 A sensibilidade é definida como a habilidade de detectar corretamente 

soros com anticorpos (ensaio de referência positivo). Assim, a sensibilidade é o 

número dos soros identificados verdadeiramente positivos (a), divididos pelo número 

dos soros identificados no ensaio de referência como sendo positivos (a+c), 

expresso em percentagem, (sensibilidade = a/(a+c)) (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2005).  

 A especificidade do teste é definida como a habilidade de detectar 

corretamente soros que não tem anticorpos (ensaio de referência negativo). Assim, 

a especificidade é o número de soros verdadeiramente negativos (d), dividido pelo 

número de soros identificados no ensaio de referência como sendo negativos (b+d), 

expresso em percentagem, (especificidade = d/(b+d)) (Tabela 2) (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2005).  
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 O critério mínimo de performance de um teste diagnóstico estabelecido 

pela OMS é uma sensibilidade de >99% para testes rápidos e 100% para ELISA e 

uma especificidade de pelo menos 98%  (OMS, 2005). 

 

Quadro 2- Definição dos resultados para cálculo da sensibilidade, especificidade e valores 
preditivos. 

   

 
         Fonte:  Organização Mundial de Saúde (2005) 
 

 O valor preditivo positivo (VPP) ou negativo (NPV) mostra a 

probabilidade de um teste com ou sem anticorpos, caso o teste seja positivo ou 

negativo, respectivamente. Para este cálculo pode ser usado uma fórmula simples 

que determina um valor aproximado: VPP = a/a+b,  NPV = d/c+d ou incluir a 

prevalência de HIV na população para valores mais precisos.  

 

 VPP =               (prevalência) (sensibilidade) 

    

                                        (prevalência) (sensibilidade) + (1 - prevalência) (1 - especificidade) 

  

  

 

 NPV =                          (1 - prevalência) (especificidade) 

                                         

                                         (1 - prevalência) (especificidade) + (prevalência) (1 - sensibilidade) 

 

 

 Define-se, que quanto maior a prevalência da infecção por HIV na 

população maior a probabilidade do resultado positivo mostram uma infecção do 

individuo por HIV. Dessa forma em regiões com maior prevalência, a proporção de 

soros testados falso-positivos diminui (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 

2005). 

 
                      Estado verdadeiro do soro 

                   positivo                             negativo 

 

Resultado do ensaio 
 

+ 
 
- 

 
a 

verdadeiro positivo 

 
b 

falso positivo 

 
           
         a+b 

 
c 

falso negativo 

 
d 

verdadeiro negativo 

 
         c+d 

            
                 a+c 

          
                 b+d 

 



 
 

 

63

 

 O intervalo de confiança de 95% (IC95) pode ser usado para determinar 

se as diferenças de sensibilidade e especificidade observadas entre ensaios são 

significantes ou não. Também o valor p determina a significância de um teste e é 

complementar ao IC95, sendo significativo se for abaixo de 0.05 (p<0.05). 

Para definição de resultados positivos é também necessário determinar o ponto de 

corte (ingl. cut-off). Assim, se define que indivíduos que mostram uma mensuração 

no teste igual ou abaixo do ponto de corte, são classificados como sendo negativos 

ou não infectados. De uma maneira geral se calcula, quanto menor o ponto de corte, 

maior a habilidade do teste de classificar os infectados como sendo positivos 

(MARTINEZ et al., 2003). Todavia, quanto menor for o ponto de corte também menor 

será a especificidade. Os testes diagnósticos já estabelecidos no mercado usam 

cálculos de ponto de corte diferentes, como por exemplo, (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2005):  

 

a) média DO controle positivo no ELISA x 0.23 (Enzgnost HIV Integral II); 

b) média DO controle negativo no ELISA + 0.20 (Genedia HIV Ag-Ab ELISA); 

c) média DO controle negativo no ELISA + 0.15 (Murex HIV Ag/Ab 

Combination); 

d) média DO controle negativo no ELISA + 0.10 (Vironostika HIV Uni-Form II 

Ag/Ab). 

 

 Para determinar a sensibilidade e especificidade de um teste diagnóstico 

se usa também a curva ROC (ingl. Receiver Operating Characteristic; Característica 

de Operação do Receptor) que tem capacidade discriminativa para um número de 

valores (pontos de cortes).  Nesta se trata de uma apresentação gráfica que ilustra a 

performance de um teste onde a fração verdadeira positiva de positivos totais 

(sensibilidade) na ordenada Y é representado em % contra os falsos positivos entre 

negativos totais (1-especificidade) na abscissa X . A escolha do ponto de corte pode 

influenciar um teste. Na curva ROC, os valores individuais (por exemplo cada soro 

usado) são apresentados como pontos de corte individuais, criando assim uma 

curva, permitindo a discriminação e valores com maior otimização da sensibilidade 

em função da especificidade. O melhor ponto, onde isto acontece, é aquele que se 

encontra mais próximo do canto superior esquerdo no diagrama (Figura 18).   

 



 

 

           Figura 1
 

                             
 
Fonte:  Souza (2014) 
Nota:  Na ordenada Y se mostra a sensi
criando assim uma curva. Quanto ao valor mais próximo no canto
representa um bom desempenho, mostrando assim, maior sensi
Valores que se encontram em cima ou abaixo da linha no meio representam um teste diagnóstico 
com mal desempenho. 
 

 Sobretudo, a curva 

teste que é proporcional à 

desempenho é aquele 

aproxima mais possível à 

 

Figura 1
 

                             
 
Fonte: Souza (2014) 
Nota:  Mais perto a curva se aproxima ao lado esquerdo superior, maior seja a área calculada (área 
cinza escura) e assim maior a exactidão do t
 

Figura 1 8- Apresentação de uma curva ROC. 

                                

Y se mostra a sensibilidade e abcisso X a especifidade. Cada valor é colocado 
criando assim uma curva. Quanto ao valor mais próximo no canto esquerdo superior, melhor 
representa um bom desempenho, mostrando assim, maior sensibilidade e menor falso positividade. 
Valores que se encontram em cima ou abaixo da linha no meio representam um teste diagnóstico 

Sobretudo, a curva ROC também é usada para quantificar a 

teste que é proporcional à área sob a curva (AUC). O teste diagnóstico com maior 

desempenho é aquele que mostra maior AUC. Isto ocorre quando

aproxima mais possível à área superior esquerda (Figura 19). 

Figura 1 9- Discriminação da área de uma curva ROC

Mais perto a curva se aproxima ao lado esquerdo superior, maior seja a área calculada (área 
cinza escura) e assim maior a exactidão do teste.  
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dade e abcisso X a especifidade. Cada valor é colocado 
esquerdo superior, melhor 

idade e menor falso positividade. 
Valores que se encontram em cima ou abaixo da linha no meio representam um teste diagnóstico 

ROC também é usada para quantificar a exatidão do 

. O teste diagnóstico com maior 

AUC. Isto ocorre quando a curva se 

iscriminação da área de uma curva ROC . 

 

Mais perto a curva se aproxima ao lado esquerdo superior, maior seja a área calculada (área 
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2.3.2 Princípio: Ensaio de imunoabsorção ligado à enzima (ELISA) 
 

 O ELISA é um teste imunológico que faz parte dos métodos de 

diagnostico convencionais. Existem três tipos diferentes, o ensaio direto, indireto e 

de captura (Figura 20). O principio é a formação de um “modelo sandwich” entre o 

antígeno sintético, ligado à superfície de plástico da placa com 96 poços, o anticorpo 

ou antígeno presente no soro e o segundo anticorpo anti-humano usado para 

detecção. Outra forma é o uso de um anticorpo ligado à superfície da placa, para 

capturar o antígeno viral circulando no sangue. Os epítopes utilizados para o ELISA 

têm que ser linear, imunodominante e conservados entre cada tipo de vírus 

(ELLINGTON et al., 2010). 

 

Figura 20- Princípios do teste ELISA 
     

 
             
Fonte:  Piercenet (2013) 
Nota: A figura ilustra os principais tipos de ELISA, o ensaio direto, indireto e de captura. Sendo o 
ensaio indireto usado para o desenvolvimento deste trabalho. Neste caso, o  antígeno (Ag) 
representa a proteína recombinante expressa e purificada e o anticorpo  primário, o anticorpo 
presente no soro dos indivíduos infectados.    
 

                   A visualização é feita por métodos de coloração e mensuração num 

espectrofotômetro. O ELISA comum é o monoplexo que permite a detecção de 

anticorpos virais específicos para um epítopo. Foi relatado que a sensibilidade de 

um teste 11-plex diminuiu por fator 1.7-5.0 devido à reatividade cruzada de 

anticorpos, em comparação com um ELISA monoplex (ELLINGTON et al., 2010). 

 Todavia, um ELISA multiplex, usando um multiepítopo recombinante 

(antígeno tandem) chamado MEP foi desenvolvido. O MEP consiste de uma junção 

de até seis epítopos diferentes interligados por linkers flexíveis ou rígidos. Esse foi 
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desenvolvido para a detecção de cepas de regiões geográficas diferentes dos HIV-1 

e HIV-2 (TALHA et al., 2010) ou HCV (DIPTI et al., 2006). 

  

2.3.3 Princípio: Microarranjos líquidos (xMAPLuminex) 

 

A metodologia dos microarranjos líquidos usa microesferas de poliestireno de 

~5µM em diâmetro que atuam como suporte sólido para a captura de diferentes 

moléculas-alvo, sejam elas anticorpos, antígenos, peptídeos ou ácidos nucléicos. A 

junção das moléculas de captura, às microesferas, ocorre por carboxylate functional 

groups na superfície das moléculas. O uso de microesferas de vidro ou polímeros 

para imobilização do substrato é conhecido desde os anos 80, todavia este sistema 

hoje é principalmente conhecido como sistema MAPX Luminex (THIGE et al., 2013). 

Cada microesfera é corada internamente com proporções distintas de corantes 

fluorescentes laranja e vermelho (Figura 21), permitindo a criação de até 200 

(sistema Luminex 100/200TM) ou 500 códigos de cores (sistema FLEXMAP3D®) 

(WWW.LUMINEXCORP.COM) únicos e específicos para cada grupo de 

microesferas. Dessa forma, cada grupo acopla à molécula de captura desejada, e 

após incubação com o material biológico captura as moléculas-alvo. 

 

Figura 21- Microesferas coloridas e seus códigos 
 

 

                                                                               
 

Fonte:  Viracoribt (2013) 
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Em seguida, num segundo passo de incubação, uma molécula repórter é 

adicionada, sendo um anticorpo marcado com phytoeritrin green interagindo com o 

target e formando um modelo “sandwich”. Este é usado para a quantificação das 

microesferas as quais capturaram a mólecula-alvo. A reação é analisada pelo 

sistema xMAPLuminex (Figura 22).  

 

Figura 22- Ilustração do aparelho Luminex 

 

A. 

                                

     

          B.                  

                                  
                                                       

 

Fonte:  Viracoribt (2013) 
Nota: (A) Hardware Luminex; (B) As microesferas entram pela sonda de amostra na máquina, onde 
passam por dois lasers.  Um laser vermelho que detecta e identifica as microesferas e um laser verde 
que quantifica os números de cada microesfera. 
 

Teoricamente, todas as moléculas-alvo podem ser detectadas, identificadas e 

quantificadas em um único ensaio multiplex. Assim, microarranjos líquidos podem 

ser usados como ensaios imunológicos qualitativos e quantitativos e como ensaio de 

hibridização de DNA (VIGNALI et al., 2000).  
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Os parâmetros de ensaio do sistema Luminex deveriam ser avaliados. Assim 

por exemplo, a seleção de moléculas de captura é crucial para não ocorrer 

reatividade cruzada com moléculas inespecíficas. Para este fim, as sequências de 

epítopos escolhidos para produção de moléculas de captura são pré-avalidadas à 

sua reatividade, após expressão em sistema eucariota ou procariota. Sobretudo, é 

necessário testar e determinar o tampão de ensaio e o tempo de incubação 

(ELLINGTON et al., 2010).  

Para identificação de patógenos virais já foram publicados vários testes 

usando o método Luminex. Para citar algum, em pacientes com meningite, foi 

desenvolvido uma combinação de PCR multiplex com subsequente detecção de 

produtos de PCR, usando microesferas acopladas com gene-especific probes, 

(BOVING et al., 2009). Num outro ensaio de Luminex, incluindo um primer extension 

step específico após a amplificação por PCR foi possível identificar 20 virus 

respiratórios humanos diferentes (MAHONY et al., 2007). Microesferas líquidas 

também foram usadas como ensaio de mapeamento de anticorpos para 

caracterização de resposta imunológica em indivíduos infectados com HIV-1 

(OPALKA et al., 2004). Também um teste diagnóstico contra diferentes proteínas de 

HCV foi desenvolvido (FONSECA et al., 2011). Todavia, a comercialização dos 

ensaios usando microesferas líquidas para a identificação de vírus e outros 

patógenos somente se encontra para vírus respiratórios (xTAG Respiratory 

Panel)(LUMINEX CORP., 2013; RAYMOND, 2009) e patógenos gastrointestinais 

(xTAG Gastrointestinal Pathogen Panel) (LUMINEX CORP., 2013). 

Limitações desse método se encontram na perda substancial de 

microesferas, no caso do soro não ser diluído (FU et al., 2010) e uma variabilidade 

na mensuração, de 10% a 32%, provavelmente devido a variações no diâmetro das 

microesferas. Outra observação feita é o vazamento, o acúmulo (clogging) e a 

adsorção não especifico para a superfície de filtro nas placas com fundo de filtro, 

usado para lavagem das microesferas (ELLINGTON et al., 2010).  
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2.3.4 Testes diagnósticos para HIV, HTLV, HCV 

 

2.3.4.1 HIV 

 

Estima-se que nos anos 80, o risco de ser infectado por transfusões 

sanguíneas, era de 1:100 enquanto o atual risco de adquirir HIV por transfusões, 

que foram testados previamente, se reduziu de 1 em 1.5-4.3 milhões (HIGHTOWER 

et al., 2003). Isto, entre outro, é devido ao desenvolvimento de testes diagnósticos 

que permitem uma detecção do vírus no indivíduo cada vez mais precoce no 

percorrer da infecção e que assim garante a segurança de uso de bolsas 

sanguíneas.  

O primeiro teste diagnóstico desenvolvido em 1985 foi um ensaio imuno 

enzimático (EIA) indireto, chamado teste de primeira geração. Para a detecção de 

anticorpos IgG na amostra, os poços das placas de ELISA contém lisados de vírus, 

assim fornecendo os antígenos virais. A visualização é feita com um anticorpo 

secundário, o IgG anti-humano, ligado a uma enzima. Após o uso de um substrato, a 

coloração do poço indica a presença de anticorpos na amostra. O teste da segunda 

geração segue o mesmo princípio, embora sendo usados peptídeos sintéticos ou 

antígenos recombinantes. Os imunoensaios da terceira geração (princípio sandwich) 

também usam proteínas recombinantes, mas são capazes de detectar anticorpos da 

classe IgG e IgM e assim, permitem o diagnóstico de uma infecção mais precoce. 

Para a visualização, uma enzima ligada ao antígeno é adicionada no poço que se 

liga diretamente ao anticorpo se for presente na amostra. O teste diagnóstico de 

quarta geração é o atual usado e combina a detecção de antígenos virais e 

anticorpos contra p24, como também combina a detecção de HIV1 e HIV2 no 

mesmo ensaio. A detecção é feita com ambos, a enzima ligada ao antígeno e ao 

anticorpo. Uma coloração no poço indica a presença de antígeno p24 e anticorpos 

anti-HIV. Nesse método, também dois marcadores diferentes podem ser usados. 

Esse tipo de teste reduziu o tempo da detecção da infecção ainda mais, pois 

antígenos presentes no plasma antes da soroconversão podem ser detectados 

(Figura 23), (ALTER et al., 2010; DASKALAKIS et al., 2011).  
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Figura 23-  Gerações de testes diagnósticos desenvo lvidos para HIV 
 
 

                      
 

Fonte:  Patel et al. (2010) 
Nota: O gráfico relaciona os primeiros três meses da infecção (mostrando a aparência de partículas 
virais, antígenos e anticorpos no sangue) com a capacidade de um diagnóstico usando gerações de 
testes diferentes. Mostrando que a janela de diagnóstico pode ser aumentada com o uso das mais 
novas gerações de testes, sendo o teste EIA de quarta  geração (ingl. fourth-generation, EIA) e 
técnicas de detecção de ácidos nucléicos (NAAT) os melhores. 
 

Apesar de não ser usado para a triagem sorológica de bolsas sanguíneas, 

existe um método para um diagnóstico rápido de infecções, chamado teste rápido 

(ingl. lateral flow device). Este teste é capaz de detectar anticorpos da classe IgG e 

IgM contra gp41 e/ou gp120 em fluidos orais, sangue, (plasma ou soro), por collaidal 

gold conjugated antígenos de HIV. As vantagens desse teste são a rapidez para 

obter um resultado (menos de 30 minutos) e que pode ser executado em locais não 

laboratoriais (DASKALAKIS; DELANEY; 2011). Recentemente também foi 

desenvolvido um lateral flow device que combina a detecção de anticorpos com um 

teste confirmatório para detecção de RNA viral (CHEN et al., 2013). Geralmente o 

Western Blot é usado como teste confirmatório que permite a detecção de antígenos 

virais (gp160, gp 120, p65, p55, gp41, p40, p31 e p24) cinco semanas após a 

infecção (CDC, 1993). Todavia, este teste é muito caro e mostra muitas vezes 

resultados intermediários. Por este motivo o Line immuno-assay (LIA) baseado em 

proteínas recombinantes ou sintéticas capazes de detectar anticorpos específicos foi 
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desenvolvido e é atualmente vendido sob nome comercial INNOLIA, Pepti-Lav e 

RIBA-Assay (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2005). Também a detecção 

dos RNA virais no plasma pela técnica da amplificação de ácidos nucléicos, 

chamada NAAT, é usada. Os vRNA começam a ser detectáveis a partir de 1.5 

semanas após a infecção. Esse tipo de teste é normalmente feito com amostras de 

plasma de vários indivíduos misturados (pooled screening) e é confirmado, em caso 

positivo, com as amostras individuais. Como alguns estudos nos EUA mostram 

0.02%-1.1% de infecções novas podem ser detectados por NAAT quais em teste 

EIA, mostraram resultados falso-negativos (DASKALAKIS et al., 2011).  

Em 1991 foi licenciado o primeiro teste ELISA, combinatório para HIV-1 e 

HIV-2. Testes atuais incorporam antígenos de ambos os vírus (DWYRE et al., 2011). 

A OMS reconhece a infecção de HIV-2 na amostra, se pelo menos dois antígenos do 

env foram detectados no WB. Outras organizações exigem a reatividade positiva de 

uma combinação de antígenos HIV-2 gag (p26, gp34) e env (gp105) (DWYRE, 

2011). A OMS recomenda nos seus guidelines várias estratégias para o diagnóstico 

de infecções por HIV, dependendo se o objetivo é a transfusão/transplante de 

sangue, o diagnóstico ou a supervisão de indivíduos tratados (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2005). Para fins de transfusão (estratégia I), um teste ELISA 

positiva deveria ser confirmado por 1-2 testes específicos contra HIV-1 e HIV-2 

(DWYRE et al., 2011; WHO, 2005). A OMS criou uma lista de teste diagnóstico para 

infecções virais, onde cinco ELISA comerciais foram incluídos. A tabela abaixo 

mostra as principais características desses testes (Tabela 3).  
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Quadro 3 . Principais características de ELISA come rcial contra HIV. 
 

  
Enzignost 

HIV 
Integral II 

 
Genedia 

HIV Ag-Ab 
ELISA 

 
Genscreen 

Plus HIV 
Ag/Ab 

 
Murex 

HIV Ag/Ab 
Combination 

 
Vironostika 

HIV Uni-form II 
Ag/Ab 

 
Empresa 

 
Behring/ 

Alemanha 

 
Green Cross Life 

Science Corp/ 
Korea 

 
Bio-Rad/ 
França 

 
Abbott/ 

Alemanha 

 
bioMérieux/ 

França 

 
Tipo antígeno 

 
peptídeos 
recombinantes 
e sintéticos: 
gp41HIV1  
gp41HIV1 (O) 
gp36HIV2 

 
proteínas 
recombinantes: 
gp41HIV1 
gp41HIV1 (O) 
gp36HIV2 

 
peptídeos 
recombinantes e 
sintéticos: 
gp160HIV1 
envHIV2 

 
proteína 
recombinante: 
envHIV1 
polHIV1 
envHIV2 
peptídeo: 
HIV1 (O) 

 
gp160HIV1 
ANT70HIV1 
envHIV2 

 
sensibilidade 

(95% CI) 
n= 157 

 
100 

(97.7-100) 

 
100 

(97.7-100) 

 
100 

(97.7-100) 

 
100 

(97.7-100) 

 
100 

(97.7-100) 

 
especificidade 

(95% CI) 
n= 296 

 
100 

(98,8-100) 

 
99.7 

(98,1-100) 

 
98.3 

(96,1-99,4) 

 
99.3 

(97,6-100) 

 
99 

(97,1-99,8) 

 
Fonte:  Organização Mundial de Saúde (2005) 

 

Resultados falsos positivos mais comuns em testes sorológicos para HIV são 

causados por vacinação contra influenza (ERICKSON et al., 2006), como também, 

doenças autoimunes, colapso renal, fibrose cístico, gravidez múltipla, doenças 

alcoólicas do fígado e vacinação contra hepatite B e raiva (CELUM et al., 1994). 

Também infecções tropicais causadas por Trypanosoma brucei gambiense mostram 

resultados falsos positivos (LEJON et al., 2010). Resultados falsos negativos foram 

relatados durante a fase de pré-soroconversão, com uma carga viral abaixo ou igual 

a 150 cópias RNA viral/ml (DELWART et al., 2004; LING et al., 2000;).  
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2.3.4.2 HTLV 

 

Um estudo feito em Santa Catarina/Brasil calculou que o risco residual de 

adquirir HTLV-1 por transfusões sanguíneas, atualmente é de 1 em 116.300 

doações de sangue testadas (MARESCH et al., 2008).  

O diagnóstico de infecção pelo HTLV-1/2 é feito através do ELISA, que 

detecta anticorpos no soro que foram produzidos contra proteínas do vírus I e II 

(gp21 e gp46) ou através do ensaio do particle agglutination (GONÇALVEZ et al., 

2010; MALM et al., 2010).  Os números de testes são limitados. Testes usados são o 

Murex HTLVI/II kit, Abbott HTLV-I EIA ou Abbott ARCHITECT rHTLV-I/II Assay. O 

último e mais recente desenvolvido mostra 100% de sensibilidade e 99.8% de 

especificidade (MALM et al., 2010). Por enquanto não existe nenhum teste 

confirmatório, licenciado pela FDA, para confirmação de resultados positivos. Ao 

contrário da possibilidade de detectar a proteína p24 do HIV, a detecção de 

proteínas virais do HTLV em sangue periférico, é mais difícil. Em infecções não 

malignas, a expressão de proteínas virais ocorre somente em níveis baixos e células 

individuais. Por este motivo, a detecção de proteínas virais não faz parte do 

diagnóstico (BANGHAM et al., 2003). Todavia, o Western Blot ou o ensaio de 

radioimunoprecipitação (RIPA) pode ser usado para detectar proteínas virais 

(LOBATO MARTINS et al., 2010). A OMS define um teste positivo quando uma 

proteína gag (p15, p19, p24) e uma env (gp21, gp46, gp61/68) aparecem (CDC, 

1997). A PCR é outro teste usado para identificação do DNA proviral nas células 

mononucleares do sangue periférico. A PCR como o WB podem distinguir entre 

HTLV-1 e 2 (WALTERS et al., 2011).  

Resultados falsos-positivos relatados entre 1989 e 1990 em mil pessoas 

foram devidos à vacinação contra influenza que induz anticorpos da classe IgM que 

se ligam inespecificamente nos ensaios de HTLV-1 (CDC, 1993). Também 

anticorpos de pacientes com síndrome respiratória aguda grave mostram reatividade 

cruzada em testes para HTLV-1 (TSAO et al., 2005). Adicionalmente, foram 

relatados até 50% de resultados indeterminados em WB, dependendo se o teste for 

feito em áreas endêmicas (MANGANO et al., 2004; YAO et al., 2006). Em muitos 

casos, os mesmos se revelaram positivo no PCR para HTLV-2 (OLAH et al., 2010). 

Resultados falso-negativos podem ocorrer no caso de executar os testes com pool 
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de soros em vez de usar amostras individuais, levando à uma sensibiliade mais 

baixa (CHANG et al., 2002).  

 

2.3.4.3 HCV 

 

Estima-se que entre 1960 e 1991 a possibilidade de se infectar com HCV por 

transfusões sanguíneas era de 5-15%, enquanto hoje devido ao melhor diagnóstico 

e estratificação de doadores, o risco de adquirir uma infecção diminui até 0.001%. 

Todavia, o risco de infecção no Brasil foi estimado de ser cerca 10x maior do que em 

países desenvolvidos (MARTINS et al., 2011).    

 Geralmente, duas classes de testes são usadas para detectar e classificar 

infecções por HCV. Entre eles se encontram ensaios sorológicos (EIA) para 

detecção de anticorpos específicos contra HCV e métodos moleculares para 

detecção do genoma viral (ABELDAWI et al., 2010). Ao longo do tempo os ensaios 

EIA continuam a se desenvolver. O ensaio de segunda geração desenvolvido em 

1991 inclui antígenos recombinantes contra proteínas não estruturais NS3, NS4 e 

um antígeno da região Core, aumentando significativamente a sensibilidade e 

especificidade em comparação com teste de primeira geração. A incorporação de 

epítopos de NS5 no EIA de terceira geração, aumentou a fidelidade, mostrando alta 

sensitividade e especificidade (COLIN et al., 2001). Até hoje 14 testes para detecção 

de anticorpos contra HCV foram avaliados, incluindo cinco ELISA e nove testes 

rápido (http://www.who.int/diagnostics_laboratory/evaluations/hepc/en/) (Tabela  4).  

Os testes moleculares para detectar HCV RNA podem ser qualitativos ou 

quantitativos. Testes qualitativos são mais sensiveis, enquanto testes quantitativos 

podem determinar a carga viral. Os quantitativos seguem o princípio da PCR, real-

time PCR e transcription-mediated amplification (TMA) e podem detectar ≤ 50 HCV 

RNA IU/ml, com sensibilidade igual para todos os genótipos. Para a quantificação a 

OMS estabeleceu um standard internacional de unidades de HCV RNA (IU),usado 

em todos os testes comercialmente existentes (CHEVALIEZ et al., 2007).  

Todavia, considerando o uso de testes diferentes, um resultado positivo, não 

consegue distinguir entre uma infecção aguda ou crônica, nem indica imunidade ou 

proteção contra as doenças causadas por HCV (ABELDAWI et al., 2010).  
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Quadro 4. Principais características de ELISA comer cial contra HCV. 
 

  
3rd 

Generation 
HCV Microlisa 

 
Innotest HCV 

AbIII 

 
Innotest HCV 

Ab IV 

 
Ortho HCV 3.0 

Enhanced 
SAVe 

 
Monolisa anti-

HCV PLUS 

 
Empresa 

 
J.Mitra & Co. 

Índia 

 
Innogenetics 

Bélgica 

 
Innogenetics 

Bélgica 

 
Ortho-Clinical 
Diagnostics 

EUA 

 
Bio-Rad 
França 

 
Tipo antígeno 

 
NE 

 
NE 

 
NE 

antígeno 
recombinante 

NE 

antígeno 
recombinante 

NE 
 

sensibilidade 
(95% CI) 

n= 68 

 
100 

(94.7-100) 

 
100 

(94.7-100) 

 
100 

(94.7-100) 

 
100 

(94.7-100) 

 
100 

(94.7-100) 

 
especificidade 

(95% CI) 
n= 189 

 
97.4 

(93,9-100) 

 
100 

(98,1-100) 

 
100 

(98,1-100) 

 
98.9 

(96,2-99,9) 

 
99.5% 

(97,1-100) 

 
Fonte:  Organização Mundial de Saúde (2001) 
Nota:  Tabela modificada pelo autor; (NE) não específicado 
   

Os testes EIA de terceira geração mostram uma sensibilidade e 

especificidade de 99%. Não obstante, em doadores sadios, até 50% dos resultados 

positivos, são identificados falsos. Sobretudo, falsa positividade pode ocorrer devido 

às doenças autoimunes de fígado ou hipergamaglobulinaemia. Assim, testes 

positivos necessitam da confirmação com métodos qualitativos ou quantitativos 

(dependendo do perfil de risco) para a detecção de RNA viral (ABELDAWI et al., 

2010).  

Testes falsos negativos geralmente ocorrem no caso de imunossupressão 

dos doadores ou pacientes em hemodiálise prolongada (ABELDAWI et al., 2010). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

O setor de Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia desponta como um 

dos mais promissores no que diz respeito aos avanços científicos e tecnológicos. 

Em especial, o setor de kits diagnósticos, movimenta mundialmente cerca de 25 

bilhões de dólares a cada ano, configurando um setor extremamente dinâmico.  

Com 4.5 milhões doações de sangue por ano registrados no Brasil, os gastos 

para imunodiagnósticos dessas doações chegam aos 330 milhões de reais. 

Entretanto, o Brasil apresenta uma forte dependência tecnológica dos insumos e 

produtos deste setor, devido à baixa densidade do campo tecnológico nacional.  

O desenvolvimento de kits comerciais no país, incorporando novas 

tecnologias como a produção de antígenos quiméricos e plataformas de 

microarranjos líquidos, deverá impulsionar o setor nacional de desenvolvimento de 

kits diagnósticos. Além da diminuição da dependência tecnológica, os processos de 

inovação aqui propostos podem colocar o Brasil em condições de disputa no 

mercado de imunodiagnóstico.  

Mais especificamente, o desenvolvimento de um kit de diagnóstico capaz de 

detectar precisamente os vírus HIV 1-2, HCV e HTLV 1-2, cuja triagem sorológica é 

compulsória, permitirá aos órgãos de saúde um melhor controle transfusional 

reduzindo os gastos e riscos de contaminação passiva.  

Finalmente, o desenvolvimento de kits diagnósticos, no território nacional, 

além de contribuir para o Sistema Único de Saúde (SUS), deverá também contribuir 

na formação de recursos humanos e geração de novos empregos qualificados neste 

setor.        
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

Produzir e avaliar a eficiência de antígenos sintéticos, dos agentes virais HIV 1-2, 

HTLV 1-2, HCV para o desenvolvimento de um teste multiplex de diagnóstico. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

a) Selecionar em bancos de dados públicos regiões de aminoácidos 

potencialmente antigênicas dos vírus HIV 1-2, HTLV 1-2, HCV e construir 

antígenos sintéticos in silico; 

b) Expressar, purificar e caracterizar os antígenos obtidos em sistema de 

expressão procariota e eucariota, para posteriores ensaios de validação 

através da técnica de ELISA; 

c) Determinar a especificidade, sensibilidade e antigenicidade dos antígenos 

obtidos através de ensaios de microarranjos líquidos (xMAPLuminex), 

utilizando painéis de soro de referência; 

d) Desenvolver um teste diagnóstico multiplex usando microarranjos líquidos 

(xMAPLuminex); 
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5 PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 

 

5.1 Construção dos antígenos 

 

Sequências codificantes de aminoácidos de várias proteínas dos HIV1, HIV2, 

HTLV1, HTLV2 e HCV que foram isolados exclusivamente no continente sul-

americano, foram obtidos em bancos de dados como Los Alamos ou National Center 

for Biotechnology Information-NCBI. Primeiro, as sequências foram alinhadas 

utilizando o algoritmo MultAlin (http;//bioinfo.genotoul.fr/multalin.html) o qual permite 

a geração de uma sequência consenso. Segundo, a sequência consenso resultante 

foi usada para a busca por homologia mais alta entre sequências virais circulando, 

usando o algoritmo Blast-p (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

Para gerar antígenos recombinantes completos, foram escolhidas sequências 

que após o alinhamento em Blast-p apresentaram uma identidade maior do que 

90%. Para gerar antígenos recombinantes truncados, sequências com homologia de 

90% foram analisadas quanto aos seus perfis de hidrofilicidade Kyte-Doolitle 

(http://www. expasy.ch/tools/protscale.html). As regiões hidrofílicas foram utilizadas 

(as hidrofóbicas excluídas) e intercaladas por uma sequência espaçadora de DNA 

(GPGPG) (LIVINGSTON et al., 2002). Estes espaçadores evitam a formação de 

neoepítopos imunogênicos inespecíficos, devido à fusão de regiões selecionadas. 

Os antígenos sem região trans-membrana (∆) foram construídos a partir das 

sequências de DNA consenso descritas acima. As regiões transmembranas foram 

identificadas com o programa TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 

(KROGH et al., 2001) e uma análise do perfil de hidrofilicidade com Kyte-Doolitle 

com window size 19 feito para confirmar a tirada de sequências com alta 

hidrofobicidade, correspondendo às regiões trans-membranas.  

Os antígenos cepa específicos de HIV e HTLV foram construídos a partir de 

sequências de DNA encontradas em banco de dados ou publicações científicas 

(TALHA, 2011). 

Sobretudo, as sequências de DNA foram flanqueadas por sequências 

contendo sítios de restrição, sequência Kozak, sítios de clivagem Kex e STOP 

códon, necessários para a subclonagem em plasmídeos e expressão.  

As sequências antigênicas obtidas foram otimizadas para a expressão em 

Escherichia coli e em caso de antígenos consenso também para levedura, através 
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do algoritmo genético do programa LETO 1.0 (Entelechon®) ou foi realizado pela 

empresa que os sintetizou. O intuito foi aumentar a eficiência de tradução, a 

estabilidade de RNA e assim melhorar a expressão da proteína nos sitemas de 

expressão. Na otimização foram incluídos parâmetros para modificação da 

sequência nativa, como códon usage, estrutura secundária do mRNA, distribuição 

do conteúdo de GC e sítios internos de restrição. Estas modificações são realizadas 

por mutações pontuais silenciosas. Os sítios flanqueados nas sequências de DNA 

dos antígenos foram bloqueados para não ocorrer a otimização. 

Em seguida as sequências de DNA foram enviadas para síntese comercial 

(Geneart®/Alemanha ou Genescript®/EUA). 
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5.2 Expressão em Sistema Eucarioto 

 

5.2.1 Vetores de Expressão e subclonagem 

 

Para obter plasmídeos que permitem a expressão e secreção dos antígenos 

em levedura foi usado o vetor pKLAC2 que não contém um tag e pKLCF-C e –N que 

contém um CBD-tag no C- ou N-terminal, respectivamente (ANEXO C). 

Para subclonagem em vetor pKLAC2, os antígenos sintetizados e o vetor 

foram cortados com as enzimas de restrição XhoI (NEB®) e NcoI (NEB®) por 6h à 

37°C. O vetor, adicionalmente, foi tratado por 30min com fosfatase alcalina (NEB®) 

para defosforilização dos terminais. Os fragmentos e o vetor linearizado foram 

separados pelo 1-1.5% gel de agarose e purificados através do kit NucleoSpin 

Extract II (Machery-Nagel®). Em seguida uma reação de ligação usando insert 

(antígeno) e vetor (pKLAC2) no ratio 1:1 e 3:1, com T4 DNA Ligase (Invitrogen®) por 

16h a 16°C foi feito e no dia seguinte uma transformação das reações em E. coli 

DH10B foi realizada. DNA plasmídeal dos clones foi extraído no Miniprep com o 

QiaprepSpin Kit (Qiagen®) e a obtenção dos plasmídeos certos verificados cortados 

com enzimas de restrição. 

Para subclonagem em vetores pKLCF-C- ou –N foram construídos iniciadores 

os quais contém alguns nucleotídeos específicos do antígeno, como também sítios 

de restrição e outros sítios necessários para a subclonagem e expressão (Tabela 5). 

Em seguida, foram feitas as PCR, usando antígenos consenso em vetor comercial 

como molde e incluindo em concentrações finais: 25pmol de iniciador 5´ e 3´, 1.5mM 

MgCl2, 200µM dNTP´s, 1U proofreading Platinum Taq HIFI (Invitrogen®). As reações 

foram realizadas em máquina de PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf®) a 95°C 

3min, 95°C 30seg – 60°C 30seg – 72°C 1 até 2.5min.  (dependendo do tamanho do 

produto) por 30 ciclos e um passo final à 72°C por 5min. O produto de PCR foi 

separado por 1-1.5% gel de agarose e purificado seguindo o protocolo do kit 

NucleoSpin Extract II (Machery-Nagel®). Após o produto de PCR foi ligado em vetor 

pDRIVE/Qiagen PCR cloning Kit (Qiagen®) usufruindo os A-sobrepostos gerados 

durante a PCR. As ligações foram transformadas em E. coli DH10B e estriada em 

placas LB com Ampicilina de 50µg/ml com presença de X-gal/IPTG para seleção de 

colônias beta-galactosidase negativas. Após a verificação de clones por restrição 

com enzimas de restrição e o sequenciamento com iniciadores (M13forward, reverso 
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ou T7 promotor), os antígenos e vetores foram cortados com NotI e StuI para 

subclonagem em pKLCF-N e XhoI e SbfI para pKLCF-C e a ligação realizada como 

descrito acima.  

 

Quadro 5- Lista de iniciadores construídos para sub clonagem de antígenos em vetores pKLCF 
 

 
 

 
Antígeno 

 
Seqüência (5´ - 3´) 

 
 

Forw 
p24HIV1_N 

terminal 
ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG CCTAGGACCCTGA
ATGCCTGGGTGAAGGTG 

 
Rev 

p24HIV1_N 
terminal 

ACCGAGGCCTTCAACCACCAACACCTTGACAAGCTGTCATCA
TTTC 

 
Forw 

p24HIV1_C 
terminal 

ACCGCTCGAGAAAAGA CCTAGGACCCTGAATGCCTGGGTGA
AGGTTGT 

 
Rev 

p24HIV1_C 
terminal 

ACCGCCTGCAGGCTTGTCATCGTCATCACCACCAACACCTTG
ACAAGCTGTCATCATTTC 

 
Forw 

ENVHTLV1_N 
terminal 

ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG ATGGGAAAATTCTT
GGCTACTTTGATAC 

 
Rev 

ENVHTLV1_N 
terminal 

ACCGAGGCCTTCATAAACTACTCTCCGGATTGATCAAAGAGT
AGTGTGGG 

 
Forw 

ENVHTLV1_C 
Terminal 

ACCGCTCGAGAAAAGA ATGGGAAAATTCTTGGCTACTTTG 

 
Rev 

ENVHTLV1_C 
Terminal 

ACCGCCTGCAGGCTTGTCATCGTCATCACTACTCTCCGGATT
GATCAAAGAGTAGTG 

 
Forw 

gp120∆HIV1_N 
terminal 

ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG GTTTACTACGGAGT
CCCAGTTTGGAAAGAGGC 

 
Rev 

gp120∆HIV1_N 
terminal 

ACCGAGGCCTTCAGACCACTTGTCTTTTAGCTTTCGTTGGTG
CCACTCC 

 
Forw 

gp41∆HIV1_N 
terminal 

ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG TTGTTCTTGGGATT
TCTTGGAGCAGCAGGTAGC 

 
Rev 

gp41∆HIV1_N 
terminal 

ACCGAGGCCTTCATTTGGAAATATCAAACCAGTTCCACAAAG
AAGCCC 

 
Fonte:  a autora 
Nota:  (Forw ) iniciador 5´, (Rev) iniciador reverso 3´, (Azul ) sítio para NotI, (Vermelha ) sítio para 
Enterokinase clivage side (DDDDK), (Verde ) sítio para StuI, (Lilais ) sítio par XhoI, (Laranja ) sítio 
KEX, (rosa ) sítio para SbfI, (Preto underline ) STOP códon; 
 

5.2.2 Transformação das células de levedura K. lactis        

 

Para a transformação dos antígenos em sistema de levedura foi seguido o 

protocolo do kit comercial K. lactis Protein Expression Kit (NEB®). Os antígenos 

foram inseridos no plasmídeo de tal forma que a proteína expressa pode ser 

secretada no meio da cultura.  

Para conseguir a secreção, o antígeno tem que ser subclonado no vetor após 

do α-mating fator domínio (ingl. α-MF domain). Após inserção do plasmídeo no 

genoma da levedura por recombinação homóloga uma proteína de fusão (antígeno e 



 

 

domínio α-MF) é expressa. Este domínio guia a proteína de fusão pela via de 

secreção da levedura (ingl.

 

Figura 24- Processo de secreção da proteína recombinante expre ssa em 
 

                             
 
Fonte:  New England Biolabs 
Nota: A proteína recombinante (linha 
seu N-terminal usada para entrada na membrana do retículo endoplasmático, onde a peptidase de 
sinal (SP) corta e libera a proteína para ser guiada ao aparelho de golgi, onde a protease Kex corta e 
libera a proteína para secreção.
 
 

Um peptídeo de sinalização presente no domínio direciona a translocação 

para o lúmen do retículo endoplasmático

peptidase de sinal (ingl. 

depois a proteína de fusão para o

o domínio α-MF. Isto leva a libertação da proteína antigênica que é transportada 

novamente em vesículas para a membrana plasmática e se

da célula.  

 

5.2.2.1 Transformação das células

 

Dois µg do plasmídeo pKLAC2 ou pKLCF

foram linearizados com 20U SacII (NEB®) em volume de 50µl total por 2h à 37°C. 

Após controle de restrição de uma alíquota em gel de agarose, o plasmídeo foi 

MF) é expressa. Este domínio guia a proteína de fusão pela via de 

secreção da levedura (ingl. yeast secretion pathway) (Figura 24). 

Processo de secreção da proteína recombinante expre ssa em 

 

 (2011) 
recombinante (linha preta) contém após expressão um domíni

terminal usada para entrada na membrana do retículo endoplasmático, onde a peptidase de 
sinal (SP) corta e libera a proteína para ser guiada ao aparelho de golgi, onde a protease Kex corta e 
libera a proteína para secreção. 

m peptídeo de sinalização presente no domínio direciona a translocação 

ículo endoplasmático (RE) e em seguida é removida por 

(ingl. signal peptidase). Vesículas de secreção transportam 

depois a proteína de fusão para o aparelho de Golgi onde a endoprotease 

Isto leva a libertação da proteína antigênica que é transportada 

novamente em vesículas para a membrana plasmática e secreta

Transformação das células 

µg do plasmídeo pKLAC2 ou pKLCF-C/N com antígeno subclonado 

foram linearizados com 20U SacII (NEB®) em volume de 50µl total por 2h à 37°C. 

Após controle de restrição de uma alíquota em gel de agarose, o plasmídeo foi 

 82

 

MF) é expressa. Este domínio guia a proteína de fusão pela via de 

.  

Processo de secreção da proteína recombinante expre ssa em K. lactis  

domínio α-MF (linha azul) no 
terminal usada para entrada na membrana do retículo endoplasmático, onde a peptidase de 

sinal (SP) corta e libera a proteína para ser guiada ao aparelho de golgi, onde a protease Kex corta e 

m peptídeo de sinalização presente no domínio direciona a translocação 

(RE) e em seguida é removida por 

Vesículas de secreção transportam 

aparelho de Golgi onde a endoprotease Kex corta 

Isto leva a libertação da proteína antigênica que é transportada 

cretada para o exterior 

om antígeno subclonado 

foram linearizados com 20U SacII (NEB®) em volume de 50µl total por 2h à 37°C. 

Após controle de restrição de uma alíquota em gel de agarose, o plasmídeo foi 



 

 

purificado pelo Núcleo Spin Extract II Kit (Machery

forma após transformação e in

expressão. A expressão é conduzida sob controle do 

(Figura 25).  

 

Figura 2 5

           
 

Fonte:  New England Biolabs 
Nota: A enzima de restrição SacII é usada para linearizar o plasmídeo antes da transformação, para conseguir a 
inserção pela recombinação homologa no g
com os no genoma, vai formar novamente um
proteína desejada (nosso caso, o antígeno).
 

A inserção do vetor ocorre na região do promotor do 

destruindo o promotor presente no genoma da levedura. 

partes modificadas do mesmo vetor que após

genoma, formando assim novamente um

Para a transformação das leveduras, um tubo 

(NEB®) foi descongelado 

620µl tampão NEB do kit. Com esta 

8 transformações de antígenos diferentes. Assim 100µl das células/antígeno foram 

transferidas para um n

adicionado às células. Tudo 

choque térmico foi aplicado e as células incubadas por 1h à 37°C no banho Maria. 

Em seguida, as células foram centrifugadas à 7000rpm por 2

resuspendidas para lavagem em 0.5ml meio YPGLU (10g Yeast 

purificado pelo Núcleo Spin Extract II Kit (Machery-Nagel®). O vetor lineari

forma após transformação e inserção no genoma da levedura um

expressão. A expressão é conduzida sob controle do K. lactis LAC4 promotor

5- Inserção do plasmídeo no genoma da levedura

 

 (2011) 
A enzima de restrição SacII é usada para linearizar o plasmídeo antes da transformação, para conseguir a 

inserção pela recombinação homologa no genoma da levedura. Juntando as partes do promotor no plasmídeo 
vai formar novamente um LAC4 promotor completo (5´e 3´), usado para expressão da 

proteína desejada (nosso caso, o antígeno). 

A inserção do vetor ocorre na região do promotor do LAC4 locus

destruindo o promotor presente no genoma da levedura. Todavia, o vetor contendo 

cadas do mesmo vetor que após sua inserção se juntam com esses do 

genoma, formando assim novamente um promotor funcional.  

ormação das leveduras, um tubo com 200µl

(NEB®) foi descongelado em gelo sob condição estéril no fluxo e misturado com 

620µl tampão NEB do kit. Com esta mistura de células/tampão podem ser feitas até 

8 transformações de antígenos diferentes. Assim 100µl das células/antígeno foram 

transferidas para um novo tubo de Eppendorf e 120ng plasmídeo linearizado 

udo foi incubado por 30 minutos na estufa à 30°C. Após, um 

choque térmico foi aplicado e as células incubadas por 1h à 37°C no banho Maria. 

Em seguida, as células foram centrifugadas à 7000rpm por 2

resuspendidas para lavagem em 0.5ml meio YPGLU (10g Yeast 
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Nagel®). O vetor linearizado 

serção no genoma da levedura um cassete de 

lactis LAC4 promotor 

levedura  

         

A enzima de restrição SacII é usada para linearizar o plasmídeo antes da transformação, para conseguir a 
enoma da levedura. Juntando as partes do promotor no plasmídeo 

´), usado para expressão da 

LAC4 locus, dessa forma 

Todavia, o vetor contendo 

sua inserção se juntam com esses do 

com 200µl K. lactis GG799 

em gelo sob condição estéril no fluxo e misturado com 

podem ser feitas até 

8 transformações de antígenos diferentes. Assim 100µl das células/antígeno foram 

120ng plasmídeo linearizado 

incubado por 30 minutos na estufa à 30°C. Após, um 

choque térmico foi aplicado e as células incubadas por 1h à 37°C no banho Maria. 

Em seguida, as células foram centrifugadas à 7000rpm por 2 minutos e 

resuspendidas para lavagem em 0.5ml meio YPGLU (10g Yeast extrato, 20g Bacto 
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Peptone, 950ml ddH2O, autoclavagem por 20 min. 121°C, adicionado 50ml 40% 

glucose estéril). Após mais uma etapa de centrifugação, o pellet foi resuspendido em 

1ml YPGLU, transferido para um tubo de vidro e incubado por 3-4h à 30°C sob 

agitação a 200rpm num shaker. As células transformadas foram transferidas para 

um tubo de Eppendorf, centrifugadas por 2 minutos à 7000 rpm, resuspendidas em 

100µl 1xPBS estéril e plaqueadas em placa YCB contendo 5mM Acetamide (15ml 

1M Tris-HCL, 5.85g YCB Médium powder (Kit), 10g Bacto Agar, 495ml ddH2O, 

autoclavado por 20min 121°C, baixar temperatura até 60°C, adicionado 5ml 100x 

Acetamide Stock Solution (kit). Em seguida, as placas foram incubadas por 4 dias a 

30°C.  

A acetamida na placa é usada para seleção positiva dos clones 

transformados, fornecendo uma fonte de nitrogênio no meio mínimo livre de 

nitrogênio (ingl. nitrogen free-minimum medium), necessário para o crescimento das 

células. O gene acetamidase (amdS), presente no vetor, codifica a acetamidase a 

qual,  após a sua inserção no genoma da levedura, é expressa. Essa é capaz de 

quebrar a acetamida presente no agar para o amônio, usado como fonte de 

nitrogênio. A vantagem deste método de seleção é a possibilidade de enriquecer 

populações de células que têm integradas múltiplas copias do vetor e assim 

produzem mais proteína recombinante.  

 

5.2.2.2 Verificação da inserção do plasmídeo 

 

Para verificar a recombinação homóloga dos plasmídeos na levedura, cada colônia 

selecionada foi inoculada em 20ml YPGLU com 2% Glucose e incubado pela noite à 

30°C num shaker à 200rpm. No dia seguinte, o DNA foi isolado (Miniprep) da 

seguinte maneira: a cultura foi concentrada por 2min a 3000rpm e o pellet transferido 

em 1ml ddH2O para um tubo de 1.5ml Eppendorf. A centrifugação foi repetido e o 

pellet resuspendido em 400µl tampão SCE (1M Sorbitol, 0.1M NaAc, 60mM EDTA, 

ph7) + 2µl Zymolase (200mg/ml 1M Sorbitol) + 1.5µl β-mercaptoetanol e incubado 

por 1h à 37°C. Os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 10 minutos e o pellet 

usado para seguir o protocolo do Kit QIAprep Miniprep Spin (Qiagen®). Assim o 

pellet foi resuspendido em 300µl tampão P1 + 300 µl tampão P2 incubado por 3-

5min. O mix foi neutralizado com 420 µl tampão N3 e centrifugado à 10.000 rpm por 

10min. O sobrenadante foi aplicado numa coluna do kit, centrifugado por 1min a 
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10.000 rpm e lavado 1x com 0.5ml tampão PB e 1x com 0.75ml tampão PE. Em 

seguida, a coluna foi transferido para um tubo fresco de Eppendorf e o DNA da 

levedura eluido com 30 µl ddH2O.  Para verificar a presença e pureza do DNA 3 µl 

foram usados para correr um gel de agarose a 1% e 1 µl para quantificação no 

espectrofotômetro NanoDrop (Implen®). 

Para verificação da integração e da integração múltipla foram feitos reações 

de PCR. Em volume de 20µl foram juntados 80ng de DNA extraído, 1µl de cada 

iniciador (10x Integration Primer 1 + 2 ou 10x Integration primer 2 + 3) com 

concentrações finais de 1.5mM MgCl2, 200µM dNTP´s, 1x tampão de polimerase e 

1U Taq DNA polimerase (Invitrogen®). A reação foi realizada em Mastercycler 

Gradient (Eppendorf®) à 95°C 3min, 95°C 1min – 58°C 1min – 72°C 2min por 28x, 

72°C 5min. Em seguida, 10µl da reação foi corrida num 1% gel de agarose, corado 

com brometo de etídeo. Os iniciadores fazem parte do kit e são construídos da 

seguinte forma (Figura 26): durante a integração simples do vetor no genoma da 

levedura, o promotor LAC4 é formado por uma parte 5´do genoma da levedura e 

uma parte 3´ do vetor. O Integration Primer 1 se encontra na parte 5´ e o Integration 

primer 2 no parte 3´ do promotor, gerando assim um produto de PCR com tamanho 

de 2.4kb. Durante a integração múltipla, vários vetores são inseridos um atrás do 

outro no mesmo local, assim formando também um promotor interno, consistente por 

partes 5´ e 3´ do vetor. A parte 5´ vem do primeiro vetor integrado e a parte 3´ do 

vetor inserido em seguida. O Integration primer 3 é localizada no parte 5´ do 

promotor vetorial, gerando um produto de PCR com Integration primer 2 no tamanho 

de 2.3kb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Figura 26 . Localização dos iniciadores para

 

                
                            
Fonte:  New England Biolabs 
Nota: A figura mostra o cassete de expres
genoma da levedura (preto). Sinalizado é o posicionamento dos iniciadores (primers) para verificar a 
integração simples ou múltipla do 
respectivamente. 
 
 

. Localização dos iniciadores para  verificação da Integração

 (2011) 
cassete de expressão (azul) usado para a integração no LAC4 promotor do 

genoma da levedura (preto). Sinalizado é o posicionamento dos iniciadores (primers) para verificar a 
integração simples ou múltipla do cassete de expressão, utilizando primer 1 e 2 ou 3 e 2, 
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Integração  pela PCR 

 

(azul) usado para a integração no LAC4 promotor do 
genoma da levedura (preto). Sinalizado é o posicionamento dos iniciadores (primers) para verificar a 

utilizando primer 1 e 2 ou 3 e 2, 
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5.2.3 Expressão e Purificação de proteinas       

 

5.2.3.1 Expressão em Mini- e Midiescala  

 

Para melhor identificação, colônias individuais foram selecionadas e 

transferidas, de modo ordenado, para uma nova placa e incubadas por mais 1-2 dias 

a 30°C na estufa. Usando uma ponteira, as colônias foram inoculadas em 2ml 

YPGLU, incubadas o.n. a 30°C num shaker e no dia seguinte um estoque de glicerol 

feito usando uma solução de 20% glicerol estéril. De acordo com o protocolo do kit 

para a expressão, também estas colônias individuais foram inoculadas em 2ml 

YPGAL (10g Yeast extract, 20g Bacto Peptone, 950ml ddH2O, autoclavagem por 20 

min 121°C, adicionado 50ml 40% galactose estéril) e incubados por 2 dias a 30°C 

num shaker com 200rpm velocidade, até uma densidade ótica OD600 >30. Um ml da 

cultura foi transferido num tubo de Eppendorf, centrifugado por 30seg e o 

sobrenadante avaliado em 15-20% SDS-PAGE. 

 

5.2.3.2 Crescimento com inibidores e albumina 
 

Na expressão de proteínas recombinantes em outras cepas de levedura como 

Pichia pastoris, foram descritos problemas com a proteólise. Uma das estratégias 

para modificar este problema foi o uso de inibidores de protease no meio de cultura 

(JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007), como também o uso de albumina, 

conhecida em reduzir as atividades das proteases (WWW.PIERCENET.COM). Para 

testar a influência de inibidores de protease e a albumina na expressão das 

proteínas em K. lactis foi crescido um clone com pKLAC2-p24HIV1 em 5ml meio 

liquido YPGAL 2% (1) por 2 dias a 30°C  num shaker, adicionando 200µl 25x 

Inibidores de Protease (Roche®), 0.1% ou 0.5% albumina bovina (Sigma®). 

 

5.2.3.3 Teste de concentração e tempo de incubação com Galactose 

 

Mostrou-se que a expressão de algumas proteínas em levedura K. marxiamus 

depende da concentração da Galactose. Foi observada uma redução da expressão 

quando concentrações altas de Galactose foram utilizadas (GONDIM MARTINS et 

al., 2002). Assim foram testados a concentração e o tempo de indução com 
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Galactose na expressão das proteínas com K. lactis. Foi feito um time course de 

15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h e 48h com concentrações de Galactose à 2%, 

0.2%, 0.02% e 0.002% em meio YP.  

 

5.2.3.4 Teste de temperatura e uso de EDTA 

 

Temperaturas altas de cultivo de levedura são conhecidas por induzir morte celular e 

aumento de atividades proteolíticas. Assim ao contrário, baixando a temperatura há 

uma estabilidade maior de proteínas recombinantes, liberação de menos proteases 

e diminuição de dobramento incorreta de proteínas (ZHANG, 2007). Assim foram 

avaliados a temperatura de crescimento a 30°C e a 23°C com concentração de 

Galactose de 2% por 2 dias e 0.2% por 2h. Sobretudo, a acumulação de proteínas 

pode ser evitada e aumentando a indução de 3-5x, usando 5mM EDTA no meio de 

cultura (ZHANG, 2007). Assim, o efeito de EDTA no meio da cultura YP no sistema 

K. lactis foi testado.  

 

5.2.3.5 Teste de pH em meio de cultura (YP)  

 

A observação de uma atividade mais baixa de proteases em meio de cultura 

com pH baixo e a capacidade da levedura P. pastoris crescer sob pH 3-7 (ZHANG et 

al., 2007), levou a testar o pH no meio de cultura para crescimento de K. lactis. 

Assim foi feito um time course (15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h e 48h) a 30°C, 

a200rpm, num shaker, usando 2% e 0.2% de Galactose em meio YP de pH 7, 5, 4 e 

3. Para ajustar o pH do meio foi usado a 85% solução de H3PO4 antes da incubação 

(JAHIC et al., 2003). 

 

5.2.3.6 Teste do tipo de meio de cultura (YNB, YLU)  

 

A combinação do conteúdo do meio de cultura de levedura pode influenciar o 

crescimento celular e a viabilidade ou a secreção de proteases extracelulares. O uso 

de peptona ou casamino ácido no meio de cultura pode agir como substrato da 

competição para proteases e assim reprimir a proteólise (ZHANG et al., 2007). 

Sobretudo, a falta de nitrogênio no meio da cultura, pode levar ao aumento de 

atividade de proteases (comunicação pessoal com Dr. Marco Morais/Genética, 
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UFPE). Também em K. lactis, foi reportado o uso de meios diferentes para aumentar 

a expressão de proteínas recombinantes de até duas vezes (YIN et al., 2010). Assim 

foram cultivados a 30°C, a 200rpm, num shaker o clone pKLAC2-p24HIV1 em YNB 

(0.67% Yeast Nitrogen base powder, 2% Peptona) ou YLU (1.2% Yeast extrato, 

0.5% Úrea) usando 2%, 0.2%, 0.02% ou 0.002% de Galactose por 15min, 30min, 1h, 

2h, 4h, 8h, 24h e 48h. 

 

5.2.3.7 Concentração com PEG3350  

 

Seiscentos mililitros de meio de cultura YPGAL a 2% foram inoculados com K. 

lactis transformado por p24HIV1 e incubado a 200rpm num shaker por 2 dias a 

30°C, chegando a uma densidade ótica de (OD600) de 55. O protocolo a seguir foi 

realizado de SIMARD et al., (2001). A cultura foi centrifugada por 5 minutos à 

5000rpm, 200ml sobrenadante misturado com 15%, 30% ou 60%  PEG3350 em 0.4M 

NACL para obter concentrações finais de PEG3350 de 5%, 10% e 20% 

respectivamente e incubado por 6h sob agitação à 4°C. Em seguida o PEG foi 

concentrado pela centrifugação à 2000 rpm por 20 minutos, o tubo invertido num 

papel toalha para secagem por 5-10 minutos e em seguida dissolvido em 2ml 

PBS/0.15M NACL + inibidores de protease (Roche®). Tubos de diálise (MW 12.000-

14.000, Sigma-Aldrich®) foram preparados por aquecimento a 60°C em 0.1M Sódio 

bicarbonato/0.01M EDTA pH7 e a mistura PEG transferido para diálise em 2L água 

Milli-Q (Millipore®) overnight a 4°C. No dia seguinte a água foi trocada cada 2h por 

mais 2x e substituído por 1xPBS por 5h. O tubo de diálise em seguida foi colocado 

por 15 minutos numa camada de PEG3350 para reduzir o volume do liquido e o 

liquido transferido para um tubo fresco de Falcon (LI et al., 2011; SHARMA et al., 

2004). 

 

5.2.3.8 Concentração por Chitin Beads 

 

Para a concentração dos antígenos no vetor pKLCF-C ou pKLCF-N, as 

leveduras foram incubadas em 10ml meio YPGAL 2% em Erlenmeyer de 100ml por 

2 dias à 30°C. Ao longo do procedimento foram tirados diferentes controles para 

detectar uma eventual perda da amostra (pellet, flow through, lavagem, resina). As 

células foram separadas do sobrenadante por centrifugação à 3000rpm por 5min e o 
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pellet guardado como controle pellet. Ao mesmo tempo, 500µl de Chitin Beads foram 

lavados 3x com 1ml 10mM Tris pH7.4, adicionado ao 5ml sobrenadante da cultura e 

incubado sob agitação lenta em temperatura ambiental por 1h. A mistura foi aplicada 

em uma coluna Poly-prep (BioRad®), coletando uma alíquota do líquido que passou 

pela coluna, como controle FT (ingl. Flow through). A coluna foi lavada 3x com 1ml 

10mM Tris pH7.4, a terceira lavagem foi coletada como controle primeira LAV 

(lavagem) e após mais duas lavagem com 1ml H2O como controle segunda LAV. 

Para a eluição, três tubos de Eppendorf foram preparados com 100µl de tampão 

Neutralizante (1M Tris pH7.4) e as amostras eluidas 3x diretamente nos tubos pré-

preparos com 500µl 20mM NaOH, sendo eluato I, II e III.  

 

5.3 Expressão em Sistema Procarioto 

 

5.3.1 Vetores de Expressão e subclonagem 

            

Para obter plasmídeos que permitem a expressão de antígenos em bactéria 

com uma cauda de histidina (HIS-tag) no N-terminal foi usado o vetor pRSETA para 

cauda de histidina no C-terminal o pET21d e  o pET28a para N- e C-terminal 

dependendo da estratégia de restrição escolhida (ANEXO D). 

Os antígenos sintetizados comercialmente e os vetores foram cortados com as 

enzimas de restrição necessários para subclonagem:  

pRSETA:SpeI/NcoI (NEB®) e NheI/NcoI (NEB®), respectivamente 

pET21d: XhoI/NotI (NEB®) e SalI/NotI (NEB®), respectivamente 

pET28a: BAmHI e HindIII (N-terminal HIS) NcoI e EcoRI (C-terminal HIS) 

por 6h à 37°C, os fragmentos e o vetor linearizados separados pelo 1-1.5% gel de 

agarose e purificados através do kit NucleoSpin Extract II (Machery-Nagel®). Em 

seguida foi realizada uma reação de ligação usando o insert (antígeno) e o vetor 

(pRSETA) no ratio 1:1 e 3:1, com T4 DNA Ligase (Invitrogen®) por 16h à 16°C. No 

dia seguinte foi realizada uma transformação das reações em E. coli DH10B. Alguns 

clones obtidos foram usados para extrair Miniprep-DNA com QiaprepSpin Kit 

(Qiagen®) e verificar os clones certos pela restrição com enzimas.  

Para gerar os antígenos consenso sem região trans-membrana com HIS-tag 

no N-terminal, foram construídos iniciadores (Tabela 6) contendo os sítios de 

restrição necessários para subclonagem e um STOP códon. A PCR foi realizada 
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usando os antígenos consenso em vetor comercial como template, e incluindo em 

concentrações finais 25pmol de iniciador forward e reverse, 1.5mM MgCl2, 200µM 

dNTP´s, 1U proofreading Platinum Taq HIFI (Invitrogen®). As reações foram 

realizadas em máquina de PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf®) a 95°C 3min, 

95°C 30seg – 58°C 30seg – 72°C 1 até 2.5min  (dependendo do tamanho do 

produto) por 30 ciclos e um passo final à 72°C por 5min. 

Os produtos foram purificados em 1.5% gel de agarose e subclonados em 

vetor pDRIVE (Quiagen®). Após extração de DNA plasmídial, os clones obtidos 

foram verificados com enzimas de restrição e sequenciamento. Os insertos e o vetor 

pET28a foram cortados com BamHI e HindIII e a ligação feita do mesmo modo como 

descrito acima no uso de outros vetores.  

 

Quadro 6- Iniciadores  construídos para subclonagem de antígenos em vetor pET28/21 ou 
pET21a. 

 
Antígeno  sequ ência 5´ -  3´ 

 
gp120∆HIV1 

Forw:  ACCGGGATCCGTTTACTACGGAGTCCCAGTTTGGAAAGAGGC 
Rev:  ACCGAAGCTTTCAGACCACTTGTCTTTTAGCTTTCGTTGGTGCC 

 
gp41∆HIV1 

Forw:  ACCGGGATCCTTGTTCTTGGGATTTCTTGGAGCAGCAGGTAGC  
Rev: ACCGAAGCTTTCATTTGGAAATATCAAACCAGTTCCACAAAGAAGCCC  

 
gp125∆HIV2 

Forw:  ACCGGGATCCCCAACTTGGAAGAATGCAACAATTCCATTG  
Rev:  ACCGAAGCTTTCATCTGGTATGTCTTCCATGTGCAGAAGAG  

 
gp36∆HIV2 

Forw:  ACCGGGATCCAGATTGAGGAAAGGTTACAGACCTGTTTTC  
Rev: ACCGAAGCTTTCAAGCAATTTCAGCACCCTGTCTGATTCTTC  

 
gp36∆internoHIV2  

Forw:  ACCGGGATCCACAGTCTCAGCACAGTCTCGTACTCTTTTG  
Rev: ACCGAAGCTTTCATTGAATGTATTTCACCCAACTGGTCAAATC  

 
gp46∆HTLV1 

Forw: ACCGGGATCCTCTCCTTCCTGTTGCACTTTGACTGTTGG 
Rev: ACCGAAGCTTTCATGAACCCAACGTCGGCACTGGTGACAAGGA 

 
gp21∆HTLV1 

Forw: ACCGGGATCCAGGATTACTGGTTCCATGAGCTTGGCTTCT 
Rev: ACCGAAGCTTTCAAATGCTTCCCTAGCCCACTGGCTCAGACCC  

 
gp21∆HTLV1_2 

Forw : ACCGCCATGGCTATCGCTCAGTATGCTGCACAGA  
Rev: ACCGCTCGAGGAAAACTCTGTTTTCCAATGGAGG  

 
gp52∆HTLV2 

Forw: ACCGGGATCCTGTACTCTTACAATCGGTATCTCATCCTAT 
Rev: ACCGAAGCTTTCAAGTTGCTGGTGGTGGAACCGGAGCTAATGA  

 
HCV_CORE 1-117 

Forw:  ACCGCCATGGATGAGCACGAATCCTAAACCTCAA  
Rev: ACCGCTCGAGACGCGACCTACGCCGGGGGTCCGT  

 
Fonte:  a autora 
Nota:  (Forw) iniciador 5´, (Rev) iniciador reverso 3´, (vermelho no Forw) sítio para BamHI, (vermelho 
no Rev) sítio para HindIII, (verde) STOP códon; (azul no Forw) sítio para NcoI, (azul no Rev) sitio para 
XhoI 
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5.3.1.1 Sequenciamento das construções 

 

O sequenciamento de construções de antígenos em vetor de subclonagem 

(pDRIVE) foi feito no Serviço de Plataforma Tecnológica do CPqAM. DNA (10-40ng) 

dos plasmídeos foi usado com 3.2 pmol do primer M13Rev ou M13For (Tabela 7), 

0.5µl Big Dye, 1µl Save Money Tampão e H20 adicionada para volume de 10µl. A 

reação foi incubada por 2minutos 92°C e em seguida 40 ciclos de: 92°C 15seg – 

55°C 10seg – 60°C 4min e analisada no seqüenciador ABI PRISM 3100 (Applied 

Biosystems®). 

 

Quadro 7. Iniciadores usados para o sequenciamento 
 

 
M13 Rev 

 
5' AACAGCTATGACCATG 3' 

 
M13 Forw 

 
5' GTAAAACGACGGCCAGT 3' 

 
Fonte:  a autora 
Nota:  (Rev) iniciador reverso 3´, (Forw) iniciador 5´ 
 

5.3.2 Transformação das células bacterianas E. coli 

 

Os plasmídeos com os antígenos recombinantes foram transformados em E. 

coli, cepa BL21 Star (Invitrogen®) usando o método do choque térmico e 

plaqueados em agar seletivo LB com 50µg/ml Ampicilina (vetor: pRSETA, pET21) ou 

30µg/ml Kanamicina (vetor: pET28a).  

 

5.3.3 Expressão e Purificação das proteínas  

 

5.3.3.1 Expressão em Miniescala 

 

Para pré-teste (pequena escala), colônias foram inoculadas o.n. à 37°C e no 

dia seguinte 100µl da cultura transferida em 4ml meio LB com Ampicilina ou 

Kanamicina, crescendo até OD600 de 0.5. Após, 1ml foi transferido para um novo 

tubo e incubado com e sem 1mM IsoPropil-beta-D-TioGalactopiranosídeo(IPTG) por 

4h a 30°C. Em seguida a cultura foi transferida para um tubo de Eppendorf, 

centrifugada e o pellet ressuspendido em 100µl 1x PBS + 4µl 25x Inibidores de 
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Protease (Roche®). Para verificar a expressão, 20µl foram misturados com 20µl 

2xLaemli, aquecido a 95°C por 10 min. e  10-20µl separado no 15% SDS-PAGE. 

Após corrida, o gel foi corado em Azul de Coomasie (veja receita pg. 101) 

 

5.3.3.2 Expressão em Midi- e Larga escala 

 

Para expressão em midi ou larga escala 20 ou 40 ml de meio LB, contendo 

Ampicilina ou Kanamicina, foram inoculadas com BL21 transformadas com 

plasmídeos e crescidas o.n. a 37°C. No dia seguinte, foram misturados com 200ml 

ou 400ml, respectivamente e deixado crescer dependendo do experimento até OD600 

de 0.5 ou 0.8. A indução foi feita com IPTG em concentrações de 0.5mM por 4h ou 

0.3mM por 2h a 30°C ou 25°C. 

 

5.3.3.3 Purificação sem uréia e Resina de Níquel 

 

Para a purificação de antígenos com cauda de histidina, uma cultura de 

bactéria em midi ou larga escala foi usada. Após indução a cultura foi precipitada 

através da centrifugação à 5000rpm por 10minutos à 4°C. A purificação foi feita para 

alguns antígenos com tampão a base de NaH2PO4, ou com base em Tris. O pellet foi 

resuspendido em 10ml (midi escala) ou 20ml (larga escala) tampão A (50mM 

NaH2PO4 ou 50mM Tris, 300mM NACL, 20mM Imidazol, pH8). O conteúdo foi 

transferido para um béquer de vidro em gelo e sonicado por 6 pulsos à 30seg com 

intervalo de 59seg. Logo após, foi transferido num tubo de GSA e 100-200µl de 

Triton-X foi adicionado. O tubo foi centrifugado a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos. O 

pellet foi usado como controle pellet e resuspendido em 300µl Laemli. O 

sobrenadante foi resuspendido com 200µl resina NI-NTA (Qiagen®) anteriormente 

equilibrada e lavada 3x com 10ml tampão A. Tudo foi deixado sob agitação por 1h a 

4°C. Em seguida, a mistura foi centrifugada e 100µl do sobrenadante usado como 

controle Flowthrough (FT). O pellet, contendo a resina, foi transferido para um tubo 

de Eppendorf e submetido a cinco lavagens com tampão B gelado (50mM NaH2PO4 

ou 50mM Tris, 300mM NACL, 40mM Imidazol, pH8). A última lavagem foi deixada 

por 5 min. sob agitação a 4°C e 100µl do sobrenadante usado como controle LAV. 

Para eluir a proteína da resina foram usados 2x 300µl tampão C (50mM NaH2PO4 ou 

50mM Tris, 300mM NACL,  0.5M Imidazol pH8) e deixado por 30 minutos sob 
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agitação a 4°C. Após centrifugação à 5000rpm 4°C 2min, o eluato foi armazenado 

em alíquotas, contendo inibidores de protease, a -20 e -80°C.  

 

5.3.3.4 Purificação com uréia e Resina de Níquel 

 

A proteína pode ficar insolúvel, presa na fração sólida da bactéria e assim 

necessita uma purificação usando uréia (VALLEJO et al., 2004). O pellet bacteriano 

usado para sonicar é resuspendido em PBS em vez de tampão A. Após 

centrifugação das bactérias sonicadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet 

resuspendido em tampão A com 8M ou 6M uréia e deixado o.n. sob agitação na 

câmara fria. No dia seguinte, a suspensão foi centrifugada a 10.000rpm por 10min, 

4°C e o sobrenadante misturado com a resina. A purificação continuou da mesma 

forma como descrito acima. Todavia, todos os tampões (lavagem e eluição) também 

contém 8M ou 6M úreia. Devido à uréia ter efeito desnaturante e precisar ser tirada 

para renaturação da proteína, uma diálise é necessária após a purificação 

(VALLEJO et al., 2004) 

 

5.3.3.5 Purificação pelo método: Matrix-assisted in vitro purification 

 

O protocolo para esta técnica foi baseado em REHM et al., 2001, com 

modificações de tal forma, que para a purificação dos corpos de inclusão foi usado o 

nosso protocolo de estandard, com 8M uréia, descrito acima. A vantagem desse 

método de purificação é que não necessita a diálise no final do procedimento. 

Dez ml do sobrenadante contendo as nossas proteínas foram incubados por 

1h com 500µl resina de Níquel. Após, a resina foi aplicado num Poly-Prep 

Chromatography Column (Bio-Rad®) e lavado, com 1ml de cada tampão contendo 

concentrações de uréia diferente 6M (50mM Tris, 300mM NACL, 40mM Imidazol, 

pH8), 4M, 2M, 1M, 0.5M (20mM Tris, 500mM NACL, pH 7.5) e sem uréia (50mM 

Tris, 300mM NaCL, 40mM Imidazol, pH 8). Em seguida a coluna foi tampada, 200µl 

tampão de eluição (50mM Tris, 300mM NACL, 0.5M Imidazol, pH8) aplicada e 

incubada a 4°C por 30minutos. O conteúdo foi coletado e mais 2x 200µl tampão de 

eluição aplicada. A coleta foi feita instantânea, sem tempo de incubação. 
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5.3.3.6 Diálise das proteínas 

Após purificação com uréia, foram usados dois sistemas diferentes para diálise. 

 

5.3.3.6.1 Método utilização de detergente 

 

Cem µl do primeiro eluato é diluído 1:20 com tampão ASB (PBS e 0.1% 

detergente ASB-14 (Sigma®) ) e transferido nos tubos de diálise antecipado 

incubados em PBS por 5min. As proteínas são dialisadas usando 0.5 litro/saquinho 

em 1xPBS não-esteril, sob agitação, na câmara fria. O PBS é trocado 4 vezes a 

cada 2 horas e inclui uma incubação pela noite (ALLONSO et al., 2011) 

 

5.3.3.6.2 Método acrescentar tampão para diluir a concentração de uréia 

 

Para esta diálise foi usado 200ml do primeiro tampão (6M úreia, 20mM Hepes 

pH7.9, 300mM KCL, 0.1%NP-40, 5mM MgCL2, 10% glicerol, 1mM DTT)  por tubo de 

diálise, 2h 4°C sob agitador magnético. A cada 2h é acrescentado um segundo 

tampão (igual à buffer I mas sem uréia) resultando na diluição do primeiro tampão, 

levando à concentrações cada vez mais baixas de uréia. Foi adicionado o segundo 

tampão da seguinte forma: +35ml (=5M uréia) por 2h, + 50ml (= 4M uréia) por 2h, 

+75ml (=3M uréia) por 2h, + 120m (= 2M uréia) por 2h. Depois foi tirado 250ml 

tampão e adicionado 250ml segundo tampão novo (= 1M uréia), deixado o.n a 4°C. 

No próximo dia, foi subtraído novamente 250ml do tampão e adicionado 250ml novo 

segundo tampão (= 0.5M uréia) por 2h. Em seguida foi descartado todo o tampão e 

adicionado 500ml do segundo tampão (= 0M uréia) por 1h. O último passo foi 

repetido. No final todo tampão foi descartado e adicionado 500ml do terceiro tampão 

(20mM Hepes pH 7.9, 100mM NaCL, 0.1% NP-40, 5mM MgCl2, 10% glicerol, 1mM 

DTT) por 2h (http://www.embl.de/~zinzen/levinelab/protocols/Dialysis%20Protocol). 

 

5.3.3.7 Concentração das proteínas 

 

Após diálise, o conteúdo dos tubos precisava ser concentrado.  

Para isto os tubos de diálise foram cobertos com açúcar mascavo por cerca 1hora, 

sob refrigeração. Com este método é possível reduzir o volume de 2ml para cerca 

500-750µl. Outra técnica usada para os antígenos com baixa concentração 
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(gp46∆HTLV1 e gp21∆HTLV1) foi o uso de concentradores Vivaspin 6/10.000MW 

(Santorius Stedim Biotech®), centrifugando o conteúdo do tubo de diálise por ~20 

minutos a 4000g. 

 

5.4 Análise das proteínas  

 

5.4.1 Quantificação 

 

A quantificação foi feita através do método de densitometria no SDS-PAGE 

utilizando o programa Labworks. Num 15% SDS-PAGE foi aplicada 10µl das 

amostras de proteínas recombinantes em tampão de Laemli, ao lado de um padrão 

de Albumina Sérica Bovina (BSA). A concentração do padrão estoque era de 

1µg/10µl Laemli a qual foi diluída serialmente para concentrações fianais de 0.5µg, 

0.25µg e 0.125µg. Após a corrida, o gel foi corado em solução Azul de Coomasie 

(pg. 101), colocado em cima de um transluminador de luz branca e a intensidade 

das bandas determinada usando o Área Density Tool da software Labworks (UVP 

Bioimaging Systems®). A quantidade da amostra foi obtida pelo cálculo de todas as 

concentrações de BSA para 1µg. Sendo assim multiplicados o padrão 0.5µg por 2, 

0.25µg por 4 e 0.125µg por 8. No final, tudo foi sumado e dividido por 4, 

correspondendo à Y(= 1µg/µl) . Os valores das amostras obtidas, correspondendo 

ao valor X, foram usados para calcular a concentração por regra de três em µg/µl. 

 

5.4.2 SDS-PAGE e WB 

 

5.4.2.1 SDS-PAGE 

 

O SDS-PAGE foi preparado em concentração de 12.5%, 15% ou 20% da 

seguinte forma: 2 ml,  2.5 ml ou 3.3 ml de 30% Acrilamide/Bis (BIO-RAD®), 

respectivamente foi misturado com 1.25 ml 1.5M Tris pH 8.8, 1.7 ml ddH2O, 50µl 

10%SDS, 50µl 10% APS e 5µl Temed Ultrapure (Invitrogen®). O stacking gel foi feito 

usando 1.25ml da mistura (3.32 ml 30% Acrilamide/Bis, 2.52 ml 1M Tris pH 6.8, 

14.16 ml H2O) com 12.5µl 10% SDS, 12.5µl 10% APS e 1.25µl Temed. Para a 

aplicação das amostras, 10-20µl da amostra foi misturada com tampão Laemli (1ml 

Tris pH 6.8, 0.3g DTT, 0.4g SDS, 2.5ml 87% Glicerol, 0.003g Bromophenol Blue 
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(Sigma®) ad 5ml volume total). Como peso molecular foi usado 5µl de 10-250kDa 

Protein Ladder (NEB®), Benchmark (Invitrogen®) ou Color Plus Prestained Protein 

Ladder (NEB®). O gel correu em 1x tampão de corrida (58g Glicina, 12g Tris Base, 

2g SDS ad 2L) à 30mAmp por cerca de 1h à temperatura ambiente.  

 

5.4.2.2 Western Blot 

 

Após SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para uma membrana de 

nitrocelulose 0.45µm (Hybond ECL/Amersham®) ou PVDF 0.45µm 

(Immobilon/Millipore®) com um Semidry Blotter (BioRad®). O gel, membrana e filtros 

foram umedecidos anteriormente em tampão de transferência (5.82g Tris Base, 

2.93g Glicina, 3.75ml 10%SDS ad 800ml ddH2O) com 20% metanol e depois 

juntados formando um sandwich entre o papel filtro – membrana – gel – papel filtro. 

A transferência ocorreu à 25V por 30 minutos.  

Em seguida, a membrana foi bloqueada com 5% leite/PBS por 1h à 

temperatura ambiente. O leite foi desprezado e a membrana incubada por 1h em 

1%leite/PBS com 0.05% Tween20 junto com o primeiro anticorpo ou soro de 

referência (Tabela 8).  

 

 

Quadro 8- Diluições dos anticorpos e soros usadas p ara WB. 
 

 
Anticorpo/Soro 

 
Diluição de uso 

 
coelho anti-p24HIVcompleto 

 
1:500 

 
soros humanos de referência HIV/HTLV 

 
1:200 ou 1:500 

 
mouse anti-histidina 

 
1:2000 

 
HRP mouse anti-humana IgG (Zymed®) 

Sheep anti-mouse IgG Peroxidase 
(Sigma®) 

 
 

1:10.000 

 
Fonte:  a autora 
Nota:  O anticorpo de coelho anti-p24HIV foi obtido “inhouse” em outros estudos; os soros de 
referência foram usados na diluição 1:500 para HIV e 1:200 para HTLV, a partir de um pool de 10 
soros individuais;  
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Após três lavagens à 10 minutos com 1x PBS/Tween20 0.05%, o segundo 

anticorpo HRP-goat anti rabbit (Amersham®), HRP-sheep anti-mouse (Sigma®) ou 

HRP-mouse anti-human IgG (Zymed®) foi colocado 1:10.000 em 1% 

leite/PBS/Tween-20 por 1h a temperatura ambiental. A membrana foi lavada mais 

três vezes por 10 minutos com 1xPBS/Tween20 e incubada por 1 minuto com a 

mistura das soluções 1 e 2 do Immobilon Western-Chemiluminescent HRP substrate 

(Millipore®). Para visualização das bandas um filme Kodak foi colocado sobre a 

membrana na câmara escura e revelado através da incubação por 3 minutos em 

solução Dektol, Interruptor (3% Acido Acético) e Fixador.  

 

5.4.2.3 Coloração com Azul de Coomasie 

 

Para visualização das proteínas, o gel foi colocado por 15minutos em solução 

de Coomasie (5g Coomasie Blue R 250, 450ml Metanol p.A, 100ml Acido Acético, 

450ml ddH2O) e em seguida o excesso do corante tirado com solução Destain 

(250ml Etanol, 70ml Acetic Ácido, 680ml ddH2O) por cerca 1h, com várias trocas.  
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5.4.3 ELISA 

 

Numa placa de poliestereno EIA/RIA de 96 poços half area (Costar®) 

concentrações de antígenos diferentes foram colocados em duplicata ou triplicata 

(100µl/poço), para sensibilizar a placa durante a noite a 4°C em câmara húmida. As 

quantidades de proteínas usadas primariamente para estabelecer as condições do 

teste foram 1µg, 0.5µg, 0.25µg, 0.125µg e 0.06µg/poço. Essas foram feitas por 

diluções serialmente em 0.1M Carbonato-Bicarbonato de sódio pH9.6. Como 

controle do background (blank) foi usado poços sem antígeno (somente tampão de 

diluição) e poços com antígenos, mas sem uso de soros. No dia seguinte, a placa foi 

lavada 5 vezes com PBS e em seguida bloqueada com 150µl/poço 4% BSA/PBS a 

37°C por 1h. Após cinco lavagens com PBS/Tween20 0.05%, 50µl de um pool de 10 

soros (aleatoriamente escolhidos entre os soros de LACEN, para HIV e entre os 

soros comerciais, para HTLV) diluído em 1% BSA/PBS para 1:500 (HIV) ou 1:200 

(HTLV) foram colocados por poço e incubado por 1h a 37°C. As diluições testadas 

inicialmente foram 1:100, 1:200 ou 1:500. Os soros usados eram de referência, 

comprovadamente positivos ou negativos para os vírus. Dessa forma, foram 

avaliados a antigenicidade dos antígenos. Os pools de soros utilizados para outras 

doenças (por exemplo, antígenos de HIV foram testados com soros de HTLV) foram 

incluídos para visualizar uma possível reatividade cruzada com anticorpos contra 

vírus da mesma família. Logo após, novamente cinco lavagens foram feitas com 

PBS/Tween20 0.05% e 25µl de anticorpo camundongo HRP-IgG anti-humano diluído 

em 1%BSA/PBS foi adicionado por poço. As diluições testadas inicialmente foram 

1:2000, 1:5000 ou 1:10.000. Após  uma hora de incubação à 37°C, mais uma 

lavagem completa de 5x foi realizada e 75µl da mistura do substrato A e B de BD 

OptEIATM Reagent Set (BD Biosciences Pharmingen®) adicionado. Isto leva a uma 

reação colorimétrica visível. Após  cerca 5 minutos de incubação (dependendo da 

intensidade da coloração), a reação foi interrompida com 75µl solução STOP (12.5% 

Ácido Fosfórico). Em seguida, a intensidade ótica foi determinada num Microplate 

Reader (Bio-Rad®) à 450nm. Para interpretar os resultados foram subtraídos os 

valores do blank dos valores obtidos nos poços sensibilizados com antígeno e o 

desvio padrão calculado usando o programa Excel.  
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5.4.4 xMAPLuminex 

 

5.4.4.1 Acoplamento de proteínas às microesferas 

 

Independente do seu pI, foram testados para o acoplamento de cada proteína 

tampões de acoplamento com pH diferentes: 1xPBS (pH 7.2), 100mM MES (pH 6.5), 

100mM NaHCO3 (pH 8.0). 25µg/ml proteína foram usados em volume final de 100µl 

tampão de acoplamento.  

As microesferas magnéticas foram homogeneizadas com o auxílio de um agitador 

vortex e banho-sonicador 3x 30seg cada. Oitenta microlitro da solução estoque 

(12.500.000 microesferas/ml) correspondendo à um milhão de microesferas foram 

colocadas na placa de 96 poços a ser utilizado no acoplamento. Em seguida, foram 

lavadas 2x com 200µl de tampão de ativação. Em seguida foram adicionados 80µl 

do tampão de ativação e 10µl da solução sulfo-NHS (50mg/ml) e 10µl da solução 

EDC (50mg/ml), ambas preparadas frescas e homogeneizando com as 

microesferas. A placa foi incubada por 20 minutos no escuro em temperatura 

ambiente sob agitação de 250rpm. Em seguida a placa foi lavada 3x com o tampão 

de acoplamento. Depois a proteína, em volume de 100µl tampão de acoplamento, foi 

adicionada e incubada por 2h no escuro em 37°C sob agitação a 250rpm. Depois, os 

poços da placa foram lavados 3x com tampão de bloqueio, as microesferas 

homogeneizadas em 200µl de tampão de bloqueio (1% BSA/PBS) e transferidas em 

microtubo low-binding (USA_Scientific®).  

 

5.4.4.2 Ensaio com soros e microesferas acopladas 

 

As microesferas acopladas foram homogeneizadas com o auxílio de um 

agitador vórtex e banho-sonicador, 3x por 30 segundos.   

Em seguida foram misturadas para volume total de 50µl/poço:  

a) 2.500 beads; 

b) 2% extrato de E. coli (estoque 10mg/ml; concentração final 0.2mg/ml); 

c) tampão de ensaio PBS/TBN (1x PBS, 1%BSA, 250mM Tris-HCL pH 7.4, 

0.02% Tween-20).  
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A mistura foi homogeneizada novamente e 50µl transferida num poço de 

placa de 96-poços, junto com 50µl da pré-diluição dos soros (1:100). Dessa forma, a 

diluição final do soro era de 1:200.  

A placa foi incubada a 37°C por 15 minutos sob agitação (300rpm) e abrigada 

da luz, lavada 3x com 100µl tampão de ensaio PBS/TBN e 100µl de uma diluição 

1:1000 do segundo anticorpo PE anti-humana (conjugado com Ficoeritrina) por poço 

foi adicionado.  

Após incubação de 15 minutos à 37°C, sob agitação (300rpm) e abrigada da 

luz, foi lavado 3x com sheath fluid (Luminex®) e ao final um volume de 100µl sheath 

fluid deixado no poço para análise no IE Labscan 100/Luminex200. Para análise 

foram lidas 100 microesferas de cada poço.   

 

5.5 Análises estatísticas 

 

5.5.1 ELISA 

 

Os gráficos e os testes de estatística aplicados (ANOVA ou t teste e o valor p) 

foram feitos usando o programa PRISM. O cut-off foi calculado como média de 

triplicatas do controle negativo (soro comprovadamente negativo) mais 3 vezes o 

desvio padrão. O índice de cut-off foi calculado dividindo a media de triplicatas do 

sinal utilizando soros comprovadamente positivo pelo cut-off.  

 

5.5.2 xMAPLuminex 

 

Para calcular o cut-off, a sensibilidade, a especificidade, a exatidão do teste e 

o IC95, foi feito uma análise ROC utilizando a intensidade dos sinais de 

fluorescência (MFI) de 100 microesferas analisadas para cada soro e o programa 

PRISM. Após seleção do cut-off apropriado (mostrando valores mais altos e 

equilibrados entre sensibilidade e especificidade), as amostras foram apresentados 

em forma de curva ROC e Scatter Plot para cada antígeno.  
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5.6 Sorotecas 

 

Painéis sorológicos nacionais e internacionais, contendo amostras 

comprovadamente positivas e negativas, para os vários vírus. Foram obtidos 

comercialmente (Tabela 9) ou a partir de laboratórios de referência (LACEN/PE). 

 

Quadro 9- Painéis sorológicos nacionais e internaci onais usados para o estudo. 
 
A. 

 
B. 
 

 
C. 
 

 
D.  
 

 
Fonte:  a autora 

Painel positivo Laboratório/Empresa Amostras 
HIV-1 

Amostras 
HIV-2 

Anti-HIV-1 Seroconversion Panel Y Boston Biomedica, Inc. 4 - 

Anti-HIV-1/2 Qualification Panel Boston Biomedica, Inc. 3 1 

Anti-HIV-1/2 Qualification Panel 
SeraCare Life 
Sciences 

4 2 

Anti-HIV-1/2 Combo Performance 
Panel 

SeraCare Life 
Sciences 

7 6 

Anti-HIV-1 Recife Lacen - PE 78 - 

Total de amostras   96 9 

Painel positivo Laboratório/Empresa Amostras 
HTLV-1 

Amostras 
HTLV-2 

Anti-HTLV-1/2 Mixed Titer 
Performance Panel 

SeraCare Life Sciences 6 7 

Anti-HTLV-1/2 Qualification Panel SeraCare Life Sciences 3 2 
Anti-HTLV-1 Recife Lacen - PE 36 - 
Total de amostras   45 9 

Painel positivo Laboratório/Empresa Número de 
amostras 

Anti-HCV Recife Lacen – PE                      20 

Total de amostras  20 

Painel negativo Laboratório/Empresa Número de 
amostras 

HIV-1/2, HTLV-1/2, HCV Negativo Recife Lacen - PE 118 

HIV-1/2, HTLV-1/2, HCV Negativo AEQ  Ministério de Saúde 230 

Total de amostras  348 
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6 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 

Este estudo utilizou principalmente antígenos sintéticos e ferramentas de 

Bioinformática e Biologia Molecular.  

Para avaliação das proteínas recombinantes foram usados soros de referências 

comerciais como também os cedidos do Laboratório Central de Pernambuco 

(LACEN-PE). Não houve coleta nova de amostra de sangue. As amostras do 

LACEN provem da demanda espontânea que foram estocadas após os testes 

diagnósticos realizados.  

O presente trabalho teve a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa do 

CPqAM (ANEXO A). 



 

 

7 RESULTADOS  

  

Ao longo da execução desta tese de doutorado foram obtidos 42 antígenos 

recombinantes, 23 sendo de HIV, 14 de HTLV e 5 de HCV. 

Para facilitar a interpretação dos resultados apres

etapas para o desenvolvimento do trabalho se encon

27. A tabela 10 lista numa forma resumida, todos os antígenos 

tabela 10 mostra os antígenos com maior

xMAPLuminex. 

 

 

Figura 2
 
 

            
 

                                                      

da execução desta tese de doutorado foram obtidos 42 antígenos 

recombinantes, 23 sendo de HIV, 14 de HTLV e 5 de HCV.  

Para facilitar a interpretação dos resultados apresentados nas páginas seguintes, a

desenvolvimento do trabalho se encontram esquematizadas na figura 

lista numa forma resumida, todos os antígenos 

tabela 10 mostra os antígenos com maior antigenicidade avaliado pelo WB, ELISA e

Figura 2 7- Esquematização das etapas do trabalho.

                              
  Fonte:  Dados da autora

                     Verificação 
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da execução desta tese de doutorado foram obtidos 42 antígenos 

entados nas páginas seguintes, as 

tram esquematizadas na figura 

lista numa forma resumida, todos os antígenos construídos e a 

antigenicidade avaliado pelo WB, ELISA e 

trabalho.  
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Quadro 10- Resumo dos antígenos de HIV. 
 
                                                                                                                                                                                                                                          (continua) 

 

 

 
Sequências selecionadas 

 

 
Construção 

 
Vetores de expressão 

 
Avaliação 

Antígeno Tipo Tamanho 

(kDa) 

Modelo Sequência pRSETA 

(HIS-N) 

pET21 

(HIS-C) 

pET28a 

(HIS-N) 

pET28a 

(HIS-C) 

pKLAC2 

(sem) 

pKLCF 

(CBD) 

Expressão 

(BL21) 

WB Sens 
Espec 

 
p24HIV1 capsídeo 25 completa consenso •     •  •  +++ • 97.4% 

98.8% 
p26HIV2 capsídeo 25.4 completa consenso •     •     +++ • 100% 

93.4% 
p24HIV 
hidr/hibri 

capsídeo 12.5 híbrida consenso •     •     +++ • 35% 
75% 

ENVHIV1 precursora 
envelope 

97 completo consenso •       X ND ND 

ENVHIV1hidr envelope 14.9 hidrofílica consenso •     •   +++ ND 62% 
62% 

ENVHIV2hidr envelope 18.3 hidrofílica consenso •     •   +++ ND 67% 
86% 

gp120∆HIV1 envelope 54 sem TM consenso   •  •     . ++ • 80.8% 
97.7% 

gp41∆HIV1 envelope 20 sem TM consenso   •    . ++ • 95% 
99.7% 

gp125∆HIV2 envelope 59.1 sem TM consenso   •     X ND ND 
 

gp36∆HIV2 envelope 21.6 sem TM consenso   •     X ND ND 
 

gp36∆interno 
HIV2 

envelope 20.6 sem TM consenso   •     + X AEA 

gp41 HIV1 (5.2) envelope 22 truncada cepa B   •  •    X ND ND 
 

gp41 HIV1 (5.3) envelope 22 truncada cepa BC   •     + X 100% 
100% 

gp41 HIV1 (5.4) envelope 22 truncada cepa BF   •     + X 100% 
95.5% 
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Quadro 10- Resumo dos antígenos de HIV. 
 (continuação) 

 
Fonte: a autora 
Nota: As informações sobre todos os antígenos obtidos são representados em forma resumida; (Antígeno ) nome dado; (Tipo ) região do genoma na qual o 
antígeno foi baseado; (Tamanho ) tamanho da proteína codificada em kDa; (Modelo ) Tipo de construção, ver figura 31; (Sequência ) tipo de sequência usada 
para construção; (Vetores de expressão, pontos pretos ) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos ) onde a expressão foi alcançada; 
(Expressão-BL21)  em caso positivo: (+) nível de expressão < 0.1mg/L; (++) nível de expressão  1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nível de expressão 0.4-10g/L;  (X) 
em caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) não determinado ; (Sens/Espec ) sensibilidade e especificidade determinada pelo 
ensaio Luminex e calculada através de curvas ROC; (AEA) análise em andamento; 
Observação:  Subclonagem, expressão e avaliação c/ Luminex dos antígenos consenso HIV e HTLV em vetor pRSETA foram resultados apresentados na 
Tese de Mestrado da aluna I. Vianna; todavia fizeram parte do projeto e foram incluídos na tabela e contagem dos antígenos construidos, para melhor 
comparação com outros antígenos construídos nesta tese).   
 
 
 
 
 

 
Antígeno 

 

 
Tipo 

 
Tamanho 

 
Modelo 

 
Sequência pRSETA 

(HIS-N) 
pET21 
(HIS-C) 

pET28a 
  (HIS-N) 

pET28a 
(HIS-C) 

pKLAC2 
(sem) 

pKLCF 
(CBD) 

Expressão 
(BL21) 

 
WB Sens 

Espec 
 

gp41 HIV1 (5.5) envelope 22 truncada cepa BF1   •     + • 100% 
96.3% 

gp41 HIV1 (5.6) envelope 22 truncada cepa F1   •  •    X ND ND 
 

gp41 HIV1 (5.7) envelope 22 truncada cepa C   •     + X 97.4% 
98.8% 

gp41 HIV1 (5.8) envelope 22 truncada cepa D   •     + • 100% 
98.8% 

gp41 HIV1(5.9) envelope 22 truncada cepa O   •  •    +  AEA 
 

gp41HIV1(5.10) envelope 22 truncada cepa 
O2AG 

  •  •    X ND ND 

gp41HIV1(5.11) envelope 22 truncada cepa U   •  •    ++  AEA 
 

gp120gp41 
HIV1(5.12) 

envelope 42.9 truncada cepa B   •     + X 100% 
97.8% 

gp36HIV2 (6.1) envelope 21.8 completa cepa   •  •    X ND ND 
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Quadro 11- Resumo dos antígenos de HTLV.                                                                              

                 

Fonte: a autora 

Nota: As informações sobre todos os antígenos obtidos são representados em forma resumida; (Antígeno) nome dado; (Tipo) região do genoma na qual o 

antígeno foi baseado; (Tamanho) tamanho da proteína codificada em kDa; (Modelo) Tipo de construção, ver figura 31; (Sequência) tipo de sequência usada 

 
Sequências selecionadas 

 

 
Construção 

 
Vetores de expressão 

 
Avaliação 

Antígeno Tipo Tamanho 

(kDa) 

Modelo Sequência pRSETA 

(HIS-N) 

pET21 

(HIS-C) 

pET28a 

(HIS-N) 

pET28a 

(HIS-C) 

pKLAC2 pKLCF 

(CBD) 

Expressão 

(BL21) 

WB Sens/ 
Espec 

p24HTLV1 capsídeo 22.9 completa consenso •     .  +++ • 97% 
93% 

p24HTLV2 capsídeo 22.9 completa consenso •       +++ • 90% 
80% 

p24HTLV 
hidr/hibri 

capsídeo 11.2 híbrida consenso •       +++ • 79% 
37% 

ENVHTLV1 precursora 
envelope 

56.1 completa consenso •  •    . •  X ND ND 

ENVHTLV2 precursora 
envelope 

56.4 completa consenso •  •    .  X ND ND 

ENVHTLV1 
hidr 

envelope 14.7 hidrofílica consenso •     .  +++ ND 73% 
93% 

ENVHTLV2 
hidr 

envelope 14.7 hidrofílica consenso •     .  +++ ND 100% 
87% 

gp46∆HTLV1 envelope 35 completa consenso   •      + AEA 
 

gp21∆HTLV1 envelope 15.9 truncada consenso   •  •    + X EA 

gp21∆HTLV1    
         -2 

envelope 7.5 truncada consenso    •    X ND ND 

gp52∆HTLV2 envelope 35 completa consenso   •     + • 88.9% 
69% 

p19HTLV1 
(2.1) 

envelope 18 completa cepa   •  •    X ND ND 

gp21gp46 
HTLV1 (2.2) 

envelope 34.1 truncada cepa   •     + • 97% 
72.9% 

gp21gp46 
HTLV2 (3.1) 

envelope 34.4 truncada cepa   •     + • 66% 
87% 
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para construção; (Vetores de expressão, pontos pretos) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos) onde a expressão foi alcançada; 

(Expressão-BL21) em caso positivo: (+) nível de expressão < 0.1mg/L; (++) nível de expressão  1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nível de expressão 0.4-10g/L;  (X) em 

caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) não determinado ; (Sens/Espec) sensibilidade e especificidade determinada pelo 

ensaio Luminex e calculada através de curvas ROC; (AEA) análise em andamento; 
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Quadro 12- Resumo dos antígenos de HCV. 
  

 

Fonte: a autora 

Nota: As informações sobre todos os antígenos obtidos são representados em forma resumida; (Antígeno ) nome dado; (Tipo ) região do genoma na qual o 

antígeno foi baseado; (Tamanho ) tamanho da proteína codificada em kDa; (Modelo ) Tipo de construção, ver figura 31; (Sequência ) tipo de sequência usada 

para construção; (Vetores de expressão, pontos pretos ) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos ) onde a expressão foi alcançada; 

(Expressão-BL21)  em caso positivo: (+) nível de expressão < 0.1mg/L; (++) nível de expressão  1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nível de expressão 0.4-10g/L;  (X) 

em caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) não determinado ; (Sens/Espec ) sensibilidade e especificidade determinada pelo 

ensaio Luminex e calculada através de curvas ROC; (AEA) análise em andamento;

 
Sequências selecionadas 

 

 
Construção 

 
Vetores de expressão 

 
Avaliação 

Antígeno Tipo Tamanho 

(kDa) 

Modelo Sequência pRSETA 

(HIS-N) 

pET21 

(HIS-C) 

pET28a 

(HIS-N) 

pET28a 

(HIS-C) 

pKLAC2 pKLCF 

(CBD) 

Expressão 

(BL21) 

WB Sens/ 
Espec 

E1-HCV 
 

envelope 22.9 completo consenso •  •    •   X ND ND 

E2-HCV 
 

envelope 40 completo consenso •  •    •    X ND ND 
 

E1/E2-HCV 
 

envelope 19.4 hidrofílica/ 
híbrida 

consenso •  •    •    X ND ND 

Core aa1-169-
HCV 

capsídeo 19.8 
 

truncada consenso •  •       X   ND     ND 

Core aa1-117-
HCV 

capsídeo 14.4 
 

truncada consenso •  •      ++ • AEA 
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Quadro 13- Resumo da avaliação dos antígenos com ma ior antigenicidade 

 

Antígeno 

 

WB 

 

Indíce 
cut- 

off  ELISA 

 

Sensibilidade 

xMAPLuminex 

 

Especificidade 

xMAPLuminex 

 

AUC 

xMAPLuminex 

 

IC95% 

xMAPLuminex 

p24HIV1 R 19.2 97.4% 98.8% 97.2% 0.75-0.96 

gp41∆HIV1 R 54 95% 99.7% 97.3% 0.92- 1.02 

gp120∆HIV1 R 2.4 81% 97.7% 93.9% 0.86- 1.01 

gp41HIV1  
(5.3) 

NR 24.1 100% 100% 100% 1.0-1.0 

gp41HIV1 
(5.4) 

NR 3.1 100% 95.5% 99.5% 0.988-1.0 

gp41HIV1 
(5.5) 

R 18.7 100% 96.3% 99.9% 0.993-1.0 

gp41HIV1 
(5.7) 

NR 13.4 97.4% 98.8% 99.8% 0.997-1.0 

gp41HIV1 
(5.8) 

R 20.3 100% 98.8% 99.9% 0.996-1.0 

gp41HIV1 
(5.9_C) 

NR 13.6 AEA AEA AEA AEA 

gp41HIV1 
(5.11_C) 

R 14.5 AEA AEA AEA AEA 

gp120gp41HIV1  
(5.12) 

NR 33.3 100% 97.8% 99.7% 0.991-1.0 

gp36∆interno  
HIV2 

NR 2.7 AEA AEA AEA AEA 

p24HTLV1 R ND 97% 93% 97% - 

gp21∆HTLV1 NR 1.4 AEA AEA AEA AEA 

HCV_Core 1-117 R 7.8 AEA AEA AEA AEA 

Fonte: a autora 

Nota: Na tabela se encontram listados os antígenos construidos e com melhor desempenho de 

antigenicidade avaliado pelo WB, ELISA e xMAPLuminex; (NR) não reativo, (R) reativo, (ND) não 

determinado, (AEA) análise em andamento, (-) sem informação;  
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7.1 Construções dos antígenos 

 

Foram seguidas várias estratégias para a construção dos antígenos 

supracitados, usando tanto sequências consenso como cepa específica. Entre os 

modelos de construção criados se encontram antígenos completos, truncados, 

híbridos, hidrofílicos e glicoproteínas do envelope sem suas regiões 

transmembranas (Figura 28).  

Figura 28- Modelos usados para construção dos antíg enos 

 

                   

 

 

     

 

 

 

 

 

        

Fonte:  a autora 
Nota:  (Completa ) uso da ORF completa; (Hidrofílica ) quatro regiões hidrofílicas do mesmo vírus 

intercaladas com espaçador GPGPG não-imunogênico; (Híbrida ) construções híbridas utilizando uma 

região hidrofílica de cada cepa viral distinta; (Truncada ) proteínas expressas removendo possíveis 

domínios negativos para a expressão; (Sem TM) glicoproteinas do envelope expressos sem suas 

respectivas regiões transmembranas; (Cepa específica ) proteínas específicas de cepas virais 

distintas; (Kozak ) sítio de iniciação de tradução; (Kex ) sítio de reconhecimento da protease Kex 

presente em levedura; (Stop ) Stop códon. (CT e CTGATAA ) nucleotídeos incluídos na sequência 

para manter as sequências  de aminoácidos das proteínas em fase com o Taq-HIS de purificicação.

KOZAKKOZAK VIRUS1VIRUS1 GPGPG STOPSTOPKEXKEX VIRUS2VIRUS2 STOPSTOP

HindHind IIIIII XhoXho II

NdeNde II
(ATG)(ATG)

SpeSpe II
SapSap II NotNot II NcoNco II

KOZAKKOZAK KEXKEX PROTEINA COMPLETAPROTEINA COMPLETA STOPSTOP STOPSTOP55´́ 33´́

KOZAKKOZAK KEXKEX STOPSTOP STOPSTOP55´́ 33´́

33´́55´́

HIDROHIDRO HIDROHIDRO HIDROHIDRO HIDROHIDRO

55´́ 33´́PROTEINA PROTEINA ∆∆ STOPSTOP

BamHBamH II HindHind IIIIII

55´́ 33´́PROTEINAPROTEINA CTCT

NheINheI / / HindIIIHindIII KpnIKpnI / / XhoXho II

55´́ 33´́PROTEINA PROTEINA CEPA ESPECCEPA ESPECÍÍFICAFICA C TGA TAAC TGA TAA

BamHBamH II
HindHind IIIIII

EcoREcoR II

CTCT

NcoNco II

CompletaCompleta

HidrofHidrof íílicalica

HHííbridabrida

TruncadaTruncada

Sem TMSem TM

Cepa Cepa 
especespec ííficafica

KOZAKKOZAK VIRUS1VIRUS1 GPGPG STOPSTOPKEXKEX VIRUS2VIRUS2 STOPSTOP

HindHind IIIIII XhoXho II

NdeNde II
(ATG)(ATG)

SpeSpe II
SapSap II NotNot II NcoNco II

KOZAKKOZAK KEXKEX PROTEINA COMPLETAPROTEINA COMPLETA STOPSTOP STOPSTOP55´́ 33´́

KOZAKKOZAK KEXKEX STOPSTOP STOPSTOP55´́ 33´́

33´́55´́

HIDROHIDRO HIDROHIDRO HIDROHIDRO HIDROHIDRO

55´́ 33´́PROTEINA PROTEINA ∆∆ STOPSTOP

BamHBamH II HindHind IIIIII

55´́ 33´́PROTEINAPROTEINA CTCT

NheINheI / / HindIIIHindIII KpnIKpnI / / XhoXho II

55´́ 33´́PROTEINA PROTEINA CEPA ESPECCEPA ESPECÍÍFICAFICA C TGA TAAC TGA TAA

BamHBamH II
HindHind IIIIII

EcoREcoR II

CTCT

NcoNco II

CompletaCompleta

HidrofHidrof íílicalica

HHííbridabrida

TruncadaTruncada

Sem TMSem TM

Cepa Cepa 
especespec ííficafica
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7.1.1 Antígenos consenso 

 

Para a construção dos antígenos consenso foram geradas sequências 

consenso alinhando múltiplas sequências de todos os vírus descritos, principalmente 

de isoladas do Brasil e/ou América Latina. Utilizando as sequências consensos 

geradas, foram realizadas buscas por homologia no intuito de identificar sequências 

circulantes com mais de 90% de homologia com o consenso. Estas sequências de 

alta homologia foram utilizadas para as construções dos antígenos consenso 

completas, truncadas, hidrofílicas e híbridas apresentadas na figura 27.                      

Os antígenos completos se constituem da ORF completa da proteína enquanto na 

forma truncado foram deixados a parte alguns aminoácidos.                

Os antígenos hidrofílicos foram constituídos de quatro regiões consideradas 

hidrofílicas, determinadas utilizando o perfil de Kyte-Doolittle com tamanho de janela 

5-7 aminoácidos, sendo intercaladas pela sequência de aminoácidos GPGPG para 

evitar a formação de neo-epítopos, não específicos, pela fusão direta das regiões 

hidrofílicas.                               

 Os antígenos hidrofílicos/híbridos se constituem de uma mistura de 

sequências de dois vírus distintos.  No nosso caso, foram geradas construções 

codificando simultaneamente para HIV-1 e HIV-2 e para HTLV-1 e HTLV-2. Assim 

como para os antígenos hidrofílicos, as construções híbridas foram igualmente 

intercaladas pela sequência de aminoácidos GPGPG.    

 As sequências definidas foram em seguida flanqueadas por sítios múltiplos de 

clonagem (5’- Hind III, Xho I, Nde I, Spe I e 3’ – Sap I, Not I, Nco I) ou simplesmente 

(5´-NcoI e 3´-XhoI) permitindo a subclonagem em diferentes vetores de expressão. 

As sequências obtidas foram submetidas à otimização para expressão, utilizando 

parâmetros como códon usage, estrutura secundária de mRNA, distribuição e 

conteúdo de GC, presença de sítios internos de restrição. Após síntese comercial, 

as sequências artificiais foram subclonadas em vetores capazes de gerar antígenos 

fusionados a uma cauda de histidina. 
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7.1.2 Antígenos do envelope sem domínio trans-membrana (TM) 

 

Para evitar uma possível influência negativa de regiões trans-membranas 

durante a expressão das proteínas e para gerar glicoproteínas individuais do 

envelope, como estão naturalmente presentes na partícula viral após processamento 

das proteínas precursoras foram construídos antígenos do envelope sem suas 

respectivas regiões trans-membranas. Como modelo para as construções foram 

utilizados os antígenos consenso precursores completos: ENVHIV1, ENVHIV2, 

ENVHTLV1 e ENVHTLV2. 

Para determinar as regiões internas, de superfície e transmembranas dessas 

proteínas, foi realizada inicialmente uma análise usando o programa TMHMM 2.0 

(Apêndice 3). Em seguida, foi realizada uma análise com o programa Kyte Doolittle, 

utilizando uma janela 19-21 aminoácidos, visando confirmar as localizações das 

regiões trans-membranas preditas. 

Em uma outra etapa, foi realizada uma análise na literatura e no Protein Blast 

Search de NCBI visando identificar as sequências protéicas individuais. Nesta etapa 

também foram identificados as regiões correspondentes aos epítopos 

imunologicamente mais relevantes, visando a sua manutenção nas sequências alvos 

no intuito de preservar a imunoreatividade dos antígenos em questão. Alguns 

antígenos, como o gp36∆internoHIV2 por exemplo, demonstraram (de forma 

inesperada) que sua região mais imunogênica se encontrava em sua porção interna 

considerada hidrofílica. 

Adicionalmente foram realizadas duas análises estruturais com a colaboração 

do Dr. Roberto Lins, do Laboratório de Química teórica e computacional do 

Departamento de Química Fundamental/UFPE. As estruturas dos antígenos  

gp120∆HIV1 e gp21∆HTLV1 foram analisadas utilizando como referência suas  

estruturas cristalográficas, depositadas no protein data bank (www.rcsb.org). Foram 

utilizados os programas VMD 1.91 e os pdb-files 3JWO.pdb para a gp120HIV1 e o 

MG1.pdb para a gp21HTLV1. A análise de gp120HIV1 indicou, que a sequência 

escolhida  para gerar a proteína ∆, não ia interferir na formação correta da sua 

estrutura e consequente domínios protéicos.  

A análise estrutural da sequência escolhida para gerar o antígeno 

gp21∆HTLV1 (aa 309-441) era necessário, devido ao resultado obtido no programa 

TMHMM 2.0, em relação a identificação de suas regiões trans-membranas. 
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Utilizando a sequência completa de ENVHTLV1, foi identificada uma região trans-

membrana próxima ao aa 450 e uma região com alta hidrofobicidade, mas com 

menor chance em ser uma região trans-membrana, entre os aa 300 e 350 (Figura 

29A). Uma segunda análise, usando somente aa 309-441, aumentou a probabilidade 

para 0.8 de ser uma região trans-membrana (Figura 29B). Dessa forma, esta região 

podia interferir na expressão e assim foi removida para a construção do antígeno 

gp21∆HTLV1. Todavia, era necessário esclarecer, se a estrutura protéica iria ou não 

ser influenciada após esta remoção. 

 

Figura 29. Identificação dos domínios trans-membran as de ENVHTLV1. 
 
 

                                    
 

                                            
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: A.) ENVHTLV1consensus (gp61):  (colunas vermelhas) probabilidade em ser uma região 
trans-membrana, <1: com menos probabilidade, ≥1: com maior probabilidade, aa 442-464; (traços 
lilás) região externa da proteína, sendo aa 1-441; (traço azul) região interna da proteína, 465-487;   
B.) aa 309-441 de gp21HTLV1  (traço lilás) toda a sequência representa uma região externa da 
proteína; Uma região trans-membrana com alta probabilidade, não prevista anteriormente se mostrou 
presente com probabilidade de 0.8 após o refinamento da análise (coluna vermelha). 
 

A análise estrutural realizada pelo Dr. Roberto Lins, utilizando os aa 338-425 

do pdb-file, demonstrou que os primeiros 33 aa desta sequência constituíam sua 

região hidrofóbica, com um alto potencial hidrostático. Através destas análises, 

especulamos que esta região provavelmente poderia dificultar a 

estabilidade/expressão da referida proteína, sendo, portanto excluída (neste caso 

A. 

B. 
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utilizamos apenas os aa 371-423 para subclonagem/expressão). Desta forma, a 

proteína composta de um lado hidrofóbico e outro lado hidrofílico não tenderiam a se 

oligomerizar, mas se fechar em si mesmo, permanecendo portanto em seu estado 

solúvel.  

A tabela 12 lista os resultados obtidos de acordo com as análises 

supracitadas, e mostram as regiões de aminoácidos selecionadas nas construções 

dos antígenos do envelope sem TM. 

Para a obtenção destas construções, foram desenhados iniciadores (primers), 

com a ajuda do programa APE Plasmid Editor, para amplificação das respectivas 

regiões por PCR. Nestes iniciadores foram incluídos sítios específicos de restrição e 

STOP códons, visando a expressão correta destas proteínas. Após o 

sequenciamento dos respectivos produtos de PCR, os antígenos foram utilizados 

nas etapas posteriores de subclonagem e expressão.   
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Quadro 14. Regiões proteicas identificadas. 

 

Antígeno 

precursor 

Seleção das regiões de 

glicoproteínas individuais 

Regiões trans-

membranas 

Regiões dos epítopos 

 
 
 
ENVHIV1 (gp160) 

 
 

gp120∆ 
(aa 44-487) 

 
 

gp41∆ 
(aa 511-671) 

 
 

aa 21-43 
aa 672-694 

 

 
 

aa 303-338 (V3loop) 
(GORNY, 1993) 

aa 553-565 

 
 
ENVHIV2 (gp140) 

 
 

gp125∆ 
(aa 21-511) 

 
 

gp36∆ 
(aa 512-858) 

 
gp36∆interno 
(aa 535-678) 

 
 
 

aa 7-29 
aa 512-534 
aa 679-701 

 
aa 234-248, 296-337,   

472-507 
(MANNERVIK, 1992; 
MARCELINO, 2006) 

aa 480-501 
(ALCARO, 2003) 

aa 581-605 
(TIWARI, 2013) 

 
 
 
 
ENVHTLV1 (gp61) 

 
 
 

gp46∆ 
(aa 23-308) 

 
 
 

gp21∆ 
(aa 333-441) 

 
gp21∆_2 

(aa 371-423) 

 
 
 
 

aa 442-464 
 

 
aa 187-199 

(BABA, 1995 ) 
aa 190-209 

(PALKER, 1989 ) 
aa 244-249 e aa 244-
257 (HORAL, 1991) 

aa 296-312 
(PALKER, 1989 ) 

aa 361-404, aa 397-
430, aa 374-392 
(LYNCH, 2006) 

 
 
 
 
ENVHTLV2 (gp61) 

 
 

gp52∆ 
(aa 23-304) 

 
gp21∆ 

devido à alta 
similaridade (85%) 
com HTLV1 não 

foi construído 

 
aa 438-460 

 
aa 172-195, aa 185-208 

(HORAL,1991) 

 
Fonte:  a autora 
Nota: A seleção das regiões foi obtida a partir de análises com o programa TMHMM 2.0 (detecção 
das regiões trans-membranas), NCBI Protein Blast Search e literatura científica. O gp21∆_2 foi 
construído a partir das análises estruturais supracitadas.  
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7.1.3 Antígenos cepa-específicos 

 

As construções cepa específicas foram definidas em colaboração com o Dr. 

Nilson Zanchin do Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ-PR), utilizando sequências 

cepa-específica, publicadas em banco de dados ou descritas em artigos científicos. 

Para facilitar a análise e comparação dos resultados, foram dado códigos numéricos 

a cada antígeno. 

Os antígenos de HIV-1 consistem de proteínas gp41 dos 10 subtipos 

circulantes no mundo (5.2) aa 533-689, (5.3) aa 524-679, (5.4) aa 507-662, (5.5) aa 

531-686, (5.6) aa 517-672, (5.7) aa 519-674, (5.8) aa 523-678, (5.9) aa 543-691, 

(5.10) aa 536-691, (5.11) aa 265-421), (5.12) proteína de fusão contendo 171 aa de 

gp120 e 172 aa de gp41 (TALHA et al., 2011). Os de HIV-2 consistem da proteína 

completa gp36 (6.1). Os antígenos de HTLV-1 consistem em uma proteína completa 

p19 aa 1-130 (2.1) e uma proteína de fusão contendo fragmentos de gp21 e gp46 aa 

165-440 (2.2). Os de HTLV-2 consistem de uma proteína de fusão com os 

fragmentos de gp21 e gp46 aa 161-436 (3.1). 

Assim como descrito anteriormente, foram também incluídos sítios de 

restrição 5´e 3´ flanqueando estas sequências, visando a expressão das mesmas 

em fusão com caudas de histidinas N e/ou C terminais.   
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7.2 Expressão em sistema eucariótico de levedura ( K. lactis )                

 

Nos dois primeiros anos desta tese de doutorado foram realizadas extensivas  

tentativas para a expressão dos antígenos supracitados, em sistema de levedura 

utilizando a levedura K. lactis. Este sistema foi escolhido devido as suas vantagens 

em relação à capacidade de glicolisação e dobramento correto (pontes de 

disulfídeos realizadas em sistemas eucarióticos). Apesar de termos seguido todas as  

recomendações do fabricante, e de inúmeras adaptações/modificações de 

protocolos entre elas: 

 

a) Testar a intensidade do crescimento das culturas (OD600 50, 60, 70 e 90) e 

sua influência na expressão; 

b) Concentrar as proteínas expressas no sobrenadante com PEG3350; (LI et al., 

2011, SHARMA et al., 2004); 

c) Aumentar o nível da expressão testando diferentes concentrações do indutor 

Galactose (2%, 0.2%, 0.02%, 0.002%); (MARTINS et al., 2001, 2002); 

d) Aumentar o nível da expressão testando diferentes tempos da indução 

(15minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h, 48h); (MARTINS et al., 2001, 

2002); 

e) Diminuir a atividade de proteases utilizando albumina, EDTA ou inibidores de 

protease no meio da cultura; (JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007); 

f) Diminuir a atividade de proteases diminuindo a temperatura durante a indução 

(23°C); (ZHANG et al., 2007); 

g) Diminuir a atividade de proteases modificando o pH no meio da cultura (pH 7, 

5, 4, 3); (JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007); 

h) Usar outra fonte de nitrogênio, como úrea ou nitrogen base powder no meio 

da cultura; (YIN et al., 2010; JAHIC et al., 2003); 

i) Usar vetores de expressão diferentes, desenvolvidos nesta época e cedidos 

pela empresa New England Biolabs (pKLAC2: sem tag, pKLCF-N ou –C: com 

CBD-tag). 

 

 

 



 

 

Não obtivemos resultados sa

obtidos utilizando vetores diferentes no sistema de levedura. Apenas foi possível 

detectar em gel SDS-PAGE, corado com Azul de Comassie e após purifi

Chitin Beads (Figura 30

sistema procariótico, pela colaboradora e mestranda Isabell

Comparando a eficiência 

quanto ao reconhecimento

conseguimos identificar nenhum ganho 

do antígeno expresso em levedura (F

encontrada em expressar no sistema eucariótico, como a capacidade diagnóstica 

não ter sido considerada melhor que 

decidimos utilizar apenas o sistema procariótico, por ser mais simples e mais rápido 

(considerando que consumimos 2 anos, desta tese, tentando padronizar o sistema 

de levedura). 

 

Figura 30- Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLA C2
 

 

                                                        
                   
                                       
 
Fonte:  a autora 
Nota: SDS-PAGE corado com Azul
expressão, (retângulo ) indica expressão da proteína, Tamanho esperado:  p24HIV1: 25kDa;
 
 

 

 

 

 

 

Não obtivemos resultados satisfatórios em relação aos níveis finais de expressão 

obtidos utilizando vetores diferentes no sistema de levedura. Apenas foi possível 

PAGE, corado com Azul de Comassie e após purifi

Chitin Beads (Figura 30, 31), o antígeno p24 de HIV-1 (previamente obtido, em 

sistema procariótico, pela colaboradora e mestranda Isabelle Freire Tabosa Viana). 

eficiência dos antígenos p24 expressos em bactérias e levedura 

quanto ao reconhecimento por soro comprovadamente positivo por

conseguimos identificar nenhum ganho em termos de sensibilidade/especificidade

antígeno expresso em levedura (Figura 32). Considerando,

encontrada em expressar no sistema eucariótico, como a capacidade diagnóstica 

sido considerada melhor que o do mesmo antígeno expresso em bactéria 

utilizar apenas o sistema procariótico, por ser mais simples e mais rápido 

(considerando que consumimos 2 anos, desta tese, tentando padronizar o sistema 

Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLA C2

                   

PAGE corado com Azul de Coomasie, (PM) Peso Molecular, (mAIE
) indica expressão da proteína, Tamanho esperado:  p24HIV1: 25kDa;
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tisfatórios em relação aos níveis finais de expressão 

obtidos utilizando vetores diferentes no sistema de levedura. Apenas foi possível 

PAGE, corado com Azul de Comassie e após purificação com 

1 (previamente obtido, em 

e Freire Tabosa Viana). 

dos antígenos p24 expressos em bactérias e levedura 

adamente positivo por HIV-1, não 

sensibilidade/especificidade 

, tanto a dificuldade 

encontrada em expressar no sistema eucariótico, como a capacidade diagnóstica 

o do mesmo antígeno expresso em bactéria 

utilizar apenas o sistema procariótico, por ser mais simples e mais rápido 

(considerando que consumimos 2 anos, desta tese, tentando padronizar o sistema 

Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLA C2. 

                        

mAIE ) controle positivo da 
) indica expressão da proteína, Tamanho esperado:  p24HIV1: 25kDa; 



 

 

Figura 31- Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLC F e purificação com Chitin 

 
 

                        
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Gel de Poliacrilamida corado com Azul de Coomasie. p24HIV1completo (
(SN) sobrenadante, (FT) Flow through, (
primeiro eluato, (EII) segundo eluato, (
proteína; 
 
 
 
Figura 32- Comparação dos antígenos p24HIV1completo, expressos  em bactéria e levedura, no 

ELISA. 

 

                             

                 

 

 
Fonte: a autora 
Nota: Teste realizado em duplicatas usando concentrações diferentes da proteína p24HIV1completo 
expressa em bactéria e levedura e pool de soros de ref
1:4000; (Eixo vertical ) densidade ótica, (
micrograma, utilizada para sensibilização da placa; Resultados expressos como média ± desvio 
padrão, amostras foram analisadas estatisticamente pelo 

Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLC F e purificação com Chitin 
Beads. 

Gel de Poliacrilamida corado com Azul de Coomasie. p24HIV1completo (
) Flow through, (LAV1 ) primeira lavagem, (LAV2 ) segunda lavagem, (
undo eluato, (EIII) terceiro eluato. (retângulo ) indicando a expressão da 

Comparação dos antígenos p24HIV1completo, expressos  em bactéria e levedura, no 

Teste realizado em duplicatas usando concentrações diferentes da proteína p24HIV1completo 
expressa em bactéria e levedura e pool de soros de referência HIV+; Concentração do 2

) densidade ótica, (Eixo horizontal ) quantidade de proteína recombinante 
para sensibilização da placa; Resultados expressos como média ± desvio 

padrão, amostras foram analisadas estatisticamente pelo t teste p<0.0170; 
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Expressão do antígeno p24HIV1completo em vetor pKLC F e purificação com Chitin 

 

Gel de Poliacrilamida corado com Azul de Coomasie. p24HIV1completo (PM) Peso Molecular, 
) segunda lavagem, (EI) 

) indicando a expressão da 

Comparação dos antígenos p24HIV1completo, expressos  em bactéria e levedura, no 

 

Teste realizado em duplicatas usando concentrações diferentes da proteína p24HIV1completo 
erência HIV+; Concentração do 2o anticorpo: 

e de proteína recombinante em 
para sensibilização da placa; Resultados expressos como média ± desvio 
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7.3 Expressão em sistema procarioto 

 

Para a avaliação dos antígenos quanto a sua capacidade de ser reconhecidos 

por soros de pacientes comprovadamente infectados com HIV/HTLV, através de 

ensaios de ELISA e Luminex, todas as construções foram expressas em E. coli. 

BL21 e expressão em Mini- e Midiescala. Apresentados aqui estão apenas as 

proteínas exclusivamente construídas nesta tese ou proteínas que foram utilizadas 

em posterior ensaio multiplex.   

 

7.3.1 Teste de otimização para expressão 

 

Devido ao alto background e dificuldade em identificar a expressão específica 

de algumas das proteínas, especialmente a dos antígenos cepa-específicos, foi 

realizada uma padronização/otimização das condições utilizando o antígeno 2.2.  

Foram testadas as seguintes condições: a densidade ótica do crescimento 

das bactérias antes da indução (OD600 0.5 ou 0.8); concentração de IPTG (0.1mM 

até 0.5mM); tempo de indução (2h ou 4h); temperatura (25° ou 30°C). Em um gel de 

poliacrilamida, porções do pellet das bactérias induzidas (e o primeiro eluato) foram 

fracionadas e coradas com Azul de Coomasie (figura 33A). O poço 7 (condição: 

crescimento OD600 0.8, indução com 0.3mM IPTG por 2h á 30°C) mostra no eluato 

uma leve expressão da proteína com tamanho esperado, todavia ainda em nível 

considerado baixo. A especificidade dessa proteína foi confirmada através de 

ensaios de Western Blot utilizando anticorpo primário contra a cauda de histidina 

anti-HIS anticorpo (Figura 33B). Não obstante, o resultado demonstrou que a maioria 

da referida proteína, em todas as condições testadas, permanece na sua forma 

insolúvel no pellet. As condições escolhidas, a partir destes resultados, foram: 

crescimento da cultura antes da indução até OD600 0.8, indução com 0.3mM IPTG 

por 2 horas, à 30°C. Ressaltando a necessidade da purificação dos corpos de 

inclusão em condições desnaturantes (utilizando uréia). 

 

 

  

 



 

 

 

Figura 33- Otimização das condições para expressão da proteína  2.2 em BL21
 
                                  

                  
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: (A) Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coo
anticorpo; (PM) Peso Molecular, (
condições usadas nos primeiros testes, (
0.8/0.1mM IPTG 2h 30°C, (4
IPTG 2h 30°C, (6) pellet/OD600

(8) pellet/OD600 0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (
pellet/OD600 0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (
0.8/0.5mM IPTG 2h 25°C (13
expressão específica do antígeno 2.2;
 
 
7.3.2   Purificação dos antígen

 

Das proteínas expressas neste trabalho apenas as 

proteína HCV_Core1-117

necessária a purificação de corpos de inclusão em condições desnaturantes). 

de poliacrilamida indicou uma 

desta proteína permanece ligada à

Numa segunda etapa de purificação desta proteína foi então utilizado um tampão de 

eluição com pH mais baixo (pH 4.5). Desta vez, a purificação resultou numa banda 

mais intensa nos eluatos e 

 

A. 

B. 

Otimização das condições para expressão da proteína  2.2 em BL21

) Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; (B). Western Blot com anti
anticorpo; (PM) Peso Molecular, (1) pellet/OD600 0.5/0.5mM ITPG 4h 30°C, representando as 
condições usadas nos primeiros testes, (2) pellet/OD600 0.8/0.1mM IPTG 2h 30°C, (

4) pellet/OD600 0.8/0.2mM IPTG 2h 30°C, (5) Eluato I/OD
600 0.8/0.3mM IPTG 2h 30°C, (7) Eluato I/OD600 0.8/0.3mM IPTG 2h 30°C, 

0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (9) Eluato I/OD600 0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (
0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (11) pellet/OD600 0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (

13) Eluato I/OD600 0.8/0.5mM IPTG 2h 25°C; (
expressão específica do antígeno 2.2; 

Purificação dos antígenos com resina de Níquel 

Das proteínas expressas neste trabalho apenas as proteínas

117 foram  expressas na sua forma solúvel (não sendo 

necessária a purificação de corpos de inclusão em condições desnaturantes). 

iacrilamida indicou uma leve expressão de HCV_Core1-117

permanece ligada à resina mesmo após a sua eluição (Figura 34

Numa segunda etapa de purificação desta proteína foi então utilizado um tampão de 

baixo (pH 4.5). Desta vez, a purificação resultou numa banda 

mais intensa nos eluatos e uma resina mais limpa (Figura 34B).  
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Otimização das condições para expressão da proteína  2.2 em BL21 . 

 

). Western Blot com anti-HIS 
0.5/0.5mM ITPG 4h 30°C, representando as 

0.8/0.1mM IPTG 2h 30°C, (3) Eluato I/ OD600 
) Eluato I/OD600 0.8/0.2mM 

0.8/0.3mM IPTG 2h 30°C, 
0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (10) 

0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (12) pellet/OD600 
0.8/0.5mM IPTG 2h 25°C; (retângulo ) indicando a 

proteínas p24HIV1 e a 

foram  expressas na sua forma solúvel (não sendo 

necessária a purificação de corpos de inclusão em condições desnaturantes). O gel 

117, todavia boa parte 

mo após a sua eluição (Figura 34A). 

Numa segunda etapa de purificação desta proteína foi então utilizado um tampão de 

baixo (pH 4.5). Desta vez, a purificação resultou numa banda 

 



 

 

Figura 34- Expressão de HCV

 
  A. 
 
 
      
 
 
 
 
 
 
  
   
 
 

B.  
                                        
                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: 15% Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; 
(PM) peso molecular, (pellet ) pellet bacteriano após sonicar, (
primeiro eluato, (EII) segundo eluato, (
indica a expressão da proteína; 
 

 

Um exemplo geral para o procedimento de avaliação da expressão em 

condições desnaturantes é dado com a 

A expressão mostrou uma banda específica após indução, embora insolúvel (

indicando a presença da proteína em corpos de inclusão

o uso de 8M úrea nos tampões mostrou a purificação/eluição das proteínas (EI e EII)

(Figura 35B). Utilizando estas mesmas condições de expressão/purificação, foram 

também expressas e purificadas as seguintes proteínas

respectivos domínios trans

cepa-específica (Figura 3

 

Expressão de HCV _Core 1-117.  

 
                             

Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; A. usando tampão de eluição pH8.0, 
) pellet bacteriano após sonicar, (FT) Flow Through, (

) segundo eluato, (RES) resina. B. usando tampão de eluição pH 4.5;
indica a expressão da proteína;  

Um exemplo geral para o procedimento de avaliação da expressão em 

condições desnaturantes é dado com a proteína gp41∆HIV1.  

A expressão mostrou uma banda específica após indução, embora insolúvel (

indicando a presença da proteína em corpos de inclusão (Figura 35

de 8M úrea nos tampões mostrou a purificação/eluição das proteínas (EI e EII)

Utilizando estas mesmas condições de expressão/purificação, foram 

também expressas e purificadas as seguintes proteínas 

respectivos domínios trans-membranas (dados não mostrados), além das proteínas 

gura 36): 

PM          EI         EII        RES

25

15

PM          EI         EII        RES

25

15

PM          EI         EII        RES

25

15
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usando tampão de eluição pH8.0, 
) Flow Through, (LAV ) lavagem, (EI) 

usando tampão de eluição pH 4.5; (retângulo) 

Um exemplo geral para o procedimento de avaliação da expressão em 

A expressão mostrou uma banda específica após indução, embora insolúvel (pellet), 

(Figura 35A). Para este fim, 

de 8M úrea nos tampões mostrou a purificação/eluição das proteínas (EI e EII) 

Utilizando estas mesmas condições de expressão/purificação, foram 

 abaixo, sem seus 

membranas (dados não mostrados), além das proteínas 



 

 

a) gp41

b) gp120

c) gp36

d) gp46

e) gp52

f) gp21

Figura 35- Expressão de gp41
 
 
                                                            

       
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: 15% Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; 
foi induzido (-) sem ou (+) com 0.5mM IPTG por 4h a 30°C; 
midiescala usando tampões com 8M úrea. (retângulo vermel
Molecular; Depois de feita uma purificação em midiescala, mostrando a presença da proteína 
insolúvel no (pellet) pellet, (FT
eluição, (RES) Resina de Níquel;

gp41∆HIV1 

gp120∆HIV1 (com N- e C-terminal HIS tag)

gp36∆internoHIV2 

gp46∆HTLV1 

gp52∆HTLV2 

gp21∆HTLV1 

 

 

Expressão de gp41 ∆HIV1 em condições nativa e desnaturante

                                                             

Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; A. Purificação sem uréia: 
) com 0.5mM IPTG por 4h a 30°C; B. Purificação com uréia: 

midiescala usando tampões com 8M úrea. (retângulo vermelho) indicando a expressão, (
feita uma purificação em midiescala, mostrando a presença da proteína 

FT)  Flow Through, (LAV ) lavagem, (EI) primeira eluição, (
íquel; (retângulo) indicando a expressão; 
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terminal HIS tag) 

nativa e desnaturante . 

 

Purificação sem uréia: Um clone 
Purificação com uréia: Indução em 

ho) indicando a expressão, (PM) Peso 
feita uma purificação em midiescala, mostrando a presença da proteína 

) primeira eluição, (EII) segunda 
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Figura 36- Purificação dos antígenos cepa-específic os. 
 
   
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Purificação das proteínas com 8M úreia após indução em midiescala com 0.3mM IPTG por 2h 
a 30°C. Uma amostra foi corrida no 15% Gel de Poliacrilamida, incluindo os controles da purificação e 
corado com Azul de Coomasie; (PM) peso Molecular; (FT) Flow Through; (LAV ) lavagem; (EI) 
primeiro eluato; (EII) segundo eluato; (RES) Resina ; (retângulo ) indica a expressão da proteína. 
  

 

Devido à possibilidade que a cauda de histidina no N-terminal pudesse 

influenciar negativamente na expressão, os antígenos 2.1, 5.2, 5.6, 5.9, 5.10, 5.11, 

6.1 foram também clonados no vetor de expressão pET28a (que permite à 

expressão dos mesmos fusionados à cauda de histidina C-terminal (Figura 37). 

                            

 

 

 

 

 

 

 

 

PM     pellet    FT  LAV     EI     EII      RES   

37

26

19

37

26

19

40

35

25

26

19

15

37

26

19

37

26

19

37

26

19

2.2

3.1

5.3

5.4

5.5

5.7

5.8

5.12

PM  pellet    FT    LAV     EI         EII      RES   

45

37

PM     pellet    FT  LAV     EI     EII      RES   

37

26

19

37

26

19

40

35

25

26

19

15

37

26

19

37

26

19

37

26

19

2.2

3.1

5.3

5.4

5.5

5.7

5.8

5.12

PM  pellet    FT    LAV     EI         EII      RES   

45

37



 

 

Figura 37-  Purificação dos antígenos
 
 

                        
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Purificação das proteín
30°C. Uma amostra foi corrida no
corado com Azul de Coomasie;
primeiro eluato; (EII) segundo eluato; (
 
 

7.3.3  Remoção da uréia via 

 

No caso de algumas proteínas, na mai

o nível de expressão foi con

proteínas durante o processo de diálise, um procedimento necessário para a 

remoção da úrea da amostra, foi testada a 

proteína gp120∆HIV1. Esta técnica, descrita no 

permite tirar a uréia lentamente, através 

níquel, usando tampões de lavagem com concentrações decrescente de uré

figura 38 mostra a purificação de gp120

 

 

 

 

 

Purificação dos antígenos  5.9 e 5.11 com histidina C

Purificação das proteínas com 8M úreia após indução de midiescala com 0.3mM IPTG por 2h 
30°C. Uma amostra foi corrida no Gel de Poliacrilamida, incluindo os controles da purificação e 
corado com Azul de Coomasie; (PM) peso Molecular; (FT) Flow Through; (

segundo eluato; (RES) Resina ; (retângulo ) indica a expressão da proteína.

a via matrix-assisted purification 

No caso de algumas proteínas, na maioria glicoproteínas sem o domíni

o nível de expressão foi considerado muito baixo. Para evitar uma perda maior das 

proteínas durante o processo de diálise, um procedimento necessário para a 

remoção da úrea da amostra, foi testada a matrix-assisted purification

HIV1. Esta técnica, descrita no artigo de Rehm B.H.A. et al 2001,  

a lentamente, através de lavagens da proteína ligada à

níquel, usando tampões de lavagem com concentrações decrescente de uré

mostra a purificação de gp120∆HIV1_N-terminal utilizando este método.
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5.9 e 5.11 com histidina C -terminal. 

 

a após indução de midiescala com 0.3mM IPTG por 2h a 
Gel de Poliacrilamida, incluindo os controles da purificação e 

) Flow Through; (LAV ) lavagem; (EI) 
) indica a expressão da proteína. 

oria glicoproteínas sem o domínio TM, 

siderado muito baixo. Para evitar uma perda maior das 

proteínas durante o processo de diálise, um procedimento necessário para a 

assisted purification usando a 

Rehm B.H.A. et al 2001,  

de lavagens da proteína ligada à resina de 

níquel, usando tampões de lavagem com concentrações decrescente de uréia. A 

izando este método.  



 

 

Figura 38- Purificação da proteína gp120

 
 

     
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: 15% Gel de poliacrilamida corado com Azul de Coomasie, (
Flow Through, (LAV ) control
pH8, (EII) segundo eluato tampão pH8, (
pH 4.5, (RES) resina, (retângulo
 

 

7.4  Verificação da anti genicidade

 

7.4.1 Western Blot 

 

Para verificar a antigenicidade

realizados ensaios de Western Blot

de referência positivos para HIV, HTLV ou HCV, respectivamente.

Os soros positivos para HIV

Pernambuco (LACEN-PE)

ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo

permite a detecção dos antigenos p24 e anticorp

HIV2, no mesmo teste, sem descriminar entre eles. O

foram obtidos através de painéis sorológicos

A figura 39 demonstra a antigen

p24HIV1 e HCV_Core1-117, respectivamente.

 

Purificação da proteína gp120 ∆HIV1_N utilizando o método Matrix
purification . 

crilamida corado com Azul de Coomasie, (pellet ) controle pellet, (
) controle lavagem com tampões de 8M-0M uréia, (EI) primeiro eluato tampão 

I) segundo eluato tampão pH8, (EIII) terceiro eluato tampão pH8, (EIV) quarto eluato tampão 
retângulo ) indicando a purificação da proteína; tamanho esperado:  54 kDa

genicidade  

antigenicidade das proteínas expressas, inicialmente foram 

realizados ensaios de Western Blot, usando anticorpos anti-HIS e pools de 10 soro

de referência positivos para HIV, HTLV ou HCV, respectivamente.

Os soros positivos para HIV e HCV foram cedidos pelo Laboratório Central  de 

PE), sendo verificados através do ensaio 

ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (Abbott®) ou Combo HCV 

permite a detecção dos antigenos p24 e anticorpos da classe IgG e IgM dos

no mesmo teste, sem descriminar entre eles. Os soros positivos para HTLV 

foram obtidos através de painéis sorológicos comercialmente disponíveis

39 demonstra a antigenicidade no WB com ~200ng de proteína, para 

117, respectivamente. 
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Matrix -assisted in vitro 

 

) controle pellet, (FT) controle 
a, (EI) primeiro eluato tampão 

) terceiro eluato tampão pH8, (EIV) quarto eluato tampão 
o da proteína; tamanho esperado:  54 kDa 

das proteínas expressas, inicialmente foram 

HIS e pools de 10 soros 

de referência positivos para HIV, HTLV ou HCV, respectivamente. 

Laboratório Central  de 

o ensaio comercial 

 (Abbott®). Esse kit 

os da classe IgG e IgM dos HIV1 e 

s soros positivos para HTLV 

comercialmente disponíveis.  

no WB com ~200ng de proteína, para 
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Figura 39- Expressão e antigenicidade de antígenos consenso expressos em bacteria. 
 
 
                    
 
 
 
 
 
 
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Após fracionamento em 15% gel de poliacrilamida as proteínas foram transferidas para 
membrana de PVDF e utilizadas nos ensaios de WB; (A) p24HIV1, (B) HCV_Core 1-117; (anti-HIS ) 
WB com anticorpo anti-HIS monoclonal de camondongo, (soros ) WB com pool de 10 soros de 
referência positivo para HIV e HCV;  
 

 

Os resultados obtidos para as proteínas sem região trans-membrana 

demonstram a reatividade para todas as proteínas utilizando os anticorpos anti-HIS. 

Entretanto também demonstram uma ausência de reatividade com soros de 

referência, para os antígenos gp36∆internoHIV2 e gp21∆HTLV1 (Figura 40).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p24   
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anti-HIS

soros HIV+

p24   
HIV1 
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soros HIV+
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1-117                       1-117        

anti-HIS soros HCV +

25
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Co +        HCV         Co - HCV 
1-117                       1-117        

anti-HIS soros HCV +

A. B. 
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Figura 40- Western Blot das proteínas do envelope s em domínio trans-membrana. 
 
                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                   
 
 
 
 
 
 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Proteínas foram resolvidas em 15% gel de poliacrilamida e transferidas para membranas PVDF 
para posteriores ensaios de WB; (anti-HIS ) WB utilizando  anticorpos contra a cauda de histidina; 
(soros referência positivo ) WB usando um pool de soros comprovadamente positivo para todos os 
vírus; 
 
 

Todas as proteínas cepa-específica demonstraram bandas específicas 

detectadas pelo anticorpo anti-HIS. Todavia, somente os antígenos 5.5, 5.8 e 5.11-C 

demonstraram reatividade clara quando incubados com os soros de referência.  

Numa primeira tentativa, os antígenos 2.2 e 3.1 também não demonstraram 

reatividade no WB. Usando um segundo pool, com soros diferentes, os mesmos 

antígenos foram desta vez detectados com sucesso (Figura 41).  
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Figura 41- Western Blot dos antígenos cepa-específi cos. 
 
                              
 
                                       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Revelação da membrana PVDF carregada com os antígenos cepa-especificos; (anti-HIS ) WB 
com anticorpo anti-histidina, (soros  referência positivo ) WB com pool de 10 soros de referência 
positivos para HIV ou HTLV, (5.9_C e 5.11_C) cauda de histidina C-terminal, (5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8, 
5.12) proteínas do HIV, (2.2 e 3.1) proteínas do HTLV;             
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7.4.2 ELISA 

 

Os soros utilizados nos ensaios de ELISA foram os mesmos utilizados nos 

ensaios de Western Blot. Após pre-testes de ELISA, testando concentrações 

diferentes de cada antígeno e diluições diferentes dos soros e do segundo anticorpo, 

as placas foram sensibilizadas com 0.25µg proteína recombinante por poço. Um 

pool de 10 soros de referência comprovadamente positivo ou negativo para 

determinada doença foi diluído de 1:500 para HIV ou HCV e 1:200 para HTLV. A 

diluição do segundo anticorpo, em ambos os casos, foi de 1:5000. Nas análises 

foram incluídos soros comprovadamente positivos para outros retrovírus (HIV ou 

HTLV) ou flavivírus (febre amarela), para indicar a especificidade do antígeno quanto 

ao reconhecimento pelos anticorpos dos pacientes. Os testes foram realizados em 

triplicatas. Além da apresentação de cada antígeno em gráficos, foi calculado 

também o Indíce de cut-off, apresentado na tabela 13. 

 

7.4.2.1 Padronização dos testes de ELISA  

 

A desvantagem da purificação com tampões contendo uréia é a necessidade 

de ter de remover a mesma, no final do procedimento. A uréia deixa a proteína 

solúvel, desnaturada e isto pode criar problema no reconhecimento de epítopos, 

pelos anticorpos dos pacientes. Desta forma, é crucial restaurar o redobramento 

correto de cada antígeno. Isto pode ser uma tarefa delicada, pois depende da 

escolha do procedimento adequado para cada proteína.  

Para a maioria dos antígenos purificados com uréia, a técnica de diálise foi 

considerada satisfatória.  Entretanto, para a proteína gp120∆HIV1 (que não foi 

reconhecida por soro de paciente após a diálise) foi necessário o estabelecimento 

de outros métodos para a remoção da uréia. Entre as técnicas que foram utilizadas 

estão a diálise usando tampões diferentes para baixar o conteúdo de uréia 

lentamente e a purificação assistida pela matriz (ingl. Matrix-assisted purification).  

Outro motivo para a falta de reatividade no ELISA pode ser a hidrofobicidade alta de 

algumas proteínas, que pode causar problema na sensibilização da placa de ELISA. 

Este tipo de situação levou alguns pesquisadores a sensibilizar a placa com a 

proteína ainda em solução de 8M uréia (SOHN et al., 1996). 
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Os testes das condições do redobramento e de ELISA com o antígeno 

gp120∆HIV1_C foram conduzidos nas condições descritas antes. O resultado 

mostrou reatividade com soros de referência positivo para HIV, usando a proteína 

ainda em solução de uréia 8M, dialisada com tampões decrescendo lentamente a 

concentração de uréia ou purificada com a técnica de matrix-assisted purification 

(Figura 42).  

 

Figura 42- ELISA de gp120 ∆HIV1 purificada através de diferentes métodos.  
 
     

          
 
Fonte:  a autora 
Nota:  ELISA feita em triplicata, com 0.25µg antígeno gp120∆HIV1 por poço, usando pool de soro de 
referência HIV+; (uréia ) proteína purificada com 8M uréia, usada sem diálise; (PBS) proteina 
purificada com uréia e dialisada contra PBS; (MD) proteina purificada e dialisada pelo método múltipla 
diálise, decrescendo a concentração de uréia lentamente; (MAP) proteína purificada com o método 
de matrix-assisted purification utilizando a resina na coluna e tampões de lavagem com concentração 
decrescente de uréia; Gráficos feitos com programa PRISM; Resultados expressos como média ± 
desvio padrão; As amostras foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p <0.0001). 
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7.4.2.2 Antígenos consenso
 

Os resultados indicam alta sensibilidade e especifidade para o antígeno 

p24HIV1completo (Figura 4

 

Figura 43- Antigen
 
 

                        
 
 

                           
 

Fonte:  a autora 
Nota: Antigenicidade dos antígeno
referência; (A) p24HIV1; HIV+: soro positivo, HIV
indicando reatividade cruzada; (
(Febre Amarela) soro de outro Flavivirus 
em triplicatas. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras foram analisadas 
estatisticamente pelo teste ANOVA
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indicam alta sensibilidade e especifidade para o antígeno 

igura 43) e HCV_CORE1-117 (Figura 44). 

Antigen icidade antígenos consenso no ELISA.  

 

antígenos consenso medido por ELISA usando poo
) p24HIV1; HIV+: soro positivo, HIV- soro neg para HIV, HTLV+ soro de outro retrovirus 

indicando reatividade cruzada; (B) HCV_CORE 1-117; HCV+ soro positivo, HCV
soro de outro Flavivirus indicando reatividade cruzada; Cada condição foi realizada 

triplicatas. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras foram analisadas 
teste ANOVA (p<0.0001). 

HCV_CORE 1-117

HCV + HCV - FA +

soros de referência

 133

 

indicam alta sensibilidade e especifidade para o antígeno 

 

 

medido por ELISA usando pool de 10 soros de 
soro neg para HIV, HTLV+ soro de outro retrovirus 

+ soro positivo, HCV- soro negativo, FA+ 
Cada condição foi realizada 

triplicatas. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras foram analisadas 
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7.4.2.3 Antígenos do envelope sem região trans-membrana (TM) 

 

Nos testes finais de ELISA, todas as proteínas utilizadas para sensibilização 

das placas foram aplicadas na concentração de 0.25µg/poço em solução de 8M 

úreia.  

Os antígenos gp41∆HIV1, gp120∆HIV1, gp36∆internoHIV2 (Figura 45) e 

gp21∆HTLV1 mostraram alta reatividade indicando boa sensibilidade e 

especificidade, enquanto os gp46∆HTLV1 e gp52∆HTLV2 indicaram reatividade 

cruzada devido a reatividade utilizando soros de outros retrovirus (HIV)  (Figura 46). 

 

  



 

 

Figura 44- Antigenicidade dos antígenos HIV envelope sem 

 

          

            
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  a autora 
Nota: Antigenicidade dos antígenos HIV sem região transmembrana medidos por ELISA usando pool 
de 10 soros de referência; (A
para HIV ou (HIV–) negativo para HIV, indicando a sensibilidade dos antígenos, (
positivo para HTLV+, em caso
específico de anticorpos contra o retrovíru
usando 0,25µg antígeno por poço. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras 
foram analisadas estatisticamente pelo 
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dos antígenos HIV sem região transmembrana medidos por ELISA usando pool 
A) gp41∆HIV1, (B) gp120∆HIV1, (C) gp36∆internoHIV2;

) negativo para HIV, indicando a sensibilidade dos antígenos, (
positivo para HTLV+, em caso da imunoreatividade ser ausente ou baixa: indica o reconhecimento 

o de anticorpos contra o retrovírus HIV; Foram realizadas triplicatas de cada condição 
usando 0,25µg antígeno por poço. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras 
foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001); 
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região trans -membrana no ELISA. 

dos antígenos HIV sem região transmembrana medidos por ELISA usando pool 
ernoHIV2; (HIV+) positivo 

) negativo para HIV, indicando a sensibilidade dos antígenos, (HTLV+) soro 
ausente ou baixa: indica o reconhecimento 

triplicatas de cada condição 
usando 0,25µg antígeno por poço. Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras 
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Figura 45-  Antigenicidade  
ELISA. 
 
 

     
 
 

     
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Antigenicidade dos antígenos HTLV sem 
pool de 10 soros de referência
positivo para HTLV ou (HTLV
soro positivo para HIV+, em caso
específico de anticorpos contra
usando 0,25µg antígeno por poço Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras 
foram analisadas estatisticamente pelo 
duplicata, usando t teste (p<0,0065).
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foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001), exeção 
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região trans -membrana no 

 

região transmembrana medidos por ELISA usando 
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) negativo para HTVL, indicando a sensibilidade dos antígenos, (HIV+) 
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triplicatas de cada condição 
usando 0,25µg antígeno por poço Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras 
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7.4.2.4 Antígenos cepa-específicos 

 

As proteínas cepa-específicos expressas foram igualmente submetidas aos 

ensaios de ELISA. Todos os antígenos de HIV demonstraram alta sensibilidade e 

especificidade (Figura 47). A sensibilidade e especificidade dos antígenos HTLV 

indicada pelo teste, foram consideradas muito baixas (Figura 48).  

 

Figura 46- Antigenicidade dos antígenos HIV cepa-es pecíficos no ELISA. 
                                                  

                           (continua) 
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Figura 46- Antigenicidade dos antígenos HIV cepa-es pecíficos no ELISA. 
 

                                                                                     (conclusão) 

 

   

 

 

    
 

Fonte:  a autora 
Nota: Antigenicidade dos antígenos HTLV sem a região transmembrana medidos por ELISA usando 
pool de 10 soros de referência (HIV+) positivo para HIV ou (HIV–) negativo para HIV, indicando a 
sensibilidade dos antígenos, (HTLV+) soro de referência HTLV+; (A) 5.3, (B) 5.4, (C) 5.5, (D) 5.7, (E) 
5.8, (F) 5.9_C, (G) 5.11_C, (H) 5.12; Foram realizadas triplicatas de cada condição usando 0,25µg 
antígeno por poço Resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras foram analisadas 
estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001), 
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Figura 47- Antigenicidade dos antígenos HTLV cepa-e specíficos no ELISA. 
 
 

    
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Antigenicidade dos antígenos HTLV sem a região trans-membrana medidos por ELISA, 
utilizando pool de 10 soros de referência; (A) 2.2, (B) 3.1; (HTLV+) positivo para HTLV ou (HTLV–) 
negativo para HTVL, indicando a sensibilidade dos antígenos, (HIV+) soro HIV+, em caso 
imunoreatividade ser ausente ou baixa:  indica o reconhecimento específico de anticorpos contra o 
retrovirus HTLV; Foram realizadas  triplicatas de cada condição usando 0,25µg antígeno por poço 
resultados expressos como média ± desvio padrão. As amostras foram analisadas estatisticamente 
pelo teste ANOVA (p<0.0001), 
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Quadro 13- Índices de cut-off  dos resultados do ELISA.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Fonte:  a autora 
Nota: Representação dos resultados dos antígenos no teste ELISA em forma de Índice.  
O índice foi calculada dividindo o sinal obtido no leitor de ELISA pelo cut-off. Considerando, Índice > 
1.0: reativo, Índice 1 - 0.9:  limítrofe, Índice < 0.9:  não reativo; o cut-off foi determinado da seguinte 
forma: média de triplicatas do controle negativo (soros comprovadamente negativo para determinada 
doença) + 3x desvios padrão; Dessa forma se mostram os antígenos gp46∆HTLV1 e gp52∆HTLV2, 
como únicos, com não-reativos; 
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7.4.3 xMAPLuminex 

 

Os antígenos também foram ainda acoplados à microesferas, testando três 

tampões de acoplamento diferentes. No final, 2500 microesferas foram utilizados 

para a reação com soros individuais diluídos 1:200 no sistema xMAPLuminex. Após 

as incubações, curvas ROC foram traçadas para calcular a sensibilidade e 

especificidade de cada antígeno. 

 

Para as análises foram utilizadas as seguintes quantidades de soros: 

a) p24HIV1:     329 negativos, 39 positivos para HIV,  

b) gp41∆HIV1:     326 negativos, 39 positivos para HIV 

c) gp120∆HIV1:    341 negativos e 26 positivos para HIV 

d) cepa-específicos:    80 negativos,  41 positivo para HIV1 e 7 para HIV-2 

e) antígenos de HTLV:  50 negativos, 37 positivos para HTLV1 e 9 para HTLV-2  

 

Todos os antígenos de HIV, consenso (Figura 49), sem região trans-membrana 

(Figura 50) e cepa-específicos (Figura 51) demonstraram sensibilidade alta (entre 

80%-100%) e especificidade alta (entre 95,5%-100%). Por outro lado, a 

sensibilidade e especificidade dos antígenos HTLV foram consideradas na maioria 

das vezes baixas, entre 66,67%-97,3% e 72,4%-87,4%, respectivamente.  

As análises de gp21∆HTLV1, gp46∆HTLV1, gp36∆HIV2, 5.9_C HIV1, 5.11_C 

HIV1 e HCV_Core 1-117 ainda estão em andamento. 
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Figura 48- Análise de Luminex dos antígenos consens o. 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte:  a autora 
Nota: Análise Luminex realizada com 2500 microesferas acopladas e soros individuais; 
(p24HIV1completo ) (A) Curva ROC, (B) Scatter Plot;  
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Figura 49- Análise de Luminex dos antígenos do enve lope sem a região trans-membrana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

     

 

 

 

 

         

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:  a autora 
Nota: Antígenos sem região trans-membrana: gp41∆HIV1, gp120∆HIV1_C, gp52∆HTLV2; Análise 
Luminex realizado com 2500 microesferas acopladas e soros individuais; (A, C, E) Curva ROC, (B, D, 
F) Scatter Blot;  
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Figura 50- Análise de Luminex dos antígenos cepa-es pecíficos. 

                             (continua) 
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Figura 50- Análise de Luminex dos antígenos cepa-es pecíficos. 

                                                                                                                     (continuação) 
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Figura 50- Análise de Luminex dos antígenos cepa-es pecíficos. 

                                                    (conclusão)  
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Nota: Análise Luminex realizada com 2500 microesferas acopladas e soros individuais; (5.3) (A) 
curva ROC), (B) Scatter Plot; (5.4) ) (C) curva ROC), (D) Scatter Plot; (5.5) ) (E) curva ROC), (F) 
Scatter Plot; (5.7) ) (G) curva ROC), (H) Scatter Plot; (5.8) ) (I) curva ROC), (J) Scatter Plot; (5.12) ) 
(K) curva ROC), (L) Scatter Plot; (2.2) ) (M) curva ROC), (N) Scatter Plot; (3.1) ) (O) curva ROC), (P) 
Scatter Plot;       
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 8 DISCUSSÃO 
 

A triagem sorológica compulsória de doadores de sangue é obrigatória e 

regulada pela legislação brasileira. Esta tese de Doutorado faz parte de uma 

iniciativa nacional, projeto INDI-SAUDE (Instituto CNPq), cujo alvo é gerar insumos 

diagnósticos com tecnologia 100% nacional que possam ser aplicados nestas 

triagens sorológicas. Mais especificamente, nesta tese, a proposta foi desenhar e 

expressar antígenos dos vírus HIV1/2, HTLV1/2 e HCV que futuramente possam ser 

incluídos em testes diagnósticos para o SUS, principalmente em testes multiplex 

usando a tecnologia xMAPLuminex. 

Assim, foram produzidos e validados diversos antígenos de HIV1 e 2, HTLV1 

e 2 e HCV que demonstraram grande potencial diagnóstico, tanto através de ensaios 

de ELISA como no sistema xMAPLuminex. Devido aos problemas com o aparelho 

Luminex no CPqAM/FIOCRUZ-PE e a ausência de técnicos habilitados disponíveis, 

não foi possível terminar as análises de sensibilidade /especificidade de todos os 

antígenos e o desenvolvimento de um teste multiplex. Todavia, os antígenos 

individuais demonstraram sensibilidade/especificidade suficientes para serem 

incorporados em testes multiplex de diagnóstico. Entre eles, destacaram-se os 

antígenos gp41∆HIV1, gp120∆HIV1, gp36∆internoHIV2, HCV_Core 1-117, oito 

antígenos gp41HIV1 cepa-específicos, como também os p24HIV1 e p24HTLV1 já 

apresentados durante a dissertação de Mestrado de uma outra aluna (VIANA I, 

2011).  

Além disso, foram produzidos antígenos de HTLV (gp21∆HTLV1 e dois 

antígenos cepa-específicos) que mostraram menor sensibilidade e especificidade 

validado pelo sistema xMAPLuminex. Essas proteínas expressas podem 

futuramente ainda serem purificadas por gel filtração e troca iônica, além da 

cromatografia de afinidade e revalidadas, visando potencializar seu grau de 

sensibilidade/especificidade. Estes procedimentos adicionais são considerados 

relevantes e utilizados para a produção de testes diagnósticos comerciais (Sponsor 

MP Diagnostic HTLV, www.fda.gov). 

O uso de microesferas e do sistema xMAPLuminex traria grandes vantagens 

no procedimento da triagem sorológica como, por exemplo, menor tempo para 

realização do teste e menor volume do material biológico a ser testado. Além disso, 

iria economizar espaço laboratorial e mão de obra envolvida e o fornecimento desse 
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teste produzido no território nacional ia diminuir os custos para o SUS. Os testes 

multiplex visam permitir a detecção e identificação de diferentes anticorpos contra 

estruturas diferentes do mesmo virus, cada um caracterizando fases específicas da 

infecção aguda. O desenvolvimento de um teste diagnóstico multiplex utilizando a 

tecnologia xMAPLuminex envolveria a mais nova inovação tecnológica e seria o 

primeiro teste descrito na literatura científica. Os antígenos gerados nesta tese já 

estão sendo utilizados para o desenvolvimento de um teste diagnóstico 

xMAPLuminex multiplex por colaboradores do ICC/FIOCRUZ-PE.  

Para o uso de novos insumos diagnósticos desenvolvidos no país, será 

também importante incluir antígenos ou sequências de cepas virais circulando no 

Brasil e Ámérica Latina. Os genomas de HIV, HTLV ou HCV mostram alta 

diversidade especialmente nos genes codificando as proteínas do envelope e por 

este motivo são divididos em grupos e subtipos específicos. Os testes sorológicos 

dependem do reconhecimento de anticorpos contra proteínas estruturais, no soro de 

pacientes infectados. Apesar de não ser provado que a reatividade de um teste 

diagnóstico contra HIV é influenciada por anticorpos e antígenos de subtipos 

diferentes, existe uma indicação de que variações de sequências virais podem levar 

ao escape de detecção imunológica (DORN et al., 2000; HORAL et al., 1991). 

Testes diagnósticos contra outros vírus, como por exemplo, Hepatite B (HBV) 

demonstraram uma sensibilidade 10 vezes mais baixa quando antígenos de 

diferentes subtipos virais foram incluídos no teste (WEBER et al., 2005). Neste 

trabalho, geramos sequências consensos visando detectar cepas virais que 

representam os vários subtipos virais circulantes no Brasil e/ou América Latina. 

Devido a forte interação da população mundial por negócios ou turismo, é importante 

considerar também uma disseminação de subtipos virais (“importados”) no Brasil. 

Por este motivo foram desenvolvidos paralelamente antígenos cepa-específicos de 

HIV e HTLV circulando também em outras áreas geográficas do mundo, como por 

exemplo, os subtipos O e U de gp41HIV1. Estes também podem ser incluídos 

futuramente nos testes multiplex em desenvolvimento devido à vantagem do sistema 

xMAPLuminex, que permite a inclusão de até 500 alvos diferentes em um único 

teste.                       

Contúdo seria interessante testar os antígenos consenso e cepa-específicos 

com painéis sorológicos comprovadamente positivos para os sorotipos supracitados. 
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Devido ao alto custo deste tipo de painel comercial não foi possível incluí-los nas 

análises realizadas nesta tese. 

As sequências consensos e cepa-específicos foram otimizadas para 

expressão em sistema eucariota e/ou procariota. A otimização leva geralmente ao 

aumento significante nos níveis de expressão em sistemas heterólogos 

(GUSTAFFSON et al., 2012). Os níveis de expressão obtidos neste trabalho oscilou 

entre 1.5mg/L até 80mg/L, corroborando com os dados de expressão de genes 

otimizados obtidos na literatura (PIEFER et al., 2002; MAHBOUDI et al., 2006).  

Diversas tentativas para a expressão de proteínas virais de HIV já foram 

realizadas por outros grupos. Como por exemplo, a fusão de fragmentos de gp41 e 

gp120 (SOHN et al.,1996) ou a criação e junção de múltiplos epítopos de proteínas 

diferentes (TALHA et al., 2010). Todavia, ainda não houve a descrição do uso 

desses antígenos no sistema xMAPLuminex e o desenvolvimento de um teste 

diagnóstico multiplex para infecções virais diferentes.    

A maioria dos antígenos produzidos nesta tese foram glicoproteínas do 

envelope viral. Na seleção das regiões protéicas para subclonagem foram excluídas 

as regiões trans-membranas. A deleção de regiões trans-membranas, consideradas 

regiões altamente hidrofóbicas, aumentam o nível de expressão em bactérias (SISK 

et al., 1992). Possivelmente a presença destas regiões TM foi o motivo pelo qual 

nossas primeiras tentativas de expressão, dos antígenos precursoras de HIV 

(ENVHIV1) e HTLV (ENVHTLV1, ENVHTLV2) falharam. Outro cuidado, tomado 

durante a definição de nossos alvos antigênicos foi a manutenção de epítopos 

imunodominantes. A seleção do antígeno gp120∆, por exemplo, incluiu a região do 

epítopo chamado V3loop. Como foi demonstrada por outros pesquisadores, esta 

região deve estar presente nos antígenos utilizados para o teste diagnóstico de HIV, 

sendo considerada crucial para a reatividade (TIWARI et al., 2013).  

 Mesmo assim, foi observado que alguns antígenos demonstraram ausência 

na imunoreatividade com pool de soros no Western Blot, apesar de serem reativos 

nos testes de ELISA. O procedimento de WB desnatura as proteínas durante o 

fracionamento no gel de SDS-PAGE que leva à destruição da conformação protéica. 

Dessa forma, epítopos conformacionais e domínios protéicos, necessários para o 

reconhecimento de alguns anticorpos podem ter sido destruídos. Além disso, foi 

usado pool de soros que pode mostrar um nível de anticorpos mais baixa, no caso, 
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foram incluídos soros que tem uma quantidade menor de anticorpos contra certas 

proteínas virais.  

Além do WB, também foi observado a ausência da reatividade de alguns 

soros individuais no sistema xMAPLuminex, levando a resultados falsos negativos. A 

reatividade, no entanto, depende da presença de anticorpos contra determinados 

antígenos no soro. Como o Imunoblot realizado com os soros individuais 

demonstrou, nem todos os soros têm o mesmo perfil de anticorpos. A presença dos 

anticorpos contra p24, gp41 ou gp120 depende da fase da infecção por HIV 

(TOMARAS et al., 2009; DASKALAKIS et al., 2011). Sobretudo, os soros de 

referências comprovadamente positivos para HIV podem vir de indivíduos com AIDS 

e em tratamento HAART (ingl. highly active antirretroviral therapy), levando a uma 

menor produção de anticorpos contra proteínas do envelope (DEAYTON et al., 

2002). Devido a estes fatos, o motivo da ausência de imunoreatividade em nossos 

testes pode ser relacionado a ausência ou ao nível baixo de anticorpos, sejam eles 

contra antígenos específicos (p24, gp41 etc.) ou contra subtipos virais diferentes 

(subtipo B, F etc.). 

Em nosso estudo, tivemos também de lidar com a ausência de expressão de 

alguns antígenos no sistema procariótico. Em alguns casos, foi necessária a 

amplificação por PCR de alguns domínios específicos (retirando possíveis 

elementos negativos da expressão) antes da sua subclonagem em vetores de 

expressão. Para verificar erros durante a amplificação e possíveis mutações que 

pudessem alterar o código genético para aminoácidos e a expressão, foram 

sequenciados todos esses antígenos. Nenhuma alteração foi observada e dessa 

forma não pode ser motivo da ausência da expressão. 

Outro problema relativo à expressão consiste na chamada regra N-terminal 

(ingl. N-end rule). Nesta regra se determina que aminoácidos como HIS (H), Arg (R), 

Lys (K), Leu (L), Phe (F), Tyr (Y) e Trp (W) presentes no N-terminal de uma proteína, 

diminuem significativamente a sua meia-vida sendo Phe, Leu, Trp e Tyr os únicos 

resíduos atingíveis para degradação em E. coli. Testes demonstraram que a meia-

vida de uma proteína pode diminuir para 2 minutos quando duraria 10 horas com 

outro aminoácido no seu N-terminal (VARSHAVSKY et al., 1996). Em relação aos 

nossos antígenos, não houve aminoácidos desfavoráveis no N-terminal para 

expressão em sistema procariota. 
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No entanto, foram produzidos antígenos com nível de expressão 

extremamente baixo, como o caso do gp46∆HTLV1. Apesar da remoção de sua 

região hidrofóbica e do mesmo não apresentar aminoácidos desfavoráveis, a 

quantidade produzida no sistema procarioto foi considerada muito baixa. O 

interessante é que esta proteína é utilizada em um teste diagnóstico comercial, 

como o ABBOTT HTLV1/2 EIA. Todavia, segundo as informações do fabricante esta 

proteína é produzida sinteticamente, enquanto outras proteínas incluídas no mesmo 

teste foram geradas por expressão em sistema procarioto. Indicando assim, 

dificuldades por motivos desconhecidos na expressão procarioto especificamente 

dessa proteína.  

Ao longo do estudo também foi testado a expressão das proteínas em 

sistema eucarioto, especificamente em levedura K. lactis. O sistema não foi 

considerado satisfatório demonstrando a ausência de expressão na maioria dos 

casos, até em proteínas que sem nenhum problema expressaram no sistema 

procariota, como por exemplo gp41∆HIV1.  

Considerando a regra N-terminal, usando o vetor pKLAC2 para subclonagem, 

foram observados aminoácidos desfavoráveis no N-terminal dos antígenos HCV E1 

(sendo Tyr) e HCV E2 (sendo HIS), mas não para os outros. A falta de expressão 

pode ser devido também a outros fatores, como o uso da cepa de levedura não 

apropriada. Um estudo feito, comparando a expressão da glicoproteina E2 de HCV 

(em cepas diferentes) demonstrou que houve uma expressão 3 vezes menor em K. 

lactis do que observado em S. cerevisae (MUSTILLI et al., 1999). Artigos científicos 

mais recentes mostram a tentativa contínua em melhorar a expressão de proteínas 

recombinantes em K. lactis, alterando a cepa geneticamente para diminuir a 

produção de proteases. Também a empresa NEB, a qual comercializou o Kit usado 

neste nosso estudo, oferece recentemente no seu catálogo uma cepa modificada de 

K. lactis com menor atividade de proteases (MEHUL et al., 2011; FENG et al., 2011).  

 Uma terceira consideração importante é o impacto de uma glicolisação não-

humana em proteínas que necessitam uma glicolisação-humana e a sua influência 

na secreção dessas proteínas. Em nosso caso foram utilizados principalmente 

sequências de glicoproteínas virais que devido ao seu ciclo viral deveriam conter 

glicosilação humanas. Em contraste com o tipo da glicosilação-humana, a N-

glicosilação da levedura é de tipo mannose rico, que leva a uma meia-vida curta da 

proteína, que por sua vez pode levar ao rendimento baixo na expressão. Este 
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assunto, apesar de ser complexo para ser modificado, atualmente virou foco na 

engenharia de novas cepas de levedura (IDIRIS et al., 2010). 

Por fim, o objetivo principal dessa tese de Doutorado foi alcançado e 

antígenos com alta especificidade e sensibilidade produzidos. Não obstante, podem 

ser feitos reflexões sobre as estratégias escolhidas. Possíveis alternativas para a 

produção de futuros antígenos podem incluir a estratégia esquematizada para 

subclonagem, usando o sistema Gateway® e E.coli Rosetta para expressão 

(OSTERMANN et al., 2012). Neste sistema podem ser inseridos os produtos de PCR 

diretamente num vetor de entrada e depois em múltiplos vetores de diferentes 

sistemas de expressão por recombinação sitio específico. Isto evita a adição de 

sítios de restrição, diferentes para cada vetor, um processo de subclonagem 

prolongado e a otimização dos códons que deveria ser feito especificamente para 

cada sistema de expressão usada. Outra possibilidade, apesar de necessitar de 

tecnologia e conhecimento especializado é o uso do mais novo avanço tecnológico, 

chamado protein scaffolding, onde epítopos são inseridos em uma proteína scaffold 

acceptor (p.e. a proteína sintética TOP7), alcançando maior estabilidade 

conformacional. Estas chimeras são construídas e testadas primariamente via 

simulações computacionais através de programas da biologia estrutural e as mais 

promissoras selecionadas para expressão (VIANA et al., 2013). 
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9 CONCLUSÃO 

 

Através de ferramentas de bioinformática, conseguimos obter sequências 

consensos, utilizando cepas circulando no Brasil ou América Latina. Essas foram 

utilizadas para selecionar regiões de aminoácidos e a criação de um amplo espectro 

de antígenos potencialmente imunogênicos, incluindo sequências completas, 

motivos hidrofílicos, sequências híbridas e sequências desprovidas de sua região 

trans-membrana. Além disso, foram criadas também sequências cepa-específicos. A 

geração de uma sequência consenso para a construção de antígenos 

recombinantes de HIV, HTLV e HCV ainda não havia sido reportada na literatura 

científica.  

A estratégia metodológica utilizada para criação de antígenos recombinantes 

e o estabelecimento dos protocolos para expressão e purificação de cada antígeno, 

levou a expressão de 27 antígenos de todos os vírus incluídos no estudo. Visando 

suas vantagens e desvantagens, foram testados sistemas de expressão procariotos 

e eucariotos. Melhores resultados foram obtidos utilizando o sistema procarioto. 

Os antígenos expressos foram verificados em ELISA utilizando painéis 

sorológicos de referência mostrando antigenicidade e um Índice de cut-off acima de 

1 (considerado reativo) para 16 antígenos. Esses incluem o p24HIV, HCV_Core 1-

117, os sem região trans-membrana gp41∆HIV1, gp120∆HIV1, gp36∆HIV2, 

gp21∆HTLV1 e os cepa-específicos 2.2 (HTLV), 3.1 (HTLV), 5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8, 

5.9_C, 5.11_C, 5.12 (sendo todos de HIV).  

A verificação da sensibilidade e especificidade dos antígenos utilizando soros 

de referência individuais e o ensaio xMAPLuminex, apresentou 10 antígenos 

(p24HIV1, gp41∆HIV1, gp120∆HIV1, 5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8, 5.12, p24HTLV1) 

adequados para a triagem sorológica. Mostrando sensibilidade entre 81-100% e 

especificidade entre 94-100%. Enquanto os antígenos de HTLV apresentaram mais 

baixa capacidade diagnóstica.   
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10 PERSPECTIVAS 

 

Devido aos problemas com o aparelho de xMAPLuminex no CPqAM, cinco 

antígenos de vírus diferentes, ainda precisam ser avaliados. Entre eles o 

gp36∆internoHIV2, gp21∆HTLV1, 5. 9, 5.11 e HCV_Core 1-117. A especificidade 

desses antígenos, em caso seja baixa, ainda pode aumentar por purificação dos 

antígenos na cromatografia.  

Adicionalmente, o número dos soros de referência positivos incluídos no 

estudo de todos os antígenos precisa ainda aumentar para conseguir resultados 

estatisticamente relevantes.  

Visando melhorar o desempenho geral dos ensaios diagnósticos, os melhores 

antígenos desenvolvidos nesta Tese de Doutorado estão sendo atualmente 

combinados em ensaios multiplex. Os testes multiplex e ensaios de verificação no 

sistema xMAPLuminex estão sendo realizados por colaboradores do Instituto Carlos 

Chagas – ICC/FIOCRUZ, visando futuramente a serem repassados para o Ministério 

da Saúde – SUS.  
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 APÊNDICE A- Identificação das regiões transmembrana s com o programa THMM 2.0. 
                                                 (continua) 
 
 

A. ENVHIV1completo  
 

       
 
 

B. ENVHIV2 completo  
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APÊNDICE A- Identificação das regiões transmembrana s com o programa THMM 2.0. 
                                            (conclu são) 
 

C. ENVHTLV1 completo 
 

      
 
 
ENVHTLV2 completo 
 

     
 

 

Fonte:  a autora 

 

  



 

 

APÊNDICE B- Integração dos antígenos subclonados em plasmídeo p KLAC2 em levedura.
    
 
    
 
 
 
   
 
 
               
 
 
 
 
 
 

 

Fonte:  a autora 
Nota: PCR aplicado em Gel de Agarose 
integração simples 2.4kb, (B.
negativo transformação sem plasmídeo, (
HCV_E1, (5) HCV_E2, (6) HCV_E1/E2híbrida, (
ENVHTLV2compelto, (10) ENVHIV1hidrofílico, (
(13) p24HIV1completo clonB, (
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Integração dos antígenos subclonados em plasmídeo p KLAC2 em levedura.

PCR aplicado em Gel de Agarose corado com Brometo de Etídeo; tamanho esperado: 
B.) Integração múltipla 2.3kb; (1) controle negativo PCR, (

negativo transformação sem plasmídeo, (PM) Peso molecular, (3) controle positivo mAIE, (
) HCV_E1/E2híbrida, (7) p24HTLV1completo, (8) ENVHTLV1compl

) ENVHIV1hidrofílico, (11) ENVHIV2hidrofílico, (12) p24HIV1completo clonA, 
) p24HIV1completo clonB, (14) p24HIV1completo clonC, (15) p24HIV1completo clonD; 
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Integração dos antígenos subclonados em plasmídeo p KLAC2 em levedura.  

com Brometo de Etídeo; tamanho esperado: (A.) 
) controle negativo PCR, (2) controle 

) controle positivo mAIE, (4) 
) ENVHTLV1completo, (9) 
) p24HIV1completo clonA, 

) p24HIV1completo clonD;  



 

 

APÊNDICE C- Integração dos antígenos subclonados
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Fonte:  a autora 
Nota:  PCR aplicado em Gel de Agarose corado com Brometo de Etídeo
Co neg, (PM) Peso molecular, (
pKLCF-C, (5) ENVHTLV1 em pKLCF
(3) gp41∆HIV1 em pKLCF-N, (
2.4kb, integração múltipla 2.3 kb;
 

 
 

 

 

 

 

Integração dos antígenos subclonados  em plasmídeos pKLCF em levedura.

PCR aplicado em Gel de Agarose corado com Brometo de Etídeo; A. Antígenos consenso, 
) Peso molecular, (2) mAIE controle positivo, (3) p24HIV1completo, (
) ENVHTLV1 em pKLCF-N; B. Antígenos sem TM, (1) Co neg, (2) mAIE controle positivo, 

N, (4) gp120∆HIV1 em pKLCF-N; tamanho esperada: integração simples: 
2.4kb, integração múltipla 2.3 kb; 
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em plasmídeos pKLCF em levedura.  

Antígenos consenso, (1) 
) p24HIV1completo, (4) ENVHTLV1 em 

) mAIE controle positivo, 
N; tamanho esperada: integração simples: 
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ANEXO A- Parecer do Comitê de Ética 
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ANEXO B- Carta da submissão do artigo. 
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ANEXO C- Mapa dos plasmídeos eucariotas 

 

Vetor pKLAC2 

 

       

 

Fonte:  New England Biolabs (2011) 
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Vetor pKLCF-N 

 

            

 

Fonte:  New England Biolabs (2011) 
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Vetor pKLCF-C 

 

      
 

Fonte:  New England Biolabs (2011) 
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ANEXO D- Mapa dos plasmídeos procariota. 

 

Vetor pRSETA                                    

      

 

Fonte:  Novagen (2011) 
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Vetor pET21a  

           

 

Fonte: Novagen (2011) 
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Vetor pET28a  

   
 

Fonte:  Novagen (2011) 

 

 

 

 

 

 


