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RESUMO 

 

Aproximadamente 130 milhões de pessoas estão cronicamente infectadas pelo vírus da 

hepatite C (HCV). O desenvolvimento de uma vacina tem sido dificultado pela 

variabilidade genética do vírus, bem como pela falta de modelos animais apropriados. 

Neste estudo, descrevemos a construção de um antígeno artificial baseado na sequência 

nucleotídica da cepa JFH1 (genótipo 2a), contendo segmentos das glicoproteínas E1 e 

E2 do HCV, que têm sido relacionados com a indução de anticorpos com capacidade 

vírus-neutralizante. A imunogenicidade do antígeno E1E2 foi avaliada em 

camundongos BALB/c através da imunização com DNA administrado em três doses 

(imunização homóloga). Também, outro grupo de camundongos foi imunizado com 

duas doses de DNA e uma dose adicional da proteína E1E2 expressa em bactérias 

(imunização heteróloga). Os soros dos animais imunizados foram testados por ELISA, e 

reagiram contra a proteína recombinante E1E2, bem como contra quatro peptídeos 

sintéticos (I - IV), cujas sequências abrangem partes de E1E2. Os anticorpos presentes 

em alguns soros dos dois grupos de camundongos reagiram contra as proteínas virais 

expressas em células Huh7.5 produtoras de HCVcc. Além disso, os soros dos animais 

apresentaram anticorpos com capacidade vírus-neutralizante, evidenciada pela redução 

da infecção viral em cultura de células de aproximadamente 40%. Os nossos resultados 

demonstraram a capacidade de um antígeno artificial, administrado como vacina de 

DNA, para induzir anticorpos específicos com capacidade neutralizante contra a(s) 

glicoproteína(s) do HCV. Investigações adicionais ainda são necessárias para explorar a 

resposta imune celular desencadeada por este antígeno. 

 

Palavras chave: 

Vírus da hepatite C 

Glicoproteínas E1 e E2 
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Anticorpos vírus-neutralizantes 

  



ABSTRACT 

 

Approximately 130 million people are infected chronically with hepatitis C virus 

(HCV). The development of vaccines has been hampered by the high genetic variability 

of the virus as well as by the lack of suitable animal models. In this study, we describe 

the construction of an artificial antigen based in the nucleotide sequence of the strain 

JFH1 (genotype 2a) containing segments of the HCV glycoproteins E1 and E2 that have 

been reported to elicit neutralizing antibodies against HCV. The immunogenicity of the 

E1E2 antigen was assessed in BALB/c mice by DNA immunization given in three doses 

(homologous immunization). Also, another group of mice was immunized with two 

doses of DNA and one additional dose of bacteria-expressed E1E2 protein 

(heterologous immunization). The sera of immunized mice were tested by ELISA and 

reacted against the recombinant E1E2 protein as well as four synthetic peptides (I - IV) 

covering parts of the E1E2 sequence. In addition, the antibodies present in some sera of 

both immunized groups of mice reacted against viral proteins in Huh7.5 cells producing 

JFH1 strain HCV in immunofluorescence assay. Moreover, the sera of animals had 

antibodies with virus-neutralizing capacity as evidenced by a reduction in 

approximately 40% of viral infection in cell culture. Our results demonstrate the ability 

of an artificial antigen, administered as DNA vaccine, to elicit specific antibodies with 

neutralizing capacity against HCV glycoprotein(s). Further investigations are still 

needed to explore the cellular immune response elicited by this antigen. 

 

Key words: 

Hepatitis C virus 

Glycoproteins E1 and E2 

DNA vaccine 

Virus-neutralizing antibodies 

  



1. INTRODUÇÃO 

 

A hepatite C 

A hepatite C constitui uma doença infecciosa que acomete o fígado e é causada pelo 

vírus da hepatite C (HCV) (Organização Mundial da Saúde – OMS, 2014). Em 1975, 

detectou-se que muitos dos casos relacionados à transfusão de sangue e/ou 

hemoderivados não apresentavam marcadores para infecções causadas pelos vírus das 

hepatites A e B, sendo então classificados como hepatites não A e não B (NANB) 

(ALTER et al., 1975; FEINSTONE et al., 1975).  

Após mais de uma década de estudos, Choo e colaboladores isolaram parte do 

genoma do vírus causador de hepatites NANB a partir do plasma de um chimpanzé 

cronicamente infectado, passando a denominá-lo de HCV (CHOO et al., 1989). Este 

patógeno foi associado a aproximadamente 90% dos casos de hepatites NANB e 

atualmente é considerado um dos principais responsáveis por doença hepática crônica 

em todo o mundo (CHOO et al., 1989; HOUGHTON, 2009). 

A transmissão do HCV ocorre principalmente pela via parenteral, com exposição ao 

sangue contaminado. Casos de transmissão via transfusão sanguínea e/ou 

hemoderivados e por transplantes de órgãos de doadores infectados tiveram sua 

frequência significativamente reduzida a partir do início da década de 1990, pela 

introdução dos testes anti-HCV para a triagem de doadores (SHEPARD et al., 2005; 

LAVANCHY, 2011). Atualmente, destaca-se como importante forma de transmissão do 

HCV o compartilhamento de materiais para uso de drogas injetáveis, correspondendo a 

mais de 40% dos casos de infecção. No Brasil, dependendo da região de estudo, entre 

5,8 - 36,2% dos usuários de drogas estão infectados pelo HCV (BASTOS et al., 2000; 

SEGURADO et al., 2004; LOPES et al., 2009). Segundo Chung et al. (2003), a 

transmissão ocupacional relacionada a trabalhadores da área da saúde, ocorrida por 

acidentes com objetos perfurocortantes, pode atingir cerca de 3% dos casos de infecção 

pelo HCV. Também a transmissão perinatal pode ocorrer em até 6% dos nascidos de 

mães infectadas (DAL MOLIN et al., 2002; COTTRELL et al., 2013).  

A possibilidade de transmissão do HCV pela via sexual é controversa, sendo que 

alguns estudos indicam que o risco é mínimo ou inexistente entre casais heterossexuais 

monogâmicos (TOHME e HOLMBERG, 2010; TERRAULT et al., 2013). Entretanto, 

existe um aumento no risco da transmissão sexual entre aqueles que mantém contato 

íntimo com múltiplos parceiros, pessoas co-infectadas com o vírus da imunodeficiência 



adquirida humana (HIV) ou outras infecções sexuais, presença de doenças genitais 

ulcerativas, ou ainda que realizem práticas relacionadas a traumas na mucosa genital 

(ROMANO et al., 2010; TOHME e HOLMBERG, 2010). 

São apontados ainda como fatores de risco para hepatite C práticas como as injeções 

terapêuticas não seguras, tratamento dentário sem o uso apropriado de equipamentos de 

proteção, hemodiálise, confecção de tatuagens e colocação de piercing, além do 

compartilhamento de objetos de uso pessoal, tais como lâminas de barbear, escovas de 

dente e instrumentos para manicure/pedicure (HAYES e HARKNESS, 2001; ERNST e 

SHERMAN, 2003; MAHBOOBI et al., 2013). 

Segundo a OMS, existem de 130 a 150 milhões de pessoas com infecção crônica 

causada pelo HCV no mundo (2-3% da população mundial). A cada ano, ocorrem 3 - 4 

milhões de novos casos e 350 mil óbitos em decorrência de complicações provocadas 

pela doença (OMS, 2014). A prevalência de hepatite C varia de acordo com a região 

analisada, sendo os menores índices encontrados entre os países do Reino Unido e da 

Escandinávia (0,01 - 0,1%) e os maiores no Egito (15 - 20%) (ALTER, 2007; 

LAVANCHY, 2011; MOHAMOUD et al., 2013). Também pode ser notada uma 

variação quanto à faixa etária mais acometida pelo HCV. Em países como os Estados 

Unidos da América e a Austrália, a faixa etária com maior incidência é de 30 a 49 anos 

de idade, respondendo por mais de 2/3 das infecções. Já no Japão, Espanha e Itália, a 

maior prevalência de casos de hepatite C encontra-se entre os maiores de 50 anos de 

idade (LAVANCHY, 2011). 

De acordo com a OMS, o Brasil é considerado um país de endemicidade 

intermediária para hepatite C, com prevalência de infecção de 2,5 - 10% (OMS, 2014). 

Entretanto, no Boletim Epidemiológico sobre Hepatites Virais, publicado em 2012 pela 

Secretaria de Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde (MS), a prevalência global 

para HCV no Brasil é de 1,38%, colocando o país como sendo de baixa endemicidade 

(MS, 2012). Ainda neste boletim, a faixa etária de 40 a 59 anos de idade corresponde a 

de maior incidência, e o uso de drogas, bem como o uso de seringa de vidro em algum 

momento da vida, foram associados como fatores de risco para infecção pelo HCV (MS, 

2012). 

De modo geral, a fase aguda da infecção apresenta-se de forma assintomática em 

cerca de 80% dos casos, dificultando o diagnóstico (BAILEY et al., 2009; 

STIEFELHAGEN, 2009). Quando presente, o quadro clínico é semelhante àquele 

decorrente de outros agentes responsáveis pelas hepatites virais, com o paciente 



podendo apresentar icterícia, anorexia, astenia, mal-estar e dor abdominal. O 

diagnóstico diferencial só é possível com a realização de testes laboratoriais para 

identificação do genoma viral ou identificação de anticorpos específicos para o HCV. 

Em cerca de 80% dos casos, o indivíduo não consegue eliminar o vírus do seu 

organismo, desenvolvendo-se assim a hepatite C crônica (BAILEY et al., 2009; 

HUANG et al., 2012). Na maioria dos portadores crônicos de HCV, as primeiras 

décadas após a infecção caracterizam-se por evolução insidiosa, com ausência de sinais 

ou sintomas. Nos casos mais graves, ocorre a progressão para cirrose (20% dos casos 

crônicos), sendo que destes 1-5% podem progredir para o carcinoma hepático. 

Estimam-se que 27% dos casos de cirrose e 25% de carcinoma hepático ocorram em 

pacientes infectados pelo HCV (HUANG et al., 2012). 

A infecção crônica pelo HCV é atualmente a maior causa de indicação de 

transplantes de fígado, compreendendo de 40 a 50% dos casos de indivíduos que 

esperam a realização do transplante e pacientes que já realizaram um transplante prévio 

(BROWN, 2005; BECKEBAUM e SCHMIDT, 2014)  

 

O vírus da hepatite C 

O HCV é um membro da família Flaviviridae, sendo o único representante do gênero 

Hepacivirus capaz de infectar humanos (International Comittee on Taxonomy of 

Viruses – ICTV, 2014). Estruturalmente, as partículas virais são esféricas, com 

aproximadamente 40-60 nm de diâmetro, contendo envelope derivado da membrana do 

retículo endoplasmático da célula hospedeira, capsídeo de simetria icosaédrica e 

genoma viral (Figura 1). 

 

Figura 1. Representação esquemática da partícula viral do HCV, formada pelas proteínas core, 

constituindo o capsídeo viral, glicoproteínas do envelope E1 e E2 e material genético (adaptado 

de Roingeard et al., 2004). 



O genoma viral é constituído por RNA de fita simples e polaridade positiva (+) com 

aproximadamente 9,6 quilobases (Kb) (ROINGEARD et al., 2004; 

BARTENSCHLAGER et al., 2013). Possui uma única sequência nucleotídica 

codificante, flanqueada por regiões não tradutoras (NTR) próximas às extremidades 5’ e 

3’ (Figura 2). Na região 5’-NTR encontra-se o sítio interno de entrada de ribossomos 

(IRES), constituído por três domínios estruturais em forma de alça (stem loops – 

domínios II, III e IV).  

 

Figura 2. Organização genética, clivagem da poliproteína e topologia das proteínas funcionais 

do HCV. a. Sequência nucleotídica codificante da poliproteína viral, e estruturas secundárias 

das regiões 5’ e 3’ não tradutoras (NTRs). A região 5’-NTR contém o sítio interno de entrada de 

ribossomos (IRES). Os sítios da poliproteína clivados por proteases celulares são representadas 

pelas tesouras. As setas indicam os sítios de clivagem da poliproteína reconhecidos por 

proteases virais. b. Topologia de membrana e principais funções dos produtos da clivagem da 

poliproteína viral (adaptado de Bartenschlager et al., 2013) 

 

O RNA do HCV é traduzido em uma poliproteína de aproximadamente 3000 

aminoácidos, que posteriormente é clivada pela ação de proteases celulares e viral em 

10 proteínas funcionais. Na região amino-terminal da poliproteína encontram-se as 



proteínas estruturais que constituem o vírion: a proteína do core (C), responsável pela 

formação do capsídeo; e as glicoproteínas de envelope E1 e E2. Em seguida, uma 

pequena proteína integral, p7, é sintetizada e, logo após as proteínas não estruturais 

(NS): NS2; NS3; NS4A; NS4B; NS5A; NS5B (MORADPOUR et al., 2007; 

BARTENSCHLAGER et al., 2013). As proteínas estruturais core, E1 e E2, juntas com 

p7 e NS2, são essenciais ao processo de montagem da partícula viral (módulo de 

montagem). As outras proteínas não estruturais são necessárias à replicação do RNA 

viral (módulo de replicação) (BARTENSCHLAGER et al., 2013). 

A proteína do core é uma proteína α-helicoidal, com capacidade de se ligar a outras 

moléculas da mesma proteína e a moléculas de RNA in vitro formando partículas que se 

assemelham ao nucleocapsídeo viral (KUNKEL et al., 2001). Essa proteína é clivada da 

poliproteína viral por uma protease de origem celular (peptidase de peptídeo sinal - 

SPP) e, apesar da sua função principal ser a formação do nucleocapsídeo, por meio da 

encapsidação do genoma viral, também existem evidências de que esteja envolvida em 

outras funções por meio de sua interação com diversas proteínas celulares (PENIN et 

al., 2004; MCLAUCHLAN, 2009). Modulação da transcrição gênica, proliferação 

celular, morte e sinalização celular, interferência no metabolismo lipídico e supressão 

da resposta imune do hospedeiro seriam algumas dessas possíveis funções do core. 

As glicoproteínas E1 e E2 são classificadas como proteínas transmembrânicas de tipo 

I, com um ectodomínio N-terminal e um pequeno domínio C-terminal de 

transmembrana. Após a formação da partícula viral, essas glicoproteínas encontram-se 

inseridas na bicamada fosfolipídica do envelope, onde formam um complexo não-

covalente de heterodímero, essencial aos processos de adsorção e penetração através da 

interação com receptores da célula hospedeira (Figura 3) (MORADPOUR et al., 2007). 

Apesar deste mecanismo ainda não estar totalmente elucidado, algumas proteínas de 

membrana já foram identificadas como receptores. CD81 e receptor scavenger classe B1 

(SR-BI) se ligam à glicoproteína E2 e são considerados essenciais para entrada do vírus 

na célula (FLINT et al., 1999; SCARSELLI et al., 2002; BARTENSCHLAGER et al., 

2013). Entretanto, a ligação a esses receptores não é suficiente e o processo de 

penetração da partícula viral necessita da interação de co-receptores, como claudinas 

tipo 1 e ocludinas (BARTOSCH et al., 2003; EVANS et al., 2007; 

BARTENSCHLAGER et al., 2013). Também o receptor de lipoproteínas de baixa 

densidade (LDLR) já foi descrito como participante da ligação entre a partícula viral e a 

célula, uma vez que vírions encontram-se associados com moléculas de lipoproteínas de 



baixa densidade (LDL) ou lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e assim 

direcionam a interação com os receptores CD81 (WUNSCHMANN et al., 2000). 

A proteína p7 é composta por 63 aminoácidos e é frequentemente clivada de 

forma incompleta a partir de E2 (CARRERE-KREMER et al., 2002). Evidências 

indicam que essa proteína seja necessária à replicação viral in vivo e que possui função 

na maturação e liberação das partículas virais (MORADPOUR et al., 2007). 

As proteínas NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B exercem funções 

enzimáticas. A NS2 é uma proteína transmembrânica, que juntamente com a porção N-

terminal da NS3 constitui a protease NS2/NS3 dependente de zinco, que é capaz de 

clivar a NS2 a partir da poliproteína (MORADPOUR et al., 2007). Estudos sugerem o 

envolvimento específico da NS2 durante a montagem de partículas infecciosas do HCV 

e que essa proteína seja essencial para replicação do RNA viral (MORADPOUR et al., 

2007; YI et al., 2009).  

A NS3 é uma proteína multifuncional, com sua região N-terminal com função de 

serino-protease e uma região C-terminal com atividade de RNA helicase/NTPase. A 

função de serino-protease, juntamente com o co-fator NS4A, é responsável pela 

clivagem das junções NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B, dando 

origem às proteínas funcionais do vírus (MOTTOLA et al., 2002; 

BARTENSCHLAGER et al., 2013). A NS4B é responsável por alterações na região da 

membrana que serve como suporte para a replicação do HCV (EGGER et al., 2002). A 

NS5A é uma proteína altamente fosforilada, possivelmente envolvida no complexo 

replicativo. Já a NS5B é a RNA polimerase dependente de RNA (MOTTOLA et al., 

2002). Proteínas virais, em conjunto com fatores da célula hospedeira, induzem a 

formação de compartimentos membranosos (denominados membranous web) onde 

ocorre a replicação do RNA viral através de uma fita de RNA (-) usada como molde 

para a transcrição de várias cópias de RNA (+) (BARTENSCHLAGER et al., 2013). 

A análise da sequência completa do genoma de diferentes cepas do HCV permitiu 

classificá-las em sete grupos geneticamente distintos denominados de genótipos (de 1 a 

7), que divergem entre si de 30 a 35% em suas sequências nucleotídicas (MURPHY et 

al., 2007; NAKANO et al., 2012; NEWMAN et al., 2013; SIMMONDS, 2013). Essas 

variantes genotípicas foram originadas por meio de mutações que ocorrem durante o 

ciclo de replicação viral, relacionadas à ausência de atividade corretiva da NS5B, e são 

reflexo do processo evolutivo do vírus (DUFFY et al., 2008). Cada um dos sete 

genótipos do HCV é subdividido em diferentes subtipos, que tipicamente diferem entre 



si de 20 a 25% em suas sequências nucleotídicas (SIMMONDS et al., 2005; 

SIMMONDS, 2013). As mutações também levam à formação, em um mesmo 

indivíduo, de variantes virais correlatas porém distintas, denominadas quasiespécies, 

que divergem entre si em menos de 10% em suas sequências nucleotídicas (MURPHY 

et al., 2007). As maiores taxas de variabilidade genética são observadas nos genes das 

glicoproteínas E1 e E2 e da NS5A, enquanto que as menores taxas estão na 5’-NCR 

(SIMMONDS et al., 2005; SIMMONDS, 2013). 

No gene codificante de E2, são identificadas três regiões hipervariáveis (HVR), 

denominadas HVR1, HVR2 e HVR3. Essa variabilidade é considerada relevante para o 

mecanismo proposto de escape do vírus à resposta imune do hospedeiro e à resposta ao 

tratamento com drogas antivirais (TORRES-PUENTE et al., 2008). Diversos estudos 

apontam sequências dentro das HVRs como sendo importantes para o processo de 

adsorção viral (PENIN et al., 2004; KAITO et al., 2006; DUBUISSON et al., 2008). 

Figura 3. Ciclo de replicação do HCV. 1. Após a adsorção inicial da partícula viral aos 

receptores celulares (CD81 ou SRBI), se iniciam interações com os co-receptores (claudinas 1 

ou ocludinas) e posteriormente ocorre a penetração viral por endocitose. 2. O RNA viral é 

liberado no citoplasma e traduzido no interior do retículo endoplasmático rugoso, dando origem 

à poliproteína viral que em seguida é clivada nas proteínas funcionais. 3. Proteínas virais, em 

conjunto com fatores da célula hospedeira, induzem a formação de compartimentos 

membranosos (denominados membranous web). 4. A replicação do RNA viral ocorre no interior 

de regiões inespecíficas dos compartimentos membranosos, através de uma fita de RNA (-) 

usada como molde para a transcrição de várias cópias de RNA (+). 5. A montagem das novas 

partículas, provavelmente, se inicia nas proximidades da membrana do retículo. 6. A liberação 

das novas partículas do HCV ocorre via exocitose (adaptado de Bartenschlager et al., 2013). 



Resposta imune contra a infecção pelo HCV 

Grande parte das manifestações clínicas da hepatite C durante a fase crônica da 

infecção não é resultado direto da ação viral, mas sim da resposta imune, responsável 

pela destruição de hepatócitos, porém, sem conseguir eliminar o vírus do organismo na 

maioria dos casos (DUSTIN e RICE, 2007; LLOYD et al., 2007). 

Assim como em outras infecções virais, um dos primeiros mecanismos de defesa do 

organismo contra o HCV é a produção de interferons tipo I (IFN-α e IFN-β) (LLOYD et 

al., 2007). A replicação viral é a causa direta da produção desses IFNs, uma vez que o 

RNA de dupla fita, produzido durante o ciclo viral, é um potente indutor de IFN-α 

(CELLA et al., 1999). Apesar de o HCV sofrer a ação dos IFNs (CASTET et al., 2002), 

já foi demonstrado que o vírus possui estratégias que interferem na atividade antiviral 

dessas citocinas (LLOYD et al., 2007). 

A replicação do HCV no paciente, sem a presença de sinais de inflamação hepática, 

não é apenas indicativo da natureza não-citopática do vírus, mas também da 

contribuição das células natural killer (NK) e NK-T (DUSTIN e RICE, 2007; 

PETROVIC et al., 2012). Essas duas populações celulares são componentes da resposta 

imune inata que respondem rapidamente à infecção através da produção de IFN-γ e da 

indução da morte de células infectadas (BIRON e BROSSAY, 2001). O IFN-γ 

produzido por essas células não tem apenas função antiviral, como também medeia o 

recrutamento de células inflamatórias para o tecido hepático (LIU et al., 2000; TSENG 

e KLIMPEL, 2002; PETROVIC et al., 2012). Como estratégia de evasão do sistema 

imune do hospedeiro, o HCV evoluiu de tal forma a apresentar múltiplos mecanismos 

para conter a resposta das células NK e NK-T. Pileri et al. (1998) mostraram que a 

proteína E2 pode inibir diretamente as funções das células NK, através de sua ligação 

com o CD81. 

As células dendríticas atuam como a ligação entre reposta imune inata e adaptativa 

(PETROVIC et al., 2012). Sinais liberados pelo sistema imune inato (IFNs tipo I, 

células NK e NK-T) levam à maturação dessas células, que funcionam como 

apresentadoras de antígenos (APCs) para os linfócitos T, desencadeando 

consequentemente a resposta antígeno-específica (BANCHEREAU et al., 2000). 

Apesar de ainda não ser clara, existe a possibilidade de células dendríticas serem 

infectadas in vivo pelo HCV (BAIN e INCHAUSPE, 2001), fato que pode contribuir 

para alterações de suas funções, levando a uma fraca estimulação da resposta imune 

adaptativa. 



A resposta imune humoral desempenha um papel importante durante a infecção pelo 

HCV (EDWARDS et al., 2012; TARR et al., 2012). O controle da infecção está 

associado, mesmo que temporariamente, à produção de anticorpos específicos contra as 

proteínas do envelope viral, de maneira que soros com altos níveis desses anticorpos 

previnem a infecção (FARCI et al., 1996; ZIBERT et al., 1997). Utilizando 

pseudopartículas contendo glicoproteínas do envelope do HCV (HCVpp), Logvinoff et 

al. (2004) demonstraram, in vitro, a presença de anticorpos com capacidade 

neutralizante, mesmo quando o soro foi obtido de pacientes com infecção persistente, 

indicando a existência concomitante de vírus e anticorpos neutralizantes em um mesmo 

indivíduo infectado. Esses anticorpos reconhecem epítopos presentes nas proteínas do 

envelope viral, inclusive nas HVRs da proteína E2 (NETSKI et al., 2005). 

A resposta imune celular multiespecífica, com citocinas provenientes da ativação de 

linfócitos T citotóxicos (CD8
+
) e linfócitos T auxiliares (CD4

+
) de perfil Th1, é 

detectada no sangue de indivíduos com infecção auto-limitada (GRUNER et al., 2000; 

LECHNER, GRUENER et al., 2000; THIMME et al., 2001; PETROVIC et al., 2012). 

Esse tipo de resposta é mais vigorosa do que em pacientes que desenvolvem infecção 

crônica, podendo ser proposto que uma resposta imune celular eficiente seja um dos 

mecanismos responsáveis pelo controle da infecção pelo HCV. Da mesma forma, a 

falha nesse tipo de resposta pode estar ligada à cronicidade da doença (LECHNER, 

WONG et al., 2000).  

 

Tratamento contra a hepatite C 

Atualmente, o tratamento contra a hepatite C crônica é realizado com uso de formas 

baseadas em IFN-α e ribavirina, com o objetivo de se controlar a reação inflamatória e a 

progressão para a cirrose e para o câncer hepático (OMATA et al., 2012; YANG et al., 

2013). Como referido anteriormente, o IFN-α é um componente da resposta imune com 

ação antiviral e foi o primeiro medicamento utilizado contra a hepatite C. Em sua forma 

convencional, utilizado como monoterapia, alcança uma resposta virológica sustentada 

(RVS) em 16-20% dos casos tratados, enquanto que combinado com ribavirina a RVS 

pode chegar 35-40% dos pacientes tratados (BARTENSCHLAGER et al., 2013).  

Terapias baseadas na administração de IFN-α modificado como os chamados PEG-

IFNs, nos quais uma molécula de polietilenoglicol (PEG) é adicionada à molécula do 

IFN, demonstraram ser mais eficazes que as terapias convencionais. O PEG possui a 

capacidade de retardar a eliminação do composto do sangue do paciente tratado, 



mantendo a concentração estável por um período de tempo maior e, dessa forma, 

diminuindo o número e a frequência de doses a serem administradas (OMATA et al., 

2012). Sua combinação com a ribavirina no tratamento de pacientes cronicamente 

infectados sem sinais de cirrose alcançou RVS de 76-84% em pacientes infectados pelos 

genótipos 2 ou 3 do HCV, e de 42-52% pelo genótipo 1 (WOHNSLAND et al., 2007; 

KLENERMAN et al., 2009). Entretanto, o aparecimento de efeitos colaterais 

relacionados ao uso de PEG-IFN acarreta dificuldades na continuidade do tratamento e, 

ainda, o alto custo desta terapia faz com que o IFN convencional seja ainda utilizado em 

países em desenvolvimento, como é o caso do Brasil (YANG et al., 2013). 

Em 2011, a U.S. Food and Drug Administration (FDA), órgão dos Estados Unidos 

da América, aprovou o uso do boceprevir e do telaprevir, dois antivirais específicos, 

inibidores da NS3, para o tratamento da hepatite C, que combinados com PEG-IFN e 

ribavirina alcançaram uma RVS em 70 a 80% dos pacientes tratados durante os testes 

clínicos (KWO et al., 2010; KUMADA et al., 2012). Apesar da tripla terapia no 

tratamento de infecções pelo HCV de genótipo 1 estar associada à diminuição no tempo 

do tratamento, efeitos adversos já foram descritos, como reações hematológicas 

causadas pelo boceprevir e quadros de exantema e anemia associados ao telaprevir 

(CHOU et al., 2013). 

Além disso, estudos já descreveram variantes virais resistentes aos inibidores de 

protease (BACON et al., 2011; POORDAD et al., 2011; SULLIVAN et al., 2013). 

Estudos realizados com pacientes incluídos nos testes clínicos de fase III dos inibidores 

de NS3 mostraram a presença de variantes resistentes em 5 - 7% dos pacientes. Essas 

variantes apresentavam, dentre outras, substituições nos aminoácidos de posição 155 

(R155K) e 156 (A156S) associadas à grande diminuição da sensibilidade viral ao 

tratamento (SULLIVAN et al., 2013). 

 

Vacinas contra o HCV 

Ao contrário do que ocorre com o vírus da hepatite B (HBV), outro importante 

agente causador de hepatite crônica, até o momento não existe uma vacina eficaz para a 

prevenção da infecção causada pelo HCV. Diversos grupos de pesquisadores, em todo o 

mundo, estão trabalhando no desenvolvimento de uma possível vacina (MAJID e 

BARBER, 2006; SHI et al., 2006; WAKITA, 2008; WEN et al., 2010).  

Os principais alvos testados por esses grupos são as glicoproteínas E1 e E2, uma vez 

que estão expostas na superfície da partícula viral e, desta forma, à ação de anticorpos 



(YAGNIK et al., 2000; ZEISEL et al., 2007; DAHARI et al., 2010). Além disso, a 

interação entre o vírus e a célula hospedeira ocorre inicialmente através da interação 

entre E2 e receptores situados na membrana plasmática da célula hepática (PILERI et 

al., 1998; FLINT et al., 1999). Assim, epítopos que induzem a produção de anticorpos 

neutralizantes foram localizados nessa proteína (FARCI et al., 1996; GOTO et al., 

2001; MIKKELSEN e BUKH, 2007; LAW et al., 2008; HOUGHTON, 2011).  

Entretanto, alguns aspectos vêm dificultando o desenvolvimento de uma vacina. 

Primeiramente, a grande diversidade genética do HCV, consequência da alta taxa de 

mutação observada durante a replicação viral (SIMMONDS et al., 2005; MURPHY et 

al., 2007). Esse fato implica que uma potencial vacina, baseada na sequência de uma 

única variante do HCV, não possa oferecer proteção contra variantes de diferentes 

genótipos, subtipos e quasiespécies virais. 

Outro fato importante é a dificuldade em se ter a replicação do HCV em cultura de 

células e, atualmente, o sistema de replicação do vírus em cultura celular capaz de 

produzir partícula viral infecciosa de maneira eficiente que continua sendo o mais 

utilizado é baseado no genótipo 2a (WAKITA et al., 2005). Além disso, o único modelo 

animal disponível, capaz de ser infectado pelo HCV e desenvolver doença crônica, é o 

chimpanzé (LANFORD et al., 2001). 

Novos esforços estão voltados ao desenvolvimento de vacinas capazes de induzir 

uma resposta imune humoral, baseada na produção de anticorpos com capacidade 

neutralizante e, simultaneamente, uma resposta imune celular com a formação de 

células de memória, uma vez que estas são consideradas necessárias para o controle da 

infecção pelo HCV (ENCKE et al., 2007; ALVAREZ-LAJONCHERE et al., 2009). 

Nessa linha, entram as vacinas de DNA, baseadas na administração de um plasmídeo 

para a expressão em células eucarióticas de uma sequência codificante para o antígeno 

de interesse (LIU, 2003). Ao ser administrado, o DNA plasmidial presente na vacina é 

internalizado nas células do indivíduo imunizado, passando a ocorrer a expressão do 

antígeno e, consequentemente, a indução de uma resposta imunológica. Um importante 

atributo das vacinas de DNA é a apresentação antigênica via complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC), o que mimetiza o processo resultante de uma infecção 

natural, ativando a resposta imune celular, além da produção de anticorpos.  

Em um trabalho publicado em 2007, Encke et al. (2007) vacinaram camundongos 

com DNA plasmidial contendo o gene que codifica a proteína E1 do HCV de genótipo 1 

e, como o esperado, os animais apresentaram forte resposta imune humoral e celular 



contra partículas virais homólogas (do mesmo genótipo). Entretanto, a resposta 

imunológica contra vírus de diferentes genótipos foi observada em apenas alguns casos 

(genótipos 4 e 5). 

A vacina candidata considerada a mais promissora descrita até hoje foi capaz de 

proteger chimpanzés contra a infecção somente quando desafiados com o vírus 

homólogo, enquanto que, com vírus heterólogos, foi ineficiente (HOUGHTON, 2011; 

MEUNIER et al., 2011). Essa vacina foi baseada nas sequências completas das 

glicoproteínas E1 e E2 (RALSTON et al., 1993), e foram administradas na forma de 

proteína recombinante, ou ainda no sistema dose/reforço, utilizando DNA plasmidial ou 

HCVpp, que expressavam os genes das glicoproteínas do HCV. 

Em nossos estudos, avaliamos segmentos presentes nas glicoproteínas E1 e E2 do 

HCV envolvidos na produção de anticorpos neutralizantes contra o vírus. Além disso, 

sequências de pouco interesse, ou seja, aquelas que não estão envolvidas na produção de 

anticorpos neutralizantes, foram suprimidas ou estavam presentes em número reduzido. 

Tais segmentos foram utilizados na construção de um único antígeno e sua sequência 

foi clonada em um vetor para expressão em células de mamífero, gerando o plasmídeo 

denominado pEFE1E2. Por meio da imunização de camundongos com apresentação 

homóloga (três doses do DNA plasmidial) ou heteróloga (duas doses do DNA 

plasmidial e uma dose com proteína recombinante), avaliamos a resposta imune 

humoral. Além disso, também foi determinada a capacidade vírus-neutralizante dos 

anticorpos produzidos em resposta às duas formas de apresentação. 

  



2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar as propriedades imunogênicas de um antígeno artificial contendo segmentos 

das glicoproteínas E1 e E2 do HCV, administrado como vacina de DNA em modelo 

murino, quanto à indução da resposta imune humoral e à capacidade vírus-neutralizante 

dos anticorpos gerados. 

 

2.2. Objetivos específicos 

• Construir o gene E1E2 que codifica um antígeno artificial composto por 

diferentes segmentos das glicoproteínas E1 e E2 do HCV; 

• Clonar o gene E1E2 em um plasmídeo para expressão do antígeno em células 

eucariotas; 

• Verificar a expressão do antígeno artificial em células de mamífero in vitro; 

• Avaliar a resposta imune humoral induzida em camundongos por imunização 

com o plasmídeo construído; 

• Avaliar in vitro a capacidade vírus-neutralizante dos anticorpos produzidos por 

camundongos em resposta à imunização com o plasmídeo. 

  



3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Construção do plasmídeo EFE1E2 

Três segmentos das glicoproteínas E1 e E2 do HCV (cujas sequências nucleotídicas 

serão mantidas em sigilo) foram selecionados com base em artigos científicos devido à 

sua capacidade de induzir a produção de anticorpos neutralizantes (ZHANG et al., 

2007; MEUNIER et al., 2008; ZHANG et al., 2009). Em seguida, as sequências 

nucleotídicas que codificam esses segmentos foram unidas dando origem ao gene 

denominado de E1E2 (Figura 4). A sequência nucleotídica do gene foi derivada da cepa 

JFH1 do genótipo 2a do HCV (WAKITA et al., 2005). Entre os segmentos, foi 

adicionada uma sequência codificante para os aminoácidos GSGG (linker), evitando 

assim a criação de epítopos juncionais e consequente interferência no processamento e 

apresentação dos antígenos. Uma sequência nucleotídica codificante de oito resíduos de 

histidina (8xHis) foi acrescentada à extremidade 3’ de E1E2. Inicialmente, o gene E1E2 

foi inserido no vetor pGS21a (GenScript USA Inc. Piscataway, NJ, EUA), entre os 

sítios para as enzimas de restrição Eco RV e Not I, utilizado para a expressão em 

sistema procarioto, dando origem a pGSE1E2 (FROELICH, 2014). 

Figura 4. a. Representação da organização dos genes E1 e E2 do HCV. Core, E1, E2 e p7 

representam as sequências nucleotídicas dos respectivos genes. HVR 1, 2 e 3 representam a 

sequência nucleotídica das regiões hipervariáveis do gene E2; b. Organização do gene E1E2. 

E1, E2I e E2II representam três segmentos dos genes E1 e E2 da cepa JFH1 do HCV que 

codificam sequências de 15, 18 e 211 aminoácidos, respectivamente. Linkers representam 

sequências nucleotídicas codificantes de aminoácidos inseridos entre os segmentos de interesse 

que evitam a criação de epítopos juncionais. 8xHis representa uma sequência codificante de oito 

resíduos de histidina contíguas; c. Localização das sequências correspondentes aos quatro 

peptídeos sintéticos utilizados para o ELISA (I a IV). 

 

Utilizando como molde o DNA de pGSE1E2, o gene E1E2 foi amplificado por 

reação em cadeia da polimerase (PCR) com um primer forward, constituído por um 

a. 

b. 

c. 



sítio para a enzima de restrição EcoR I, a sequência Kozak (KOZAK, 1987) e uma 

terceira sequência específica para o início do segmento E1, e um primer reverse, 

constituído por um sítio para a enzima de restrição Not I e uma sequência específica 

para o final do segmento E2II. Para a reação, foram utilizados 0,4 mM de cada 

desoxiribonucleotídeo trifosfato (dNTPs); 0,4 μM de cada um dos iniciadores forward e 

reverse; Taq DNA polimerase 2 U (Neo Bio. Botucatu, SP, Brasil); Tris-HCl 10 mM, 

MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM, pH 8,3; completando o volume com água livre de DNase e 

RNase para 50 μl. As condições das reações envolveram as seguintes incubações: 94ºC 

por 10 min; 35 ciclos de 94ºC por 30 s, 53ºC por 30 s e 72ºC por 1 min; 72ºC por 7 min.  

O produto da PCR foi tratado com proteinase K 0,1 mg/ml e SDS 0,5% a 65ºC por 

15 minutos e purificado utilizando o kit GeneJET PCR purification kit (Thermo 

Scientific) de acordo com as instruções do fabricante. Posteriormente, foi realizada a 

digestão de 1 µg do DNA amplificado contendo a sequência de E1E2 com 1 unidade 

(U) de Eco RI (Promega Corporation. Madison, WI, EUA) e 1 U de Not I (New 

England BioLabs Inc. Ipswich, MA, EUA) em Tampão 3 (New England BioLabs), 0,1 

mg/ml de soro albumina bovina (BSA, Promega) em um volume final de 20 µl, 

completado com água para biologia molecular (Sigma-Aldrich. Saint Louis, MO, EUA) 

a 37°C por 3 horas. As enzimas foram inativadas a 65°C por 20 minutos. 

O DNA de pEF4 (vetor para expressão em células de mamíferos - Life Technologies 

Corporation. Carlsbad, CA, EUA) foi obtido a partir da digestão de pEFJFHc-NS2 

(ISHII et al., 2008) com as enzimas de restrição EcoR I e Not I, sob condições 

semelhantes às descritas anteriormente. Após a digestão, o DNA foi tratado com 

fosfatase alcalina 1 U (Fermentas) por 30 minutos a 37ºC. Em seguida, o produto foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TBE 0,5X (Tris base 45 

mM, ácido bórico 45 mM e EDTA 1 mM) e a região do gel com o fragmento de DNA 

desejado foi excisada, transferida para um microtubo e o DNA foi purificado utilizando 

o kit QIAquick Gel Extration (QIAGEN. Hilden, Alemanha) conforme instruções do 

fabricante. 

Os DNAs de E1E2 e de pEF4, ambos previamente digeridos com EcoR I e Not I, 

foram ligados utilizando as seguintes condições: DNA do gene E1E2 10 µg, pEF4 3 µg, 

T4 DNA ligase 1 U (Fermentas), 2 µl de tampão fornecido pelo fabricante, em um 

volume final de 20 µl, completados com água para biologia molecular (Sigma-Aldrich). 

A reação foi incubada a 22°C por 1 hora, a 16°C overnight (O/N) e a 65°C por 10 



minutos. Após nova purificação do DNA, este foi utilizado na transformação de células 

bacterianas eletrocompetentes E. coli Top10. 

A inserção correta do gene de interesse foi confirmada através do sequenciamento 

nucleotídico utilizando os primers T7 e BGH, o kit Big Dye terminator (Applied 

Biosystems. CA, EUA) e ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). 

Os dados derivados do sequenciamento foram compilados e analisados utilizando os 

softwares SeqMan e MegAlign do pacote Lasergene (DNASTAR Inc. Madison, WI, 

EUA). 

Através da digestão de pEFJFHc-NS2 com as enzimas de restrição Spe I e Xba I, 

seguida da ligação das extremidades coesivas formadas, foi obtido o vetor pEF4, 

utilizado nos ensaios como controle negativo. A reação de digestão foi semelhante à 

descrita anteriormente, porém utilizando DNA de pEFJFHc-NS2 1 µg, Spe I 1 U 

(Vivantes. Subang Jaya, Selangor, Malásia) e Xba I 1 U (Fermentas) em Tampão Tango 

Y (Fermentas). Após a eletroforese em gel de agarose e excisão da região do gel com o 

fragmento de DNA desejado, o DNA foi purificado e as extremidades do vetor foram 

ligadas com a enzima T4 DNA ligase. A construção correta de pEF4 também foi 

verificada através do sequenciamento nucleotídico com os primers T7 e BGH. 

 

3.2. Transfecção de células de mamíferos com pEFE1E2 

Células da linhagem Huh7.5 (células derivadas da linhagem parental Huh7 de 

carcinoma hepatocelular humano) foram transfectadas com DNA de pEFE1E2 para 

verificar a expressão do antígeno artificial E1E2. Resumidamente, uma placa de cultura 

de células de seis poços, com aproximadamente 2 x 10
5
 células por poço, foi preparada 

e mantida com meio completo, preparado com DMEM Glutamax e baixa concentração 

de glicose (Life Technologies), contendo de soro fetal bovino (SFB) 10%, aminoácidos 

não essenciais (Life Technologies), HEPES 10 mM (Life Technologies), sem 

antibióticos, por 18-24h (até atingir a confluência de 60-80%). Em tubos de 1,5 ml 

foram preparadas separadamente duas soluções contendo 2 µg de pEFE1E2 e 12 µl do 

reagente de transfecção DMRIE-C (Life Technologies), ambas diluídas em 500 µl 

DMEM, livre de SFB, antibióticos e antifúngicos, e incubadas por 30 minutos. Após a 

combinação das duas soluções, seguida de nova incubação por 15 minutos, a mistura 

DMRIE-C/DNA foi adicionada à monocamada de células e a cultura incubada a 37ºC e 

CO2 5%. Após 24 horas, a mistura DMRIE-C/DNA foi substituída por DMEM 

completo contendo penicilina 100 U/ml (Invitrogen) e estreptomicina 100 µg/ml 



(Invitrogen). Decorridas 48 horas da transfecção, o meio de cultura foi substituído por 

meio contendo zeocina 200µg/ml (Life Technologies), para seleção das células 

transfectadas. 

Quatro semanas após a transfecção, os clones de células resistentes à zeocina foram 

isolados com a ajuda de anéis de clonagem (Sigma-Aldrich) e cultivados separadamente 

em placas de 24 poços. As células dos clones obtidos foram testadas para a presença de 

pEFE1E2 e para a expressão do antígeno artificial. De forma semelhante, células 

Huh7.5 também foram transfectadas com o DNA do vetor pEF4 e os clones obtidos 

foram utilizados como controle negativo. 

 

3.3. Extração de DNA total e reação em cadeia da polimerase (PCR) 

O DNA total de diferentes clones de células Huh7.5 transfectadas com pEFE1E2 foi 

extraído utilizando proteinase K/fenol/clorofórmio. Resumidamente, as células foram 

lisadas com Tris-HCl 20 mM, pH 8, NaCl 100 mM, proteinase K 0,1 mg/ml e SDS 

0,5% por incubação por 30 minutos a 65ºC. Posteriormente, o lisado foi tratado com um 

volume (vol) da mistura de fenol tamponado com Tris-HCl, pH 8/clorofórmio (vol/vol) 

e centrifugado a 11.000 xg por 15 minutos. Após a transferência da fase aquosa para um 

novo tubo, foram adicionados 0,1 vol de acetato de sódio 3 M, pH 5,2 e 2 vol de etanol 

absoluto e realizada nova centrifugação. O sobrenadante foi descartado e, após a 

secagem do DNA, este foi ressuspenso em 50 µl Tris-HCl 10 mM pH 8, RNase A 10 

µg/ml e estocado a -20ºC. 

Em seguida, os DNAs extraídos foram submetidos à PCR utilizando os primers T7 e 

BGH, cujas sequências estão presentes no vetor, e os primers FRE2I 

(5’CAGAACATTCAGCTCATTAAC3’) e RVE2II 

(5’AGGAAGACATCTGTCTCATT3’), específicos para sequências presentes no 

inserto. Para as PCRs, foram utilizadas as condições descritas anteriormente, com as 

seguintes alterações: 0,2 mM dNTPs; 0,2 μM de cada um dos iniciadores; Taq DNA 

polimerase 1 U; Tris-HCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, KCl 50 mM, pH 8,3; volume final de 

25 μl; temperatura de annealing de 51ºC; e tempo de extensão de 1,5 min. O DNA 

extraído de células Huh7.5 não transfectadas e transfectadas com o vetor pEF4 foram 

utilizadas como controles negativos. 

 

 

 



3.4. Reação de imunofluorescência  

Após a confirmação da presença do DNA de pEFE1E2, um dos clones, denominado 

de Huh7.5/pEFE1E2, foi selecionado para a detecção da expressão do antígeno 

recombinante por imunofluorescência (IF), utilizando o anticorpo monoclonal (mAb) 

anti-6xHis. Para esta reação, 10 μl de uma suspensão de células Huh7.5/pEFE1E2 

foram depositado em uma lâmina de IF, e as células foram secadas, fixadas e 

permeabilizadas com metanol 100% por 20 minutos a -20ºC. Posteriormente, realizou-

se o bloqueio com 10 µl de PBS (NaCl 130 mM, NaH2PO4  8 mM, KH2PO4  1 mM e 

KCl 2,7 mM, pH 7,2) contendo BSA 1% (PBS/BSA 1%) por incubação por 1 h a 37ºC. 

Após lavagem com PBS, as células foram incubadas com 10 µl do mAb anti-6xHis 

(Life Technologies) diluído 1:300 (1,7 µg/ml) em PBS/BSA 1% por 1 h a 37ºC. Nova 

lavagem foi realizada, seguida de incubação com 10 µl do anticorpo anti-IgG de 

camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 (Life Technologies) diluído 1:1000 (2 

µg/ml) em solução de DAPI 300 nM (Life Tchnologies) por 1 h a 37ºC. A monocamada 

de células foi novamente lavada com PBS, coberta com lamínula e visualizada em 

microscópio de fluorescência (EVOS® FL Digital Fluorescence Microscope, Life 

Technologies) em λ = 495 nm. Em paralelo, células Huh7.5 não transfectadas e 

transfectadas com o vetor pEF4 foram utilizadas como controles negativos da reação. 

 

3.5. Imunização de camundongos BALB/c 

A utilização dos camundongos foi aprovada pela Comissão de Ética na Utilização de 

Animais da Universidade Federal de Uberlândia (CEUA/UFU) sob protocolo nº 022/13 

(ANEXO). 

Os DNAs de pEFE1E2 e pEF4 (controle negativo) utilizados na imunização foram 

purificados com o kit Endofree Plasmid Maxi kit (QIAGEN) de acordo com as 

especificações do fabricante. Cada dose do inóculo foi preparada com 50 µg de DNA, 

20 µg de DMRIE-C e tampão TE modificado (Tris-Cl 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8) 

para um volume total de 100 µl administrado intramuscularmente no quadríceps da coxa 

direita de cada animal. 

A proteína recombinante E1E2 fusionada à glutationa S-transferase, denominada de 

GST-E1E2, foi obtida utilizando-se de sistema de expressão bacteriano, de acordo com 

o descrito por Froelich (2014), e utilizada como a terceira dose na imunização de um 

dos grupos de animais (imunização heteróloga). Brevemente, células do clone 

BLC+E1E2(DE3)B, obtido por transformação de células da cepa BL21-CodonPlus 



(DE3)-RIPL (Agilent Techonologies, Santa Clara, CA, EUA) com pGSE1E2, foram 

cultivadas e a expressão da proteína recombinante foi induzida por adição de isopropil-

β-D-tiogalactosídeo (IPTG) ao meio de cultura para concentração final de 1 mM. Após 

a confirmação da expressão de GST-E1E2 por eletroforese em gel de poliacrilamida em 

condições desnaturantes (SDS-PAGE) e Western blotting utilizando o mAb anti-6xHis, 

a purificação da proteína foi realizada com a resina Ni-NTA agarose (QIAGEN), de 

acordo com as instruções do fabricante. A proteína glutationa S-transferase (GST), sem 

a sequência de E1E2, expressa a partir do vetor pGS-21a, foi obtida de maneira similar 

às condições descritas acima, porém utilizando para sua purificação a resina Glutationa 

Sefarose 4B (GE Healthcare Life Sciences. Uppsala, Suécia), e utilizada como controle 

negativo da imunização heteróloga. Cada dose do inóculo protéico foi composta de 50 

µg de proteína recombinante (GST-E1E2 ou GST), 50 µl de adjuvante de Freund 

incompleto (Sigma-Aldrich), e PBS para o volume final de 100 µl. Nos grupos 

específicos, cada animal foi submetido à administração intradérmica do inóculo 

contendo as proteínas recombinantes. 

No total, cinco grupos de camundongos BALB/c (n=5), fêmeas, de seis a oito 

semanas de idade, foram utilizados nos experimento de imunização. Cada grupo foi 

imunizado com 100 µl do inóculo detalhado na Tabela I nas semanas 0, 2 e 4. Antes de 

cada imunização, os animais foram anestesiados com uma solução contendo 80 mg de 

cetamina por kg de animal e 15 mg de xilazina por kg de animal, administrada 

intraperitonealmente. Duas semanas após a última dose, os camundongos foram 

sacrificados com uma mistura contendo 375 mg de cetamina por kg de camundongo e 

100 mg xilazina por kg de camundongo e o sangue foi coletado através de punção 

cardíaca.  

Tabela I. Composição dos inóculos utilizados nos diferentes grupos de imunização. 

Grupos 1ª dose 

(50 µg) 

2ª
 
dose 

(50 µg) 

3ª dose 

(50 µg) 

Imunização 

1 pEFE1E2 pEFE1E2 pEFE1E2 Imunização homóloga 

2 pEFE1E2 pEFE1E2 GST-E1E2 Imunização heteróloga 

3 pEF4 pEF4 pEF4 Controle negativo da imunização homóloga 

4 pEF4 pEF4 GST Controle negativo da imunização heteróloga 

5 Tampão TE Tampão TE Tampão TE Controle negativo 

pEFE1E2: plasmídeo codificante do antígeno E1E2; pEF4: vetor plasmidial (controle negativo); Tampão TE: tampão 

Tris-EDTA; GST-E1E2: proteína recombinante E1E2 fusionada à enzima glutationa S-transferase (GST); GST: 

proteína recombinante com sequência não relacionada ao HCV (controle negativo). 

 



Para obtenção do soro, as amostras de sangue de cada animal foram incubadas a 

37ºC por 1 h e centrifugadas a 1.000 xg. Em seguida, o soro foi transferido para um 

novo tubo e armazenado a -20ºC até o uso. 
 

3.6. ELISA 

Para as reações de ELISA com os soros dos camundongos dos grupos de imunização 

homóloga, foram utilizados a proteína GST-E1E2 e quatro peptídeos sintéticos (I a IV) 

correspondentes a sequências presentes no antígeno E1E2 (localização na Figura 4c) 

para a sensibilização dos poços das placas de ELISA. Para as reações com os soros 

provenientes da imunização heteróloga, foram utilizados apenas os peptídeos sintéticos. 

A proteína recombinante GST e um quinto peptídeo sintético (V), contendo a sequência 

parcial de um antígeno do vírus da hepatite D, foram utilizados como controles 

negativos.  

Para as reações contra as proteínas recombinantes, cada poço da placa de ELISA 

(Costar- Corning Inc. Corning, NY, EUA) foi sensibilizado com 0,5 µg de proteína 

GST-E1E2 ou GST em 50 µl PBS por incubação O/N à temperatura ambiente. Os poços 

foram lavados três vezes com 200 µl de PBS contendo Tween 20 0,05% (PBS/T) e o 

bloqueio foi realizado durante 1 h a 37ºC com 100 µl de PBS contendo leite desnatado 

5% (massa/vol, PBS/M). Após nova lavagem, 50 µl de soro diluído 1:100 em PBS/T/M 

foram adicionados aos poços e a placa foi incubada durante 1 h a 37°C. Após cinco 

lavagens com PBS/T, 50 µl de anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com HRP 

(KPL. Gaithersburg, MD, EUA) diluído 1:16000 (5 µg/ml) em PBS/T/M foram 

adicionados aos poços e a placa foi incubada por 1 h a 37°C. Os poços foram 

novamente lavados cinco vezes e 50 µl OPD (Life Technologies)/peróxido de 

hidrogênio 0,03% em tampão fosfato citrato pH 5,0 foram adicionados. Durante 

aproximadamente 20 minutos, a reação foi incubada à temperatura ambiente e ao abrigo 

da luz e posteriormente foi interrompida por adição de 25 µl de H2SO4 1 M e a 

densidade óptica (DO) foi determinada a 492 nm. 

As reações contra os peptídeos sintéticos foram realizadas de forma semelhante à 

descrita anteriormente, com as seguintes modificações: a sensibilização foi realizada 

com 1,0 µg de peptídeo sintético em tampão carbonato/bicarbonato (Na2CO3 0,07 M, 

NaHCO3 0,42 M, pH 9,6); o bloqueio foi realizado com 100 µl de PBS contendo BSA 

2% (PBS/BSA); as diluições dos soros (1/100) e do anticorpo anti-IgG de camundongo 

conjugado com HRP (1/16000) foram feitas em PBS/T/BSA. 



O valor do cut off foi calculado como a média dos valores da DO líquida (DOamostra - 

DObranco) dos cinco soros do grupo 5 (camundongos imunizados com TE) adicionada de 

duas vezes o valor do desvio padrão. A reatividade de cada amostra foi expressa como 

Índice ELISA (IE), de acordo com a seguinte fórmula: IE = DO líquidaamostra/cut off, e 

amostras com valores de IE >1 foram consideradas reativas (SILVA et al., 2002). 

 

3.7. Transfecção de células Huh7.5 com o RNA de JFH1 e produção de HCVcc 

O protocolo utilizado para a produção de partículas infecciosas do HCV da cepa 

JFH1 em cultura de células (HCVcc) foi descrito por Kato et al. (2006). Primeiramente, 

o RNA viral foi obtido através da transcrição in vitro utilizando o DNA de pJFH1 

(cedido pelo Dr. Takaji Wakita), previamente linearizado com a enzima Xba I 

(Fermentas), utilizando o kit MEGAScript T7 Transcription kit (AMBION. Carlsbad, 

CA, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Após a digestão com DNase I e 

extração do RNA com TRIzol LS (Invitrogen), a integridade do RNA de JFH1 foi 

checada por eletroforese em gel de agarose 0,8%.  

Posteriormente, 3,5 x 10
5
 células Huh7.5 foram cultivadas em cada poço de uma 

placa de seis poços, conforme o descrito anteriormente (item 3.2). A 1 ml de DMEM 

incompleto, foram adicionados 10 µg de RNA de JFH1 e 10 µl de DMRIE-C. Após a 

lavagem das células com 2 ml de DMEM incompleto, a mistura contendo 

RNA/DMRIE-C foi adicionada à monocamada celular e incubada por 4 h, a 37ºC e CO2 

5%. Em seguida, a mistura RNA/DMRIE-C foi retirada, a monocamada celular foi 

lavada e 2 ml de DMEM completo foram adicionados. Quando a confluência das células 

atingiu 90%, a monocamada celular foi transferida para uma garrafa de cultivo celular 

de 25 cm
2
, posteriormente para uma garrafa de 75 cm

2
 e novamente para outra de 125 

cm
2
. 

A cada passagem, 1 x 10
4 

células foram transferidas para um poço de uma placa de 

96 poços para a realização de uma IF utilizando o mAb anti-core HCV (Thermo 

Scientific. Rockford, IL, EUA), com o objetivo de acompanhar o aumento no número 

de células que expressavam a proteína do core. A reação foi realizada de forma 

semelhante à descrita anteriormente (item 3.4), porém com a utilização do mAb anti-

core HCV diluído 1:300 (3,3 µg/ml) em PBS/T/BSA como anticorpo primário. 

Também foi coletado o sobrenadante de cada passagem celular, para se acompanhar 

e determinar o título de HCVcc infecciosos. Para a titulação viral, 1 x 10
4
 células 

Huh7.5 não transfectadas foram cultivadas em cada poço de uma placa de 96 poços e 



inoculadas, em duplicata, com 100 µl dos sobrenadantes do cultivo das células 

transfectadas com o RNA de JFH1 (Huh7.5
+
JFH1) de diferentes passagens, diluídos 

seriadamente (1:10) em DMEM completo. Após quatro horas de incubação, o 

sobrenadante foi removido e substituído por DMEM completo. Depois de três dias de 

incubação, o sobrenadante foi retirado, as monocamadas celulares foram lavadas com 

200 µl de PBS e fixadas por 20 minutos com 200 µl de metanol a -20ºC. 

Posteriormente, foi realizada uma nova IF utilizando o mAb anti-core HCV para a 

contagem de focos fluorescentes e determinação do título viral do sobrenadante de cada 

passagem. O título viral de cada sobrenadante do cultivo de células Huh7.5
+
JFH1 foi 

expresso em unidades formadoras de foco por ml (UFF/ml) de acordo com a seguinte 

fórmula: T = Nº UFFmédio x FD x 10, onde Nº de UFFmédio corresponde à média do 

número de unidades formadoras de foco visualizadas nas duplicatas de cada diluição do 

sobrenadante de Huh7.5
+
JFH1; FD corresponde ao fator de diluição do sobrenadante; e 

10 corresponde ao fator de correção do volume de 100 µl para 1 ml. 

 

3.8. Reação de imunofluorescência utilizando o soro dos camundongos 

imunizados 

Com o objetivo de se confirmar a reatividade observada por ELISA dos soros dos 

animais imunizados, foi realizada uma IF com células Huh7.5
+
JFH1, que expressavam 

as proteínas do HCV e produziam partículas virais infecciosas. 

Células Huh7.5
+
JFH1 da sexta passagem (17 dias após a transfecção com o RNA de 

JFH1) foram selecionadas e a reação foi realizada de forma semelhante à descrita no 

item 3.4, porém, substituindo-se o anticorpo primário por soros dos camundongos 

diluídos 1:100 em PBS/T/BSA. O mAb anti-core HCV e células Huh7.5 não 

transfectadas foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente. 

 

3.9. Ensaio de vírus neutralização 

Soros positivos por IF (descrita no item 3.8) foram utilizados no ensaio de vírus-

neutralização, realizado com o objetivo de se investigar a capacidade dos anticorpos 

produzidos em resposta à imunização em bloquear, in vitro, a infecção de HCVcc. 

Primeiramente, 50 UFFs de HCVcc, em volume de 50 µl com DMEM, foram 

misturadas e incubadas por 1 h a 37ºC com 50 µl de soro de camundongo imunizado, 

previamente inativado e diluído 1:50 com DMEM. Em seguida, monocamadas celulares 

de Huh7.5 cultivadas em placas de 96 poços com confluência de aproximadamente 60-



80% foram inoculadas em triplicata com a mistura HCVcc/soro e incubadas por 4 h, a 

37ºC e CO2 5%. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado, as monocamadas celulares 

foram lavadas, meio DMEM completo foi adicionado e nova incubação foi realizada 

por três dias. Posteriormente, foi realizada uma nova IF utilizando o mAb anti-core 

HCV e procedida a contagem de UFFs. Paralelamente, foram utilizados como controles 

positivo e negativo das reações os mAbs anti-CD81 (BD Pharmigen. San Diego, CA, 

EUA) e anti-GST (Invitrogen), respectivamente, diluídos 1:50 (10 µg/ml). 

A capacidade vírus-neutralizante dos soros obtidos em resposta às imunizações foi 

determinada para a amostra de cada animal, de acordo com a fórmula: VN = UFFbranco - 

UFFmédio/UFFbranco x 100, onde: UFFbranco representa a média do número de UFFs 

visualizadas nos poços incubados com HCVcc na ausência de soro; e, UFFmédio 

representa a média do número de UFFs visualizadas nas triplicatas dos poços incubados 

com HCVcc/soro. 

 

3.10. Análise dos resultados 

Para análise dos resultados, foi utilizado o software GraphPad Prism, v. 5.0, 

(GraphPad Software. San Diego, CA, EUA). Após a análise dos dados pelo teste de 

normalidade de Kolmogorov-Smirnov, foram utilizados testes não paramétricos. Os 

níveis de reatividade foram comparados entre os grupos de estudo utilizando o teste de 

Mann-Whitney. A capacidade vírus-neutralizante apresentada pelos soros dos diferentes 

grupos de imunização foi comparada através do teste exato de Fisher. Um valor de p 

≤0,05 foi considerado estatisticamente significante. 

  



4. RESULTADOS 

 

4.1. Construção do plasmídeo EFE1E2 

Utilizando como molde o DNA de pGSE1E2, a sequência codificante de E1E2 foi 

amplificada por PCR com primers específicos para segmentos nucleotídicos presentes 

no início e no fim de E1 e E2II, respectivamente, gerando assim um fragmento de 

aproximadamente 900 pb (Figura 5a), que foi digerido com as enzimas de restrição 

EcoR I e Not I. A obtenção do DNA de pEF4 foi realizada a partir da digestão de 

pEFJFHc-NS2 com EcoR I e Not I, gerando um fragmento de aproximadamente 5,9 kb 

(Figura 5b), que foi tratado com fosfatase alcalina, purificado e utilizado na ligação 

com a sequência E1E2, dando origem ao pEFE1E2. 

Através da digestão de pEFJFHc-NS2 com as enzimas de restrição Spe I e Xba I 

(Figura 5c), seguida da purificação do fragmento correspondente ao vetor e posterior 

ligação das extremidades, foi obtido o vetor pEF4 (sem inserto), que foi utilizado nos 

ensaios como controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. (a.) Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação obtidos por PCR 

com os primers FRE1EcoRI e RVE2IINotI utilizando pGSE1E2 como molde. Raia 1: produto 

da reação; M: padrão molecular de 100 pb (Norgen. Biotek. Thorold, Ontário, Canadá). Na raia 

1, a banda indicada pela seta corresponde à sequência E1E2 amplificada (aproximadamente 900 

pb) (b.) Eletroforese em gel de agarose dos produtos da digestão de pEFJFHc-NS2 com as 

enzimas de restrição EcoR I e Not I. MW: padrão molecular de 1 kb (Fermentas); raia 1: 

digestão com EcoR I e Not I; raia 2: digestão com EcoR I; raia 3: digestão com Not I; raia 4: não 

digerido. Na raia 1, a banda indicada pela seta corresponde ao vetor pEF4 (aproximadamente 

5,9 kb) (c.) Eletroforese em gel de agarose dos produtos da digestão de pEFJFHc-NS2 com as 

enzimas de restrição Spe I e Xba I. MW: padrão molecular de 1 kb; raia 1: digestão com Spe I; 

raia 2: não digerido; raia 3: digestão com Spe I e Xba I. Na raia 3, a a banda indicada pela seta 

corresponde ao vetor pEF4 (aproximadamente 5,9 kb). 

 

Em seguida, os DNAs de pEFE1E2 e pEF4 foram submetidos ao sequenciamento 

nucleotídico, e a análise dos dados gerados permitiu confirmar a construção correta dos 

novos plasmídeos. 

a. b. c. 1           M  M    1       2       3        4 M    1    2           3 

5,9 kb 

5,9 kb ~900 pb 



 

4.2. Expressão do antígeno E1E2 em células Huh7.5 

Para confirmar a expressão de E1E2 em células de mamíferos, a linhagem Huh7.5 foi 

transfectada com pEFE1E2. A presença do DNA plasmidial foi confirmada em cinco 

clones resistentes à zeocina, através de PCR utilizando primers específicos para 

segmentos nucleotídicos presentes no vetor e no inserto (Figuras 6a e 6b, 

respectivamente). As reações também foram realizadas com DNAs de dois clones de 

células transfectadas com o vetor pEF4. 

 

 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação, obtidos por PCR com 

os primers T7 e BGH (a.), ou FRE2I e RVE2II (b.) para detecção do DNA plasmidial em 

células Huh7.5 transfectadas. Raias 1 – 5: diferentes clones transfectados com pEFE1E2; Raia 

6: DNA de miniprep de pEFE1E2 diluído 1:500; Raias 7 e 8: diferentes clones transfectados 

com pEF4; Raia 9: DNA de miniprep de pEF4 diluído 1:500; Raia 10: água para biologia 

molecular; M: padrão molecular de 100 pb (Norgen).  

 

Em seguida, um dos clones (raia 1 – Figura 6), denominado de Huh7.5/pEFE1E2, 

foi selecionado e suas células foram submetidas à IF, utilizando mAb anti-6xHis, para 

confirmar a expressão do antígeno E1E2, evidenciado pela presença de focos 

fluorescentes (Figura 7). 

 

4.3. Avaliação da resposta imune humoral induzida por imunização com DNA 

Camundongos BALB/c dos grupos 1 e 3 foram imunizados com três doses do DNA 

de pEFE1E2 ou pEF4 (vetor), respectivamente. Duas semanas após a última dose, os 

soros dos animais foram obtidos e testados por ELISA contra as proteínas 

recombinantes GST-E1E2 e GST (Figuras 8a e 8b, respectivamente). Diferença 

significativa de reatividade contra GST-E1E2 foi observada com soros do grupo 1 em 

comparação com os do grupo 3 (Figura 8a). Como o esperado, não foi observada 

diferença significativa de reatividade com soros desses grupos contra a proteína GST 
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(Figura 8b). Também não foi observada reatividade dos soros dos camundongos do 

grupo 5 contra as proteínas GST-E1E2 e GST (Figuras 8a e 8b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Reação de imunofluorescência indireta utilizando o mAb anti-6xHis e células 

Huh7.5/pEFE1E2. Como controles negativos, foram utilizadas células Huh7.5 não transfectadas 

e um clone de células transfectadas com o vetor pEF4 (Huh7.5/pEF4). O núcleo das células foi 

corado com DAPI. Aumento de 200X. As setas indicam fluorescência específica. 
 

Os grupos 2 e 4 foram imunizados com duas doses do DNA de pEFE1E2 ou pEF4 e 

uma dose adicional das proteínas recombinantes GST-E1E2 ou GST, respectivamente, 

em um regime heterólogo. A reatividade em resposta à imunização nestes dois grupos 

não pôde ser avaliada através do ELISA contra as proteínas recombinantes, uma vez que 

se tratavam das mesmas preparações utilizadas na imunização. Além disso, a presença 

da sequência de GST na proteína recombinante, considerada altamente imunogênica, 

inviabiliza este tipo de análise, uma vez que também seriam detectados anticorpos 

específicos contra esta sequência e não apenas aqueles específicos contra o antígeno 

E1E2. 
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Figura 8. Dados de ELISA expressos em índice ELISA (IE) obtidos com testes dos soros de 

camundongos contra as proteínas GST-E1E2 (a.) e GST (b., controle negativo). Os círculos 

representam os valores de IE para cada soro. Os traços indicam o valor da mediana para cada 

grupo, que foi utilizado para o cálculo dos valores de p. As linhas pontilhadas indicam o valor 

do cut off (IE=1,0) calculado com valores obtidos com soros do grupo 5. NT: não testado. *p 

≤0,05 
 

Com o objetivo de avaliar se a produção de anticorpos foi induzida por sequências 

específicas de E1E2, quatro peptídeos sintéticos, cujas sequências estão presentes no 

antígeno artificial, foram utilizados em teste de ELISA. De forma similar ao observado 

no teste contra a proteína GST-E1E2, os soros do grupo 1 apresentaram reatividade 

contra os quatro peptídeos, com diferença significativa em comparação com os soros do 

grupo 3 (Figuras 9 a-e). Todos os soros do grupo 2 apresentaram reatividade contra o 

peptídeo IV (Figuras 9d), enquanto que quatro deles reagiram contra o peptídeo III 

(Figura 9c) e três reagiram contra os peptídeos I e II (Figuras 9a e 9b, 

respectivamente). Novamente, não foi observada reatividade dos soros dos 

camundongos do grupo 5 contra os peptídeos sintéticos (Figuras 9 a-e) 

Não foi observada diferença entre as imunizações homóloga (grupo 1) e heteróloga 

(grupo 2). Também como o esperado, nenhuma reatividade foi observada contra o 

peptídeo V (Figure 9e). 

Posteriormente, para investigar se os anticorpos induzidos pela imunização, com 

base na reatividade observada por ELISA, eram capazes de reconhecer as proteínas do 

HCV em sua conformação nativa, os soros foram testados contra células Huh7.5
+
JFH1, 

que expressavam as proteínas do HCV, em um ensaio de IF. Respectivamente, três e 

dois soros dos grupos de imunização 1 e 2 reagiram com essa células (Figura 10) e 

nenhuma reatividade foi observada com os soros dos outros grupos. Uma associação foi 
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encontrada entre os resultados dos ensaios de IF e ELISA, ou seja, os soros que 

reagiram contra as células Huh7.5
+
JFH1 foram os mais reativos nos ensaios de ELISA. 
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Figura 9. Dados de ELISA expressos em índice ELISA (IE) obtidos com testes de soros de 

camundongos contra quatro diferentes peptídeos sintéticos (I a IV) cujas sequências estão 

presentes no antígeno E1E2. O peptídeo V corresponde a uma sequência não relacionada às 

sequências codificadas por pEFE1E2 e foi utilizado como controle negativo. Os círculos 

representam os valores de IE para cada soro. Os traços indicam o valor da mediana para cada 

grupo, que foi utilizado para o cálculo dos valores de p. As linhas pontilhadas indicam o valor 

do cut off (IE=1,0) calculado com valores obtidos com soros do grupo 5. *p ≤0,05  

1 imunização homóloga (DNA-DNA-DNA) 

2 imunização heteróloga (DNA-DNA-Proteína) 

3 controle da imunização homóloga 

4 controle da imunização heteróloga 

5 controle negativo (TE-TE-TE) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ensaio de imunofluorescência indireta utilizando soro de camundongo imunizado 

com pEFE1E2 e células Huh7.5
+
JFH1. Como controles positivo e negativo foram utilizados o 

mAb anti-Core HCV e células Huh7.5 não transfectadas, respectivamente. O núcleo das células 

foi corado com DAPI. Aumento de 200X. As setas indicam fluorescência específica. 
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4.4. Avaliação da capacidade vírus-neutralizante dos soros anti-pEFE1E2 

Cinco soros foram submetidos ao ensaio de vírus-neutralização, sendo três soros de 

camundongos imunizados com três doses de pEFE1E2 e dois soros de camundongos 

imunizados com duas doses de pEFE1E2 e uma dose de GST-E1E2. A pré-incubação 

de HCVcc com esses soros resultou em uma redução de aproximadamente 40% no 

número de UFFs (Figura 11), indicando seu potencial neutralizante. De forma 

semelhante, a pré-incubação das células com o mAb anti-CD81 (controle positivo) 

reduziu em cerca de 50% o número de UFFs, enquanto que o mAb anti-GST não 

apresentou nenhum efeito neutralizante. 

 

 

Figura 11. Teste de vírus-neutralização com soros anti-pEFE1E2. Aproximadamente 50 UFFs 

de HCVcc da cepa JFH1 foram incubadas com o soro dos animais imunizados e, 

posteriormente, adicionadas a monocamadas de células Huh7.5. Após três dias de incubação, a 

capacidade vírus-neutralizante dos anticorpos foi determinada para cada soro em relação à 

redução na porcentagem de UFFs comparado com a infecção de HCVcc sem soro. 
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5. DISCUSSÃO 

Segmentos das glicoproteínas de envelope E1 e E2 do HCV associados à indução de 

anticorpos neutralizantes foram selecionados para a construção de um antígeno artificial 

denominado E1E2 (ZHANG et al., 2007; MEUNIER et al., 2008; ZHANG et al., 

2009). O gene que codifica para esse antígeno foi construído baseado na sequência 

nucleotídica da cepa JFH1 do HCV, cepa que é a mais frequentemente utilizada em 

estudos envolvendo a produção de partículas virais infecciosas in vitro (WAKITA et al., 

2005).  

Além disso, com a seleção de sequências específicas procurou-se reduzir o número 

de epítopos que induzem a formação de anticorpos sem capacidade neutralizante e que 

podem estar relacionados com o aumento da infecção (ZHANG et al., 2007; ZHANG et 

al., 2009), através de um processo conhecido como antibody-dependent enhancement of 

infection (HALSTEAD et al., 1981). Zhang et al. (2009) demonstraram que a presença 

de anticorpos específicos para um epítopo localizado entre os resíduos de aminoácidos 

434 e 446 da glicoproteína E2 anulava a capacidade vírus-neutralizante de anticorpos 

direcionados para outros segmentos. Também foi eliminada do antígeno E1E2 a HVR1 

que apesar de sabidamente induzir a produção de anticorpos neutralizantes (FARCI et 

al., 1996), possui uma enorme quantidade de sequências variantes, dificultando a 

proteção por esses anticorpos (CAMPO et al., 2012). 

Utilizando ensaios de ELISA, foi observada a reatividade dos soros contra a 

sequência de E1E2 apresentada na forma de proteína (GST-E1E2) e também contra 

peptídeos sintéticos correspondentes a porções do antígeno E1E2, indicando que a 

imunização induziu a produção de anticorpos específicos contra as sequências do HCV 

em modelo murino, tanto no regime homólogo (três doses de DNA) quanto no 

heterólogo (duas doses de DNA seguidas de uma dose de proteína). 

O peptídeo I corresponde a uma sequência altamente conservada da glicoproteína E1 

entre os diferentes genótipos do HCV, e anticorpos específicos contra esta região 

demonstraram capacidade neutralizante contra HCVpp e HCVcc contendo proteínas do 

envelope de diferentes genótipos. (GROLLO et al., 2006; TORRESI et al., 2007; 

MEUNIER et al., 2008). O peptídeo II corresponde a uma sequência linear de uma 

região conformacional conservada da glicoproteína E2, que foi caracterizada como 

sendo a principal região antigênica alvo para a neutralização, denominada região 

antigênica 3 (AR3) (CLAYTON et al., 2002; ZHANG et al., 2007; LAW et al., 2008; 

ZHANG et al., 2009). O peptídeo III corresponde a outra sequência da glicoproteína E2, 



descrita por Kachko et al. (2011), localizada entre duas regiões propostas como 

domínios de ligação ao receptor CD81. Especulou-se que esta região seja importante 

para a estabilidade ou apresentação de regiões de ligação adjacentes (KACHKO et al., 

2011), e anticorpos que se ligam a este epítopo representam um obstáculo capaz de 

inibir a ligação do HCV ao receptor CD81. A sequência de E2 correspondente ao 

peptídeo IV também foi descrita por Grollo et al. (2006) como estando envolvida na 

produção de anticorpos neutralizantes.  

Neste estudo, os soros obtidos com a imunização homóloga reagiram contra os 

quatro peptídeos testados, enquanto que para a imunização heteróloga a reatividade foi 

observada contra os peptídeos III e IV. É importante salientar, que os peptídeos 

utilizados na avaliação da resposta imune humoral correspondem a apenas 27% de toda 

a sequência do antígeno E1E2 utilizado na imunização. Dessa forma, outras sequências 

presentes em E1E2 capazes de induzir a produção de anticorpos não foram investigadas. 

Ainda de acordo com os resultados obtidos nos ensaios contra os peptídeos 

sintéticos, nenhuma diferença foi observada entre a reatividade dos soros dos 

camundongos imunizados com os regimes homólogo e heterólogo. De maneira 

contrária, em um estudo realizado por Li et al. (2006), utilizando uma vacina de DNA 

composta por uma sequência codificante para a forma solúvel da glicoproteína E2 do 

HCV, foi demonstrada que a estratégia de imunização heteróloga desencadeou um 

aumento significativo nos níveis de resposta imune humoral quando comparado com os 

animais que receberam apenas doses de DNA. 

Vale ressaltar, que dois dos cinco soros pertencentes ao grupo de imunização 

heterólogo (grupo 2) demonstraram baixos níveis de reatividade contra todos os 

peptídeos testados (Figuras 9 a-e), indicando possivelmente uma menor indução da 

resposta imune humoral nesses indivíduos. Quando os valores de reatividade dos soros 

desses dois animais foram excluídos da análise dos resultados, o regime de imunização 

heteróloga mostrou tendência a ser mais imunogênico que a imunização homóloga 

(maior valor de mediana de reatividade contra os quatro peptídeos - dados não 

mostrados). A possível causa desse fato pode estar relacionada ao uso de lipossomos 

como mecanismo de entrega do DNA plasmidial que, apesar de ser o mais utilizado até 

o momento, já foi apontado como ineficiente para a transfecção de células em modelos 

in vivo (FERRARO et al., 2011). Um método também utilizado para a entrega de DNA 

é a aplicação de pequenos pulsos elétricos logo após a vacinação, resultando no 

aumento da eficácia da transfecção celular e, consequentemente, no aumento da 



expressão antigênica e imunogenicidade da vacina (HIRAO et al., 2008; ROSATI et al., 

2008). 

Além disso, alguns soros de camundongos imunizados com os regimes homólogo e 

heterólogo foram capazes de reconhecer as glicoproteínas do HCV em sua conformação 

natural, avaliados por IF utilizando células Huh7.5
+
JFH1, que expressavam as proteínas 

virais (Figura 10). Esses mesmos soros foram utilizados no ensaio de vírus-

neutralização in vitro contra HCVcc da cepa JFH1 e, reduziram em cerca de 40% o 

número de UFFs, demonstrando a capacidade dos anticorpos produzidos em resposta a 

ambos os regimes de imunização em neutralizar, ainda que parcialmente, a infecção por 

HCVcc. 

Induzir a produção de anticorpos específicos por meio da imunização com as 

glicoproteínas E1 e E2 do HCV foi a estratégia utilizada por Ralston et al. (1993) e 

esses antígenos, ainda hoje, são considerados componentes de uma das candidatas mais 

promissoras para uma vacina profilática (HONEGGER et al., 2014). Em estudos 

posteriores (MEUNIER et al., 2011), chimpanzés foram vacinados com as 

glicoproteínas recombinantes E1 e E2 do HCV do genótipo 1a, expressas em linhagem 

de células de mamíferos. Após a imunização, os animais foram desafiados com HCV da 

cepa homóloga às glicoproteínas utilizadas na imunização e de uma cepa diferente 

(H77, genótipo 1a). Ainda que a maioria tenha sido infectada, em pelo menos 80% a 

infecção não progrediu para a forma crônica. Em adição, ensaios de vírus-neutralização 

in vitro utilizando HCVpp e HCVcc, alguns dos soros desses chimpanzés mostraram 

neutralização contra vírus dos genótipos 1a, 4a, 5a, e 6a. 

Na infecção causada pelo HCV, a indução de uma rápida e ampla resposta 

imunológica baseada na ativação de células T CD4
+
 e CD8

+
 tem sido associada à 

erradicação viral ainda na fase aguda da infecção (GRAKOUI et al., 2003). Rollier et al. 

(2004), utilizando um inóculo composto por sequências de core, E1, E2 e NS3, por 

meio da imunização em chimpanzés, com a estratégia de duas doses iniciais constituídas 

de DNA e uma terceira dose de proteínas, demonstraram que além da produção de 

anticorpos específicos contra as proteínas estruturais, a vacinação foi capaz de induzir 

uma resposta imune celular. Além disso, a imunização foi capaz de proteger um dos 

animais vacinados contra a hepatite C crônica. A resposta imune celular induzida contra 

o antígeno artificial E1E2, baseada na imunização com DNA empregada no presente 

estudo, será o objetivo de investigações futuras. 



Estratégia semelhante à adotada em nosso trabalho foi empregada em outro estudo, 

em que foi descrita a utilização de epítopos selecionados para compor uma vacina de 

DNA contra o HIV tipo 1 (RIBEIRO et al., 2010; ROSA et al., 2011). Um plasmídeo 

codificando 18 epítopos conservados das proteínas virais, capazes de ser reconhecidos 

por múltiplas moléculas de MHC, selecionados a partir de análise in silico, induziu uma 

ampla resposta imune celular, caracterizada pela ativação de linfócitos T auxiliares e 

citotóxicos de perfil Th1, além da formação de células de memória de longa duração. 

Em conclusão, os resultados obtidos no presente estudo indicam que anticorpos 

gerados pela vacina de DNA codificante de um antígeno construído com segmentos das 

glicoproteínas E1 e E2 do HCV foram capazes de neutralizar o vírus in vitro. 

Investigações futuras serão realizadas para avaliar a resposta imune celular contra 

diferentes regiões deste antígeno, bem como a capacidade neutralizante dos anticorpos 

contra cepas de diferentes genótipos do HCV. 

O desenvolvimento de uma vacina efetiva e segura contra o HCV constitui uma 

importante ferramenta para a prevenção contra a hepatite C. O entendimento de como 

ocorrem a neutralização viral baseada em anticorpos e a ativação de uma resposta imune 

celular efetiva são importantes para o desenvolvimento desta vacina.  

 

  



6. CONCLUSÕES 

 

• O plasmídeo EFE1E2 foi construído e foi confirmada a expressão in vitro do 

antígeno artificial E1E2 em células de mamíferos; 

• A imunização com pEFE1E2 em modelo murino, tanto no regime homólogo 

quanto no heterólogo, induziu a produção de anticorpos específicos reativos contra a 

sequência de E1E2 e também contra peptídeos sintéticos, cujas sequências 

correspondem a sequências presentes no antígeno E1E2; 

• Não foi observada diferença entre a reatividade dos soros de camundongos 

imunizados com os regimes homólogo e heterólogo; 

• Alguns soros de camundongos imunizados com os regimes homólogo e 

heterólogo foram capazes de reconhecer as glicoproteínas do HCV em sua conformação 

natural; 

• Os anticorpos produzidos em resposta a ambos os regimes de imunização 

reduziram em cerca de 40% o número de UFFs em um ensaio de vírus-neutralização, 

demonstrando sua capacidade vírus-neutralizante. 
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