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A hepatite C é considerada um dos maiores problemaaude publica no mundo. No
Brasil, seu diagnostico é realizado c@its importados, 0s quais ndo apresentam a mesma
especificidade em todo o mundo, devido a alta bgereidade e ampla distribuicdo do virus
da hepatite C (HCV). Considerando a preocupacadoadeteccdo precoce do HCV e que os
métodos diagndsticos sdo de grande relevancizalioipresente trabalho propde a expressao
e purificacdo de uma proteina recombinante (antgelmcore, NS3, NS4A, NS4B e NS5)
codificada por um gene sintético (MEHCV — Multiggiv HCV), desenhado com a incluséo
de seqUéncias imunodominantes dos genotipos maiglpntes no Brasil (1a e 3a) e uma
Histag no C-terminal. O gene MEHCYV foi sintetizado e @dao no vetor de clonagem
pBluescript SK pela empresa Epoch Biolabs (EUA).rEalizada a digestdo do vetor com as
enzimas de restricabldel e Xhol, para liberacdo e purificacdo do inserto (Invigoyg
Paralelamente, o vetor de expressdo pET-21a faridg com as mesmas enzimas. Em
seguida, o inserto foi sub-clonado no vetor e dalizada transformacgéo na célula hospedeira
E. coli Top 10. Apds, as células competeriiesoli BL 21 DE3 (pLysS) foram preparadas
para inducdo da expressao do gene MEHCV. A protignateresse (~29kDa) foi detectada
por SDS-PAGE eWestern blot. A purificacdo da proteina expressa foi realizada p
cromatografia de afinidade em resina Ni-NTA. Compugificagdo nédo foi total, foi feita
outra purificacdo da proteina por cromatografiafil@dade em coluna com resina Ni-NTA.
No entanto, ndo houve purificacdo total, possivabmedevido a presenca de proteinas
celulares. Na tentativa de solucionar esse probhleogere-se utilizacdo de novo protocolo,
com extracdo dos corpos de inclusdo, onde todgsraisinas celulares solGveis seriam
retiradas da solucéo. Na sequéncia do projeto,peeseina sera utilizada no desenvolvimento
dekits nacionais para a detec¢ao do HCV.
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