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Resumo

A Hepatite B € uma inflamacéo hepatica causada pelo virus HBV. O primeiro
anticorpo a ser detectado apoOs a infeccdo é o anti-HBc-IgM. A presenca deste
anticorpo possibilita a distincdo da infeccdo atual de uma infecgcdo passada ou
remota pelo HBV, pois, apds a infeccdo, o anti-HBc-IgM torna-se indetectavel. O
anti-HBc-IgG aparece logo apos o IgM, alcancando rapidamente titulos elevados na
hepatite aguda e permanecendo mesmo apds a cura. Por ser o primeiro anticorpo
presente, e algumas vezes o0 Unico marcador detectado durante a evolucdo da
infeccdo, o anti-HBc pode ser usado tanto para indicar infeccdo aguda pelo HBV
(anti-HBc-IgM) quanto para identificar individuos que entraram em contado com o
virus (anti-HBc-IgG).

A rubéola é uma infec¢éo causada pelo virus RV. Geralmente, é uma doenga
viral leve causada na infancia. A doenca € de importancia para a saude publica,
devido a infeccdo adquirida na gravidez precoce, que muitas vezes resulta em
anomalias fetais, classificados como sindrome da rubéola congénita (SRC).
Portanto, um diagnostico preciso para a diferenciacdo da rubéola entre outras
doencas infecciosas existentes com as mesmas caracteristicas € imperativo para o
tratamento adequado.

O objetivo deste projeto é a construcdo de proteinas antigénicas multiepitopos
recombinantes dos virus HBV e RV, causadores de hepatite B e rubéola
respectivamente, que sejam eficazes no reconhecimento de marcadores
moleculares de forma que possam ser utilizados como insumos em kits de
diagnostico de hepatite B e rubéola e na producdo de anticorpos monoclonais e
potencial utilizagdo para fins de pesquisa e desenvolvimento de vacinas, farmacos e
medicamentos. Para o desenho da sequéncia do gene MEHB (609 pb) foi feita uma
busca na literatura para a selecao dos epitopos mais comuns e conservados do virus
HBV. Utilizando a mesma estratégia e com a finalidade de desenvolver uma proteina
recombinante multiepitopo, denominada rMERUB, para o diagnéstico de rubéola,
segUéncias conservadas e imunodominantes de epitopos da regidao do envelope viral
foram unidas. Os genes sintéticos foram clonados, com sucesso, no vetor de
expressdo pET21a na forma de um inserto Nde I-Xho | contendo uma sequencia
codificadora para uma cauda hisgx tag no C-terminal. Os plasmideos resultantes

foram transformados em Escherichia coli BL21 (ADE3) pLysS. Clones selecionados



foram cultivados para a inducéo das proteinas recombinantes, na presenca de IPTG.
As analises em gel SDS-PAGE mostraram bandas de indugdo compativeis com o
tamanho previsto da proteina multiepitopo. Foi realizado Western blot utilizando
anticorpo anti-polyHistidine ainda a confirmar a identidade das bandas de inducéo. A
purificacdo das proteinas foi realizada por uma Unica etapa por cromatografia de
afinidade Ni-NTA. Foram realizados testes para comprovar a atividade imunolégica
das proteinas, através de ELISA foram comprovadas as reacdes das proeinas
recombinantes com os anticorpos especificos para os respsctivos virus (HBV e RV).
Este trabalho encontra-se em fase de ajustes dos testes ELISA para utilizagédo
destas proteinas na detec¢cdo dos anticorpos virais em soros de pacientes

infectados, o que sera feito pela empresa WAMA diagndstivca (projeto em parceria).

Abstract

Hepatitis B is a liver inflammation caused by HBV virus. The first antibody
detected after exposure to this virus is the anti-HBc IgM. The presence of this
antibody enables the identification of the clinical stage of the disease and becomes
undetectable after the acute phase. Anti-HBc IgG appears quickly after IgM, reaching
high titers in chronic hepatitis and remains even after cure. Since anti-HBc is the first
antibody identified and sometimes the only marker detected during the course of
infection, it can be used both to indicate HBV acute infection (anti-HBc-IgM), and to
identify individuals who have come in contact with the virus (anti-HBc-IgG).

Rubella is an infection cased by RV virus. Generally, is a mild childhood viral
disease. The disease is of public health importance because infection acquired early
pregnancy often results in fetal abnormalities, classified as congenital rubella
syndrome (CRS). Therefore, accurate diagnosis for differentiation of Rubella among
others infection diseases with the same features is imperative for proper treatment.

The goal of this work was to produce recombinant multiepitope antigenic
proteins of HBV and RV, which are effective at recognizing molecular markers for
diagnosis of hepatitis B and rubella. They can be used in production of monoclonal

antibodies and possible use for researching and developing vaccines, drugs and
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medicines and diagnostic kits for hepatitis B and rubella. For this purpose, a gene
sequence named rMEHB was designed taking into account the most common and
conserved HBV epitopes. Using the same strategy, with the purpose to develop a
recombinant multiepitope protein, called rMERUB, for rubella diagnostic purposes,
sequences conserved and immunodominant of epitopes from viral envelope have
been joined together. The synthetics genes were cloned into vector pET21a with a
Ndel/Xhol fragment and containing a sequence coding for a 6xHis tag at the C-
terminal. The resulting plasmids were transformed into Escherichia coli BL21 (ADE3)
pLysS. Selected clones were grown for induction of the recombinants proteins in the
presence of IPTG. SDS-PAGE analysis showed induction bands, which were
consistent with the predicted sizes of the multiepitopes proteins. Western blot using
anti-polyHis antibody was further performed to confirm the identity of induced protein.
The purification of the proteins was performed by a single step with Ni-NTA affinity
chromatography. Tests were performed by ELISA to confirm the proteins
immunological activity. Were proved the reaction of the recombinant proteins with the
antibodies specific for respective virus (HBV and RV). This work is in process of
adjustment of the ELISA for use of these proteins to detection of viral antibodies in
sera from infected patients, which will be done by the company WAMA diagndstica

(project in partnership).
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1. Introducao

1.1. Hepatites por virus

As hepatites virais (tabela 1) acometem principalmente o figado e apesar de
serem bioquimicamente semelhantes entre si e provocarem um quadro clinico
também semelhante, pertencem a diversos grupos virais, compreendendo virus de
DNA ou RNA como material genético, envelopados ou ndo, com caracteristicas
funcionais e estruturais diferentes (Pinho et al., 1995).

As hepatites virais tornaram-se um grave problema de saude publica no
mundo e no Brasil. Bilhdes de pessoas ja tiveram contado com algum dos virus das
hepatites e milhdes séo portadores crénicos (Ministério da Saude, 2005). Os
avancos no conhecimento das hepatites por virus caracterizam-se por varias
descobertas que se iniciaram com o registro de casos ou de surtos epidémicos e
culminaram com a aplica¢do da biologia molecular ao estudo da estrutura dos virus
(Silva, 1995).

Tabela 1. Periodo de incubacéo e formas clinicas das diferentes hepatites virais.

Agente . Forma T

5@’0 d 10'%
2m menores - .

HAV 15 a 50 dias e f"i‘a:n‘:’;'ﬁ':mr:':ms =
70% a 80%

nos adultos

90% em recém-nascidos

L e =l 5% a 10% ap6s 5 anos
. Cerca de
HCV 15 a 150 dias 20% 70 a 85%

E semelhante ao
da hepatite B,

HDV porém menor na Variavel Variavel

superinfeccao: 14 a

56 dias.

15 a 60 dias .y Mao existem relatos de
o= {media de 40 dias) SRR formas cronicas

(Fonte: Ministério da Saude, 2005).
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1.2. Hepatite B

Nome proposto pela Organizacdo Mundial de Saude em substituicdo as
denominacgfes antigas de hepatite por soro homologo, hepatite pds-transfusional,
hepatite MS-2, hepatite sérica, hepatite associada ao antigeno Australia (Silva,
1995).

A hepatite B € uma enfermidade hepatica causada por infec¢do do virus HBV
(figura 1). A via parenteral € muito importante na transmissao do virus da hepatite B,
principalmente através do sangue e derivados. No entanto, a demonstracao do virus
na saliva, secrecdo vaginal, sémen e outros liquidos organicos apontam para um
largo espectro de contaminacdo (Silva, 1995). Transfusbes de sangue sem
investigacao laboratorial para doencas transmissiveis, procedimentos odontoldgicos,
cirirgicos e de hemodiadlise que desrespeitam as normas universais de

biosseguranca, podem promover a transmissao do virus. (Chavez et al., 2003).

Icosahedral core (C)

3 ,:'/— Small surface protein (S)
f: %)

- Medium surface protein
. 15 + Pra52)

=y
$ 5 = Larga surface protain
! {5 + PreS2 + Pra51)

Polymerase (P)

Hepatitis B
virus

Figura 1. Esquema do virus HBV. (Fonte: Perkins, 2002).

1.2.1. Descoberta do HBV

A existéncia de uma forma de hepatite de transmissdo parental foi
documentada em 1885, transmitida por vacina antivaridlica. Varios casos foram
citados na literatura e em 1947, MacCallum definiu o termo hepatite B para esta
enfermidade (Silva, 1995). O antigeno de superficie da hepatite B foi inicialmente

descrito como antigeno Australia, em 1965, observada pela primeira vez no soro de
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um aborigine australiano, por Blumberg e Tiddell durante suas pesquisas acerca do
polimorfismo genético de seres humanos (Youmans et al., 1983). Sua associacao
com a hepatite B foi feita em 1968, por Prince e Okochi & Murakami, sendo
posteriormente denominado antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ).
Posteriormente, uma série de outros antigenos foi associada ao HBV e descritos
(Pinho et al., 1995).

1.2.2. Classificacao

O HBV esta, atualmente, classificado dentro da familia dos Hepadnaviridae,
gue compreende uma série de virus hepatotrépicos que infectam outras espécies e
que compartilham caracteristicas estruturais e funcionais. Esta familia se divide em
dois géneros: Avihepadnavirus e Orthohepadnavirus. O primeiro género compreende
virus que infectam exclusivamente passaros como o virus do pato (DHBV), o virus
do ganso (SGHBYV), o virus da cegonha (SHBV) entre outros. O segundo género
compreende o virus da hepatite B da marmota (WHV), do esquilo terrestre (GSHV) e
da hepatite B humana. As caracteristicas comuns a estes virus sdo seu tropismo por
células hepaticas, particulas virais envelopadas com capsideo de simetria
icosaédrica, genoma formado por DNA fita dupla parcial e replicagdo por
intermediarios RNA, via transcriptase reversa (Pinho et al., 1995).

Embora os hepadnavirus apresentem uma série de semelhancas, existem
diferencas a serem consideradas entre os membros desta familia. De maneira geral,
0os genomas dos hepadnavirus de aves sdo menores do que os dos virus de
mamiferos e pouca homologia de sequéncia nucleotidica ¢ observada (Focaccia,
2003).

1.2.3. Epidemiologia — nacional e mundial

A infeccdo pelo virus HBV € um problema de saude publica mundial. Estima-
se que mais de dois milhdes de pessoas ja entraram em contato com 0 virus em
alguma fase da vida. Além disso, aproximadamente 350 bilhdes s&o portadores
cronicos, estando em alto risco para o desenvolvimento de uma cirrose e/ou
hepatocarcinoma. Ocorrem, por ano, aproximadamente um milhdo de Obitos
relacionados a complicacdes da hepatite cronica (Focaccia, 2003).

A infeccdo pelo HBV é considerada alta onde a prevaléncia do HBsAg é

superior a 7%, ou onde 60% ou mais da populacdo tém evidéncia sorolégica de
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infeccdo prévia. Essas condi¢bes sdo encontradas em regibes como a Africa, parte
da América do Sul, Sudeste da Asia, China, partes do Oriente Médio e ilhas do
Pacifico. S&o consideradas como de endemicidade intermediaria as areas onde a
prevaléncia do HBsSAg vai de 2 a 7% com menos de 60% da populacdo
apresentando histérico sorolégico. Nessa categoria se encontram o Leste Europeu e
0s paises europeus do Mediterraneo, parte da América do Sul, Oriente Médio e
Russia. No restante do mundo, que inclui a América do Norte, a Europa Ocidental e
a Australia, a prevaléncia do HBsAg € menor do que 2%, e a prevaléncia total de
infectados previamente (portadores cronicos do virus da hepatite B) € inferior a 10%.
Mesmo nessas areas, contudo, existem grupos de alto risco, que sao 0s usuarios de
drogas injetaveis, homossexuais masculinos, profissionais da éarea da saude,
pacientes de hemodialise ou aqueles sujeitos a tratamento clinico por
hemoderivados (Pinho et al., 1995; Focaccia, 2003).

No Brasil, a literatura refere-se a Regido Sul como éarea de baixa
endemicidade, e as regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste como areas de
endemicidade intermediaria. A Amazoénia (média de 8% de prevaléncia de HBsAQ), o
Estado do Espirito Santo e o oeste do Estado de Santa Catarina sdo considerados
de alta endemicidade. De modo geral, a taxa de letalidade dos pacientes
hospitalizados é de 0,8 a 2%, podendo aumentar nos individuos com mais de 40
anos de idade e ser maior nos casos associados ao virus da hepatite D. No Brasil, a
taxa de mortalidade por hepatite B € de 0,6 por 100 000 habitantes (Pinho et al.,
1995; Focaccia, 2003).

1.2.4. Transmisséo
O HBYV é transmitido principalmente por vias parenterais, mucosas ou fluidos
corporeos contaminados. As maiores concentragfes de virus sdo verificadas no
sangue e secregdes serosas, diminuindo consideravelmente no sémen, fluido
vaginal e saliva. As principais formas de contagio séo:
» Transmisséao perinatal;
» Relagbes sexuais;
» Transfuséo de sangue ou derivados;
» Uso de drogas intravenosas;
» Transplante de 6rgaos ou tecidos;

» Leséo de pele ou acidente com agulhas contaminadas.
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A saliva pode ser veiculo de transmissdo em casos de mordidas, porém, nédo
foram documentados casos de transmissao por beijos ou outros tipos de exposi¢cao a
saliva. Outros fluidos corporais, como por exemplo, lagrima, suor, urina, fezes, leite
materno e liquido sinovial podem apresentar o HBsAg, porém ndo apresentam o
virion intacto, razéo pela qual ndo tém sido associados com a transmisséao do HBV.

Pode haver grande variagao na frequéncia dos modos de transmissao de acordo
com o padrdo endémico encontrados. Sendo assim, é esperado encontrar
diversidade na prevaléncia dos modos de transmissdo em diferentes ambientes
epidemioldgicos. Em regides de alta prevaléncia do virus a transmisséo perinatal
assumi grande importancia, jA em regibes de baixa prevaléncia as transmissoes
sexuais e parenteral, principalmente em usuarios de drogas injetaveis, assumem
maior importancia. Regides de prevaléncia intermediaria apresentam certa mistura

de padrfes de transmissdo com comportamento variavel (Focaccia, 2003).

1.2.5. Sintomas — aspectos clinicos

O virus da hepatite B € um virus citopatico e a infeccdo com este agente esta
associada a um largo espectro de dano hepatico que varia de hepatite aguda
fulminante a hepatite assintomatica. Estudos da patogenicidade do HBV
estabeleceram que a diversidade de manifestacbes clinicas e a evolucdo da
infeccdo pelo HBV dependem primariamente da resposta imune do hospedeiro ao
virus. Durante a infeccdo aguda € um envolvimento eficiente e coordenado das
respostas imune celular e humoral para a resolugdo da infecgao pelo HBV. Na
infeccdo cronica pelo HBV a resposta imune celular ao virus € fraca, permitindo a
replicacdo viral em niveis elevados nos hepatocitos infectados. No decorrer dos
anos, alguns pacientes podem suprimir espontaneamente a replicacdo do HBV a um
nivel que ndo desencadeia mais qualquer inflamacao hepatica (Focaccia, 2003).

Apés a infecgdo aguda, pelo virus da hepatite B, diversas manifestacfes
clinicas e diferentes evolugbes podem ser observadas nos pacientes infectados. O
periodo de incubacéo da infeccdo pelo HBV na hepatite aguda varia de dois a seis
meses. Entre o primeiro e 0 quinto més apds o contato com o virus, o HBsAg pode
ser detectado no soro. Cerca de 10% dos pacientes ja apresentam negatividade ao
HBsAg na primeira visita ao clinico (Silva et al., 1995). A recuperacdo da hepatite
aguda é dependente da resposta das células B que produzem anticorpos contra o

antigeno das regides S e pré-S, bem como da resposta das células T. Na evolucdo
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da infeccdo cronica do HBV, varios fatores estdo envolvidos como a época de
aquisicdo da doenca, aspectos relativos a etnia, sexo e gendtipo do HBV. Define-se
formalmente a hepatite cronica, do ponto de vista sorolégico, quando a persisténcia
do HBsAg é superior a 180 dias (Silva et al., 1995). A progressao para o estado de
portador crénico do HBV é percentualmente maior nos individuos infectados pela via
vertical. A infec¢cdo crbnica pode produzir quadros de portador sadio do HBV,
hepatite cronica persistente, hepatite crbnica ativa, cirrose hepatica, e
hepatocarcinoma, apés varios anos de evolucdo. Estes individuos cronicamente
infectados apresentam os marcadores soroldégicos HBsAg e HBeAg. Em dado
momento da evolucdo podem surgir, espontaneamente, os anticorpos Anti-HBeAg, ,
significando que cessou a replicacéo viral (Focaccia, 2003).

Em pacientes com infec¢cdo adquirida no periodo perinatal observa-se uma
fase inicial (fase replicativa) dividida em duas fases distintas e sequenciais.
Inicialmente, existe a fase de imunotolerancia, que se caracteriza por altos niveis de
replicacdo do HBV, sem doenca hepatica ativa. Estes pacientes usualmente sao
assintomaticos. Ainda na fase replicativa, 15% dos pacientes infectados
precocemente pelo HBV pode entrar na fase de imunoeliminagcdo, passa a ser
detectado o anti HBeAg . A transi¢do para a fase nao replicativa pode ser rapida e
silenciosa ou prolongada e com exacerbacbes recorrentes. Depois da fase
imunoeliminacdo bem-sucedida, tem inicio a fase nao-replicativa (Focaccia, 2003).

Nos pacientes com infec¢ao cronica adquirida na infancia ou na idade adulta
observa-se duas fases. Uma inicial de imunoeliminagéo com intensa replicagao viral
e doenca hepatica ativa e uma outra fase posterior de infeccéo, nao replicante, com
doenca hepatica inativa. Durante a fase replicativa ocorrem varios episédios de
necroinflamacdo e regeneracdo do figado, processo responsavel pelo
desenvolvimento de fibrose e cirrose do figado. (Focaccia, 2003)

A infeccdo pelo HBV na idade adulta geralmente leva a recuperacdo e ao
desenvolvimento de imunidade especifica, em 92% dos pacientes, tanto nos que
apresentam quadros de hepatites agudas, quanto naqueles que tiveram infeccdes
subclinicas. Se ap6s seis meses do quadro agudo, o HBsAg ainda for detectado na
circulagéo a infecgéo é considerada crénica. No inicio do quadro cronico, a infecgdo

por HBV é subclinica e geralmente leve (Focaccia, 2003).
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1.2.6. Estrutura viral

O HBV pode ser encontrado no soro de pacientes infectados sob trés formas:
particulas completas infecciosas, particulas incompletas esféricas e particulas
incompletas filamentosas (Focaccia, 2003). As particulas completas infecciosas sao
esféricas, de 42nm de diametro (particula de Dane), de dupla camada, uma externa
protéica também chamada de envelope que contém o antigeno de superficie
(HBsAg) e uma interna chamada de “central” ou core que constitui 0 ndcleocapsideo
de simetria icosaédrica e contém a proteina antigénica do core (HBCcAQ),
polimerases e o DNA viral, sendo este circular e de dupla hélice, codificando para
proteinas estruturais e ndo-estruturais (Lei et al., 2006). Esta particula € indicativa de
replicacdo viral. As particulas incompletas ndo séo infecciosas e sdo compostas
exclusivamente por HBsAg. Sdo encontradas em excesso em soro de pacientes
infectados. As particulas ndo-infecciosas esféricas possuem 22nm de diametro e as
filamentosas possuem didametro semelhante as particulas esféricas e comprimento

aproximadamente 10 vezes maior (Focaccia, 2003).

1.2.7. Genoma

O genoma do HBV é um dos menores entre os genomas de virus que
infectam o homem e possui aproximadamente 3200 pares de bases (pb). O HBV
produz mais proteina por nucleotideo que qualquer outro virus conhecido. E
composto por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla. A fita longa
€ complementar aos RNAs virais e por convencao possui polaridade negativa. Na
fita de polaridade positiva, que possui uma regido de fita simples, a posicdo da
extremidade terminal 5’ é fixa, enquanto que a posi¢cédo da extremidade terminal 3’ €
variavel. Sendo assim, o comprimento da fita positiva é variavel. A fita negativa do
DNA ndo é um circulo fechado, apresentando uma regido aberta em um sitio
aproximadamente a 224pb da extremidade 5"da fita positiva (Focaccia, 2003).

Todo o genoma do HBV é codificante, todos os genes sdo codificados pela
fita longa e possuem pelo menos uma regiao de sobreposicéo a outro gene (fig.2). O
gene pré-S/S codificam as proteinas que formam o HBsSAg e o pré-C/C é
responsavel pela sintese do HBcAg e do antigeno e (HBeAg). O gene P cobre
aproximadamente trés quartos do genoma e codifica as enzimas DNA polimerase
viral, transcriptase reversa e RNAse H (Focaccia, 2003). O gene X € 0 menor dos
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genes do HBV. A seqliéncia deste gene é conservada entre os hepadnavirus que
infectam mamiferos. Acredita-se que este gene nado esteja envolvido na
encapsidacao e replicacao viral. O gene X é um gene regulador que pode ativar a

transcricdo de certos genes virais e celulares (Focaccia, 2003).

PreC i Fita positiva = 5

Fita negativa -

Figura 2. Esquema do genoma do virus HBV com as quatro regiédeitura aberta (ORF): pré-S/S, pré-C/C, P
e X. (Fonte: http://www.drthuthuy.com/images/gepa2.jpg - com adaptacdes)

1.2.8. Proteinas — antigenos

O envelope do HBV é formado por uma membrana bilipidica contendo trés
proteinas denominadas grande (L), média (M) e pequena (S) (fig. 3). Estas sao
proteinas antigénicas de superficie (HBsAg) encontradas, geralmente, em altas
concentragdes no sangue e em outros liquidos organicos. O AgHBs (S), E a proteina
mais abundante em particulas nao-infecciosas esféricas e contém o0s principais
epitopos, ou seja, proteinas capazes de induzir uma resposta imune. As particulas
filamentosas apresentam em adicdo ao HBsAg (S) os polipeptideos gp33 e gp36.
Enquanto que, o virion possui quantidades equimolares das trés proteinas de
superficie. As proteinas L e M contém os antigenos correspondentes as regides pré-
S1 e pré-S2 do genoma viral (Focaccia, 2003). O HBsAg (S) de 226 aminoacidos é
encontrado no envelope viral em sua forma n&o-glicosilada (p24), com massa

molecular igual a 24kDa, e glicosilada (gp27) com 27kDa. O HBsAg (M) com 281
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aminoacidos € encontrado em duas formas glicosiladas (gp33 e gp36) e o HBsAg (L)
de aproximadamente 400 amino&cidos, em uma forma nao glicosilada (p39) e outra

glicosilada (gp42) (Focaccia, 2003).

I ]

pres1 preS2 S gene
T A TR TR S T A 2 TRV W L
e e i il P MO T A M
T S

Figura 3. Gene pré S/S e proteinas antigénicas codificadibd_S. (Fonte: Brusgt al, 1991)

A proteina que compde o capsideo viral € uma estrutura eletrodensa quando
vista a microscoépio eletronico e é formada por unidades repetitivas de uma proteina
de 21kDa, chamada de proteina ¢ ou antigeno do core (HBcAQ) Esta presente
somente durante a infeccéo viral, ndo sendo detectado livre no plasma. A analise
bioguimica desta proteina revela uma seqUéncia semelhante ao das cinases
protéicas. Esta atividade autolitica gera outra proteina denominada de antigeno e
(Silva et al., 1995). O gene da proteina HBe, conhecida como proteina pré-core, esta
sobreposto ao gene de HBc (fig. 4). Descrito em 1972 por Magnius & Espmark, é
uma proteina soltvel com coeficiente de sedimentacdo semelhante ao de proteinas
séricas. O HBeAg € um bom marcador de multiplicacdo viral e, portanto, de
infecciosidade. Para a formacdo deste antigeno, inicialmente € produzido um
polipeptideo precursor de 214 aminoacidos, compreendendo os 29 aminoacidos da
regido pré-C e os demais aminoacidos do gene C. O produto é translocado para o
reticulo endoplasmatico onde é processado por clivagem nas duas extremidades,
resultando na formacdo do HBeAg com 159 aminoacidos. O codon de iniciacao
para o HBCAg esta localizado a 87nt apds o sitio de iniciacdo da regido pré-C (Chen
et al., 2001). O polipeptideo do core possui 185 aminoacidos. O capsideo viral &
composto por 180 mondémeros desta proteina que espontaneamente se unem para
formar uma particula icosaédrica. A seqiéncia da regido pré-C codifica um dominio

hidrofébico responsavel por transportar o HBeAg para o reticulo endoplasmatico.
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Essa mudanca de localizacdo é fundamental para a alteracdo da antigenicidade do
HBeAg, de forma que este ndo compartilha homologia antigénica com o HBCAg,
embora ambos possuam seqiéncias de aminoacidos quase que idénticas.
(Focaccia, 2003)

A polimerase viral, codificada pelo gene P, apresenta quatro dominios: o
dominio aminoterminal, que atua como dominio terminal ou primase e é necessario
para o0 inicio da sintese da fita de DNA de polaridade negativa; uma regiao
“espacadora”, que parece nao ter nenhuma funcdo em particular, o dominio de
transcriptase reversa e o dominio C-terminal que exibe atividade de RNAse H. O
gene X codifica um polipeptideo em torno de 154 aminoacidos que pode ser

detectado apenas nos hepatdcitos infectados (Focaccia, 2003).

Gene pré-core/core
ATG Pré-core ATG Core

' » RNAm proteina C

L » RNAm proteina pré-C

Clivagens Clivagem

vV v

| | ++++++ | Proteina pré-core

| |++++++| Proteina HBc

| | | Proteina HBe

Figura 4. Gene C e pré-C, codificando as proteinas antigémioee (HBcAg) e préeore (HBeAg). (Fonte:
Wasenaueet al. 1992 — com adaptacées).

1.2.9. Diversidade viral — subtipos e variantes
A primeira variabilidade conhecida do HBV foi a do HBsAg que possibilitou a
classificacdo das variantes antigénicas do HBV em nove subtipos diferentes: ayw1,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg- e adrg+. Atualmente, por comparacéo
das sequéncias nucleotidicas do gene pré-S/S ou do genoma completo, as variantes
de HBV foram classificados em seis gendtipos, A-F. As bases gendmicas dos
determinantes antigénicos HBsAg foram elucidadas pelo sequenciamento do gene S

e atualmente é conhecido que os determinantes que especificam 0s subtipos do
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HBV residem na proteina S do HBsAg. De modo geral, os gendétipos A e B abrigam
linhagens adw, o gendtipo C abriga linhagens adw, adr, ayr. As linhagens ayw4 e
adw4 agrupam-se nos genotipos E e F, respectivamente (Focaccia, 2003).

Os subtipos e gendtipos do HBV nédo sdo uniformemente distribuidos na
populacdo mundial. O gendétipo D é bastante disseminado em diferentes regifes
mundiais sendo bastante prevalente na area mediterranea e Asia. Os gen6tipos E e
F aparentemente sdo originario de aborigines da Africa e do Novo Mundo,
respectivamente. O genoétipo F € um dos mais prevalentes na América do Sul e
América Central, além de ser um dos mais divergentes entre os genoétipos do HBV
(Focaccia, 2003).

1.2.10. Replicacao viral

Muitas etapas da replicacdo do HBV s&o pouco conhecidas. Apos a adsorcéo
nos hepatocitos, o virus penetra na célula e perde o envoltério. A multiplicacdo do
genoma viral ocorre no ndcleo da célula infectada. Primeiramente o DNA viral &
convertido na forma de dupla fita circular covalentemente ligada (cccDNA). Para isso
a fita positiva € completada pela DNA polimerase e as estruturas das extremidades
5 de ambas as fitas sdo removidas. A RNA polimerase Il transcreve o genoma do
HBV a partir da forma cccDNA em RNAs maiores do que uma unidade do genoma.
Entre estes RNAs, alguns servirdo como RNA mensageiros e irdo ao citoplasma
onde serdo traduzidos para gerar a DNA polimerase do HBV, o HBCcAg e o HBeAg.
O RNA pré-gendmico (pgRNA) sera encapsidado dentro das particulas do core. A
polimerase do HBV inicia a transcricdo reversa. A cadeia de DNA de polaridade
negativa € entdo estendida pela polimerase viral enquanto que a atividade de
RNAse H desta enzima degrada o molde de RNA. Quando a polimerase viral
alcanca a extremidade 5’, uma sequéncia de RNA desta extremidade é deixada
intacta pela RNAse H. Este oligorribonucleotideo é utilizado como iniciador da
sintese da fita de DNA de polaridade positiva, que também € gerada pela polimerase
vira. Uma vez que a sintese da fita positiva é iniciada, as particulas do core contendo
0 genoma viral adquire o envoltério viral (HBsAg). Este processo ocorre no reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi e entdo os virions sdo secretados.
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1.2.11. Evolugéo da doenga — marcadores moleculares

Apés a infeccdo pelo HBV, o virus fica incubado por volta de 180 dias. De
maneira geral, o HBsSAg permanece detectavel por dois ou trés meses. Ainda
durante o periodo de incubacdo, poucos dias ap0s o aparecimento do HBSAg,
detectam-se anticorpos dirigidos contra o HBcAg, chamados de anti-HBc. Nesta fase
inicial, predominam os anticorpos da classe IgM (anti-HBc-IgM), que perduram até
dois ou trés meses apos o inicio do quadro clinico. Durante a infec¢édo, o anti-HBc da
classe 1gG (anti-HBc-IgG) apresenta titulos progressivamente crescentes e
permanece detectdvel por toda a vida. Portanto, enquanto o anti-HBc-IgM
representa importante auxilio diagnéstico na fase aguda (fig. 5) da infeccao, o anti-
HBc-IgG é um marcador clinico e epidemioldgico importante desta infeccéo (Silva et
al., 1995).

O antigeno HBe (HBeAg) é detectavel apds o aparecimento do HBsAg, entre
o final do periodo de incubagéo e o inicio da fase clinica. Na doenca aguda tem
duracdo de poucas semanas. A persisténcia do HBeAg apdés 8 a 10 semanas do
inicio das manifestagdes clinicas é sugestiva de evolucéo a cronicidade (fig. 6).

ApoOs o desaparecimento do HBsAg, segue-se um periodo onde nado se
detecta o HBsSAg nem seu anticorpo (anti-HBs). Este periodo recebe o nome de
janela imunolégica. A janela imunologica se caracteriza pela auséncia de
marcadores HBs, neste periodo, o anti-HBc-IgM pode ser o Unico marcador
detectavel. ApO6s algumas semanas passa-se a detectar o anti-HBs, indicando
resolucdo da infeccédo. Os primeiros anticorpos do sistema HBs a surgirem sdo os
anti-pré-S1, seguidos do anti-pré-S2 e posteriormente o anti-HBs. A constatacéo
desta seqiéncia de eventos é sinal de um bom prognéstico. Por outro lado, a
continuidade da presenca dos antigenos pré-S1 e pré-S2 indica dificuldade no

clareamento e resolucéo da infecgéo (Silva et al., 1995).
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anti-HBc Total

Titulo

AgHBs
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60 4 B 12 16 20 24 38 31 36 52 100

Semanas apos a exposigao

Figura 5. Curso soroldgico da Hepatite B aguda. (Fonteidiinio da Saude, 2005)

AgHBs
anti-HBc

Titulo
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0 4 B 1216 20 24 28 32 36 L2 KOS

Semanas apos a exposicao

Figura 6. Curso soroldgico da Hepatite B cronica. (Fonte:idério da Saude, 2005)

Uma vez infectado, o individuo pode evoluir para trés principais formas (Pinho et
al., 1995):

» Recuperagdo completa com desenvolvimento de imunidade — apos a infecgéo

aguda (sintomatica ou assintomatica).

» Hepatite fulminante — forma de elevada gravidade e letalidade.

» Estado de portador cronico — com diversas formas de acometimento clinico.

Cerca de 90 a 95% evoluem para a cura. Menos de 1% apresentam hepatites
fulminantes e cerca de 5 a 10% persistem como HBsSAgQ positivos por mais de seis
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meses, caracterizando o estado de portador crénico do HBV. O portador cronico
pode ser replicante, apresentando altos nivel dos marcadores HBsAg, HBeAg, anti-
HBcAg, ou nao replicante. Nestes, o genoma viral se integra ao genoma do
hepatocito, aumentando de maneira significativa o risco de desenvolvimento do
hepatocarcinoma. Parte dos doentes com hepatite crénica evoluem para cirrose,
enquanto outros podem desenvolver hepatocarcinoma sem apresentar cirrose

hepatica anteriormente (Focaccia, 2003).

1.2.12. Diagnosticos laboratoriais

A confirmacgédo diagnostica de infeccdo por HBV pode ser realizada por testes
moleculares (pesquisa quantitativa e qualitativa do DNA do HBV) e por testes
sorologicos, que buscam identificar no soro os antigenos (HBsAg e HBeAg) e os
anticorpos (anti-HBsAg, anti-HBeAg e anti-HBcAg) presentes nesta infeccéo,
denominados marcadores moleculares (tabela 2 e 3). Estes antigenos e anticorpos
aparecem e desaparecem do soro de acordo com a fase evolutiva da doenca (fig. 7)
e podem ser correlacionados, temporalmente, com a ocorréncia de sinais clinicos,
como ictericia, ou seja, de acordo com a fase da doenca em que o paciente pode-se
identificar diferentes marcadores moleculares (Focaccia, 2003). Desta forma, a
identificacdo dos marcadores (antigenos e anticorpos) possibilita fazer o diagnéstico
da infeccdo e acompanhar a evolucédo da doenca. A metodologia mais usada para a
deteccdo dos antigenos e anticorpos no soro é o ensaio imunoenzimatico (EIA).

Durante o periodo de incubacao, que varia de 50 a 180 dias, e de duas a seis
semanas antes do aparecimento da ictericia, o Unico marcador molecular detectado
€ HBsAg. ApoOs este periodo, ja pode ser detectado no soro também o antigeno
HBeAg, que indica, em ultima analise, a presenca do virus infectante e replicante. O
HBeAg é marcador de replicagdo viral e sua positividade se associa com a presenca
de DNA viral no soro e com alto risco de transmissdo da infeccdo. O marcador
HBCcAg € um antigeno intracelular insoluvel, que ndo pode ser detectado no soro
(Richard Ravel, 1997). No periodo pré-ictericio ocorre elevacdo gradativa dos niveis
das aminotransferases (ALT e AST), expressando a lesdo hepatocitica progressiva.
No periodo ictérico, além dos sintomas da doenca aguda, nota-se também o
aparecimento dos anticorpos IgM do core, anti-HBcAg IgM, em concentracdes
crescentes. O anti-HBcAg IgM sdo marcadores importantes para o diagnostico de

hepatite B recente, sendo este o primeiro anticorpo a aparecer no soro. O
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aparecimento do anti-HBeAg evidencia que o paciente caminha para a recuperacao,
pois este marcador é indicativo de diminui¢cdo da replicacdo viral. Com consequente
queda da infectividade. Na fase de convalescenca ocorre um aumento progresso
das concentracdes do anti-HBsAg, que associado ao anti-HBcAg IgG, indica cura da
infeccdo, com desenvolvimento de imunidade para este virus. Existe um periodo
chamado de janela imunoldgica que o Unico marcador presente € o anti-HBcAg IgM.
Portanto, o anti-HBCAg pode ser detectado durante a fase aguda, na fase
intermediaria (janela imunoldgica), durante a fase de convalescenca e de imunidade
(Focaccia, 2003), sendo um excelente marcador para o diagnéstico da doenca, pois
€ 0 Unico que apresenta em praticamente todas as fases da doenca.

Nos pacientes que evoluem para hepatite crénica, o HBsSAg permanece
detectavel no soro por mais de seis meses. Nestes casos, 0s pacientes podem
permanecer com o HBeAg no soro por Varios anos ou apresentar o anti-HBe em um
periodo variavel (Focaccia, 2003).

Paciente vacinados contra a enfermidade do HBV apresentam um padrao
sorologico tipico, desenvolvendo apenas anticorpos contra o HBsAg (anti-HBsAQ)
(Focaccia, 2003).

Tabela 2. Interpretagdo do resultado soroldgico para asrearcadores moleculares do HBV.

Marcadores Interpretacao
HBsAg Primeiro marcador a aparecer no soro preckdarsintomatologia clinicg.
Nos casos que evoluem para a cura, deixam de dectaldp. Sug
persisténcia por mais de seis meses indica infecg@mca. Em 1% do
casos Nao pode ser expresso.

V)

IgM anti-HBcAg | A positividade da fracdo IgM associada a presergaHBsAg indica
infeccdo aguda recente. Sua persisténcia por ldaggpo tem valo
preditivo de evolugéo para cronicidade.

IgG anti-HBcAg | Presente nas fases iniciais da daéntambém marcador caracteristica
janela imunoldgica. Associado ao anti-HBsAg indiesenvolvimento d
imunidade ao HBV. O encontro isolado deste marcgutmie indicaf
infeccdo antiga, em que o anti-HBsAg j& ndo € nmaisontrado ol
encontrado em baixos niveis.

1%

HBeAg Importante marcador de replicacéo viral aévde infectividade.
Anti-HBeAg Indica evolucédo para a cura, com pamdeaeplicacao viral.
Anti-HBsAg Anticorpo associado a cura e ao desennmnto de imunidade. E fo

marcador que quando presente, isoladamente, id@sanvolvimento d
imunidade vacinal ao HBV.

11%
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Tabela 3.Determinacao da fase da doenca, de acordo conultadss sorolégico.

Interpretacao HBsAg | HBeAg gnn;i-HBc Anti-HBs
Susceptivel (-) (-) (-) (-) (-) ()
Incubacao (+) (-) (-) (-) (-) ()
Fase aguda (+) (+) (+) (+) (-) (-)
Fase aguda final (+) (+) (-) (+) (-) (-)
ou hepatite (+) (-) (-) (+) (+) ()
cronica (+) (-) (-) (+) (-) ()
Inicio fase

convalescente 0 0 (+) i ) 6)
Imunidade,

infeccao passada (-) (-) (-) (+) (+) (+)
recente.

Imunidade, SRS ® + O (+)
infeccao passada

Imunidade, SR () O
infeccao passada

DI 22 G0 ® 8 () (+)

resposta vacinal

(Fonte: Ministério da Saude, 2005)
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Paciente
HBsAg (+) HBsAg (+) HBsAg (-) HBsAg (-)
Anti-HBc total (-) Anti-HBc total (+) Anti-HBc total (+) Anti HBc total (-)
p 1 1 1
Falso positivo ou Individuo susceptivel:
fase inicial da infecco Anti-HBc IgM (-) Anti-HBc IgM (+) Anti-HBs (-) Anti-HBs (+) vacinacao
1 1 _
el e exames Infecgéo cronica Infeccao aguda Anti-HBc IgM (-) Anti-HBc IgM (+) Contato prévio
em 15 dias
: L _ _
HBsAg (-) HBsAg (+) m:om.B_::mﬂ para Acompanhamento _nm_mm [ESlie Infecgdo aguda
. . Servigo de média P Infeccéo passada ) ’ P
Anti-HBc (-) Anti-HBc total (+) . clinico . anela imunolégica
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1.3. Rubéola

A rubéola ou german measle (sarampo alemdo) € uma doenca infecciosa
causada pelo virus da Rubéola (RV) (fig. 8), do género Rubivirus que
frequentemente, produz manifestagbes discretas ou ausentes (assintomética). A
doenca acomete criancas e adultos, embora esteja entre as que 0s meédicos
comumente denominam como proprias da infancia. Outra designacdo que o0s
médicos comumente usam para doencas virais qgue causam manchas na pele como
a rubéola é de viroses exantematicas (Castifieiras, et al., 2006).

Apesar de tratar-se de doenga com evolugdo comumente benigna que cursa com
febre, erupcdes cutaneas com duracao de aproximadamente trés dias e aumento de
ganglios linfaticos, pode tornar-se potencialmente grave quando acomete mulheres
gravidas. A infeccdo durante as primeiras semanas de gestacdo pode ocasionar o
aborto e a sindrome da rubéola congénita (SRC), caracterizada por defeitos

multiplos no feto, principalmente no cérebro, retina e coracao.

_ RMNA (fita simples - positiva)
| e polimerases
membrana hilipidica

capsideo icosaédrico

glicoproteina

Figura 8. Esquema do virus da Rubéola, RV.
(Fonte: http://researchnews.osu.edu/archive/HTLvtbea.jpg.jpg)

1.3.1. Descoberta do virus da Rubéola

A rubéola foi primeiramente descrita em meados do século XVIII. Em 1740,
Friedrich Hoffmann fez a primeira descrigdo clinica de rubéola (Ackerknecht et al.,
1982), considerada como uma forma de sarampo e escarlatina. A partir de entéo,
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dois médicos alemaes, consideraram a doenga como uma entidade clinica definida,
que recebeu a denominagdo de sarampo alemdo até meados do século XIX. A
nomenclatura atual de rubéola (do latim, vermelho) foi conferida pelo médico
escocés Veale, em 1866, e reconhecida no Congresso Internacional de Medicina em
Londres, em 1881. A virose era considerada banal até 1941, quando o oftalmologista
australiano Norman McAlister Gregg relacionou casos de catarata e cardiopatias
congénitas a ocorréncia de rubéola materna (Best, 2007).

Novas pesquisas mostraram que o virus da rubéola pode ser devastador para
o feto, se a mée for infectada durante a gravidez. Esses efeitos passaram a ser
conhecidos como a sindrome da rubéola congénita, que é caracterizada por surdez,
cegueira, doencas cardiacas e possivel retardo mental. A descoberta de Gregg, nédo
s6 possibilitou elucidar o virus da rubéola em si, mas também deu origem a idéia de
um virus que age como um teratdgeno (Lee, et al., 2000).

No Brasil, um caso de catarata congénita foi descrito, pela primeira vez, em
1946 por Barbosa, em um recém-nascido cuja mée apresentou uma doenca com
erupcoes cutaneas, no segundo més de gestacao (Steibel, et al., 2007).

O virus foi cultivado pela primeira vez em 1962, por dois grupos de
pesquisadores que trabalhavam isoladamente empregando técnicas diferentes. Em
1966, Meyer e colaboradores prepararam a vacina com virus atenuado e realizaram
0s primeiros ensaios no homem (Best, 2007). Em 1969, foi desenvolvida a vacina
contra a rubéola. Em 1972, esta vacina foi combinada com vacinas contra sarampo,
caxumba e tem sido crucial na prevencdo da rubéola e seus efeitos congénitos em

varios paises (Atkinson et al, 2007).

1.3.2. Classificacao

O virus da rubéola infecta somente humanos e € o Unico membro do género
Rubivirus, pertencente a familia Togaviridae. Esta familia de virus também inclui o
género Alphavirus que contém pelo menos 26 espécies de virus que infectam
vertebrados, como humanos, rodores, peixes, passaros, e invertebrados. Diferente
da maioria dos virus da familia Togaviridae, o virus da rubéola ndo é trasmitido por

artrépodes e sim por via aerosol e por contato.
A semelhanca entre os dois géneros pode ser notada pelo genoma de RNA
fita simples, com polaridade positiva, delimitado por um capsideo icosaédrico

(Domingues, et al., 1990).
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1.3.3. Epidemiologia — nacional e mundial

A Rubéola possui uma distribuicdo mundial. Antes da implementacdo dos
programas de vacinacao, a doenca era endémica em todo o mundo e os surtos de
epidemia tendiam a ocorrer na primavera e no verdao de 4 a 7 anos. Estudos
soroepidemioldgicos, em climas temperados, mostraram um aumento na proporgao
de soropositividade com a idade, sendo que 50% de criangcas 9 a 11 anos de idade
tinham evidéncia de infeccdo passada e 15 a 20% das mulheres em idade fértil
permaneceram suscetiveis (Best, 2007).

A rubéola foi recentemente eliminada nos Estados Unidos e nos paises
escandinavos e esta se tornando uma doenca rara em muitos outros paises.
Em 1997, a incidéncia de ambas as doencas rubéola e sindrome da rubéola
congénita (SRC) foi analisada nos paises em desenvolvimento. Foi observada
consideravel variacdo na idade da aquisicdo de rubéola, mas a propor¢cdo de
mulheres suscetiveis era, de modo geral, 0 mesmo que nos paises industrializados
antes da vacinacao (15 a 20%), com uma maior taxa de suscetibilidade em areas
rurais do que nas urbanas. No entanto, mais de 25% das mulheres foram sensiveis
em 12 dos 45 paises estudados (Cutts, et al., 1997).

A Organizagédo Mundial da Saude estima que ocorram mais de 100.000 casos
de Sindrome da Rubéola Congénita por ano, nos paises em desenvolvimento. A
rubéola e a SRC sao doencas de notificagcdo compulséria desde 1996. No entanto,
s6 a partir de 1999, com a vigilancia integrada dos virus do sarampo e da rubéola
como estratégia para atingir a meta de erradicacdo do sarampo passou-se a
documentar de forma representativa a circulagdo do virus da rubéola no Brasil.
Assim, surtos de rubéola foram detectados em diversos estados entre 1999 e 2001
(Ministério da Saude, 2005).

Foram observados padrdes diferenciados de ocorréncia da rubéola por faixa
etaria, provavelmente como consequéncia da introducdo gradual da vacina, o que
acarretou deslocamento da ocorréncia da doenca em adultos e jovens entre 1999 e
2000. Em 1999, a maioria dos surtos ocorreu em estados que ainda nao haviam
implantado a vacinagdo contra a rubéola, sendo a populagdo mais atingida a de
menores de 15 anos. Em 2000, os surtos atingiram estados que jA possuiam a
vacina contra rubéola. No periodo de 2000 e 2001, observou-se um aumento no

numero de casos de Sindrome da Rubéola Congénita (Ministério da Saude, 2005).
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1.3.4. Transmissdo

A transmisséo do virus RV ocorre por contato direto, secre¢des do nariz ou da
garganta ou, ainda, pelo ar. O virus multiplica-se na faringe e nos orgéos linfaticos e
depois dissemina-se pelo sangue para a pele. O periodo de incubacdo é de
aproximadamente duas semanas e 0 periodo de transmissdo ocorre em uma
semana antes de aparecer o exantema cutaneo, ou seja, manchas avermelhadas na
pele (Best, 2007).

A SRC é transmitida pela via transplacentaria, apdés a viremia materna.
Recém-nascidos com SRC podem excretar o virus da rubéola nas secre¢des naso-

faringeas, sangue, urina e fezes por longos periodos (Costello & Yungbluth, 1999).

1.3.5. Sintomas

A infeccao, geralmente, tem evolugdo benigna e em metade dos casos nao
produz qualquer manifestacdo clinica. As manifestagcbes mais comuns sao febre
branda (até 38 C), aumento dos ganglios linfaticos no pescoco, hipertrofia
ganglionar retro-ocular e suboccipital, manchas avermelhadas cutaneas
(exantemas), inicialmente no rosto e que evoluem rapidamente em direcdo aos pés e
em geral desaparecem em menos de 5 dias (Best, 2007). Outros sintomas séo a
vermelhiddo (inflamacé&o) dos olhos, dor muscular das articulacdes, de cabeca e dos
testiculos, pele seca e congestdo nasal com espirros (Edlich et al., 2005).

O virus da rubéola so é realmente perigoso quando a infeccdo ocorre durante
a gravidez, com invasao da placenta e infeccdo do embrido, especialmente durante
0s primeiros trés meses de gestacdo. Nessas circunstancias, a rubéola pode causar
aborto, morte fetal, parto prematuro e malforma¢des congénitas como cataratas,
glaucoma, surdez, cardiopatia congénita, microcefalia com retardo mental ou
espinha bifida (Atreya et al., 2004). Outras manifestacdes clinicas que podem
ocorrer por causa da SRC, porém transitérias, sdo a hepatoesplenomegalia,
hepatite, ictericia, anemia hemolitica, adenopatia, meningoencefalite, entre outros
(Best, 2007).

1.3.6. Estrutura viral

As particulas esféricas dos virus da familia Togaviridae (virions), geralmente,
apresentam um diametro de 50 a 70 nm. S&o cobertos por uma membrana
lipoprotéica (envelope viral) derivado da membrana da célula hospedeira, onde se

observa proeminentes projecdes de 6 nm, composto por proteinas do envelope viral
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E1l e E2. Estas proteinas apresentam-se tanto como mondmeros quanto como
complexos ligados por pontes dissulfeto (E1-E1 e E1-E2). Dentro do envelope
lipidico ha um capsideo icosaédrico de 40 nm de diametro, formado pela proteina C,

esta se apresenta exclusivamente como um homodimero. (GieRauf et al., 2004).

1.3.7. Proteinas — antigenos

O virus RV contém trés proteinas estruturais: E1, E2 e a proteina do capsideo
C. A proteina do capsideo C, de 33 kDa, contém clusters de serina e prolina, 0s
quais postula-se estarem envolvidos na ligagdo ao RNA gendémico do virus para
formar os capsideos virais (Liu, et al., 1996). As proteinas do envelope viral, E1 (58
kDa) e E2 (42 a 47 kDa) sao glicoproteinas transmembrana do tipo 1, observadas
na forma de heterodimero E1-E2 na superficie do virus. As proteinas E1 e E2
contém um dominio transmembrana possuindo 22 e 39 residuos de aminoécidos,
respectivamente (Frey, 1994).

Sequéncias de aminoacidos tém revelado que proteinas E1 contém trés sitios
de N-glicosilacdo, enquanto para E2 o numero de sitios parecem variar dependendo
do isolado viral. A fungcédo dessas glicoproteinas tem sido estudada extensivamente.
Usando anticorpos monoclonais, estudos mostraram que a glicoproteina E1 contém
pelo menos seis epitopos, muitos dos quais estao associados em hemaglutinacéo e
neutralizacdo (Chaye et al., 1992). A funcdo da N-glicosilacdo na antigenicidade e
imunogenicidade de E1 tem sido investigada. Varios estudos tém mostrado que a
subunidade glicoprotéica E1 inclui epitopos que servem como alvo para anticorpos
neutralizantes e, associada a E2, € responsavel por induzir as respostas imunes
contra o RV. A proteina E1 também tem um importante papel na fusdo do envelope
viral com a membrana da célula hospedeira, iniciando o ciclo de replicagcdo do RV
(Law et al., 2006).

1.3.8. Genoma

O RV é um virus de RNA fita simples positiva, com um genoma de
aproximadamente 10000 nucleotideos, codificando duas ORFs. A ORF da
extremidade 5’ possui 6.345 nucleotideos e codifica as proteinas virais nao
estruturais p150 e p90, enquanto que a ORF da extremidade 3’ possui 3.189
nucleotideos e codifica para as proteinas estruturais, capsideo (C), E2 e E1 (Yao et

al., 1998). As proteinas nao estruturais sdo formadas pela clivagem proteolitica da
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poliproteina precursora p200 em dois fragmentos pl50 e p90. As proteinas
estruturais sdo clivadas pela poliproteina p110 de um RNA mensageiro (MRNA)
subgendémico 24S. A poliproteina pl110 é translocada para dentro do reticulo
endoplasmatico por dois peptideos finais separados localizados em E1 e E2. Dentro
do reticulo endoplasmatico, a proteina do capsideo é clivada de E2, e E2 é clivada

de E1 (Baron et al., 1992).

1.3.9. Diversidade viral — subtipos e variantes

A proteina E1 é bastante conservada (Frey et al., 1998). Comparando
seqiiéncias de E1 de 63 virus da rubéola isolados na Europa, Asia e América do
Norte, entre 1961 e 1997 e observaram uma identidade de nucleotideos superior a
95%, sendo que a seqUéncia de aminoacidos diferiu menos de 3%. Tendo como
base a seqliéncia desse gene E1, podem-se distinguir dois clados e dez gendétipos
de RV, sendo que oito dos dez gendtipos ja tiveram os seus genomas sequenciados
(Zhou et al.,, 2007). De acordo com estes autores, os virus dos oito genotipos
sequenciados apresentam 78% de identidade e possuem o mesmo numero de
nucleotideos em cada uma das ORFs e nas regides nédo traduzidas (5’ e 3UTR). A
analise da diversidade viral é importante para a escolha das regides antigénicas
estudadas, pois algumas regides sao encontradas em poucos subtipos e variantes,

nao sendo indicadas para estudos de grande escala.

1.3.10. Replicagéo viral

A rota de entrada do virus da rubéola na célula hospedeira ndo esta
completamente elucidada. Contudo, 0 RV pode estabelecer infeccbes em uma
grande variedade de linhagens celulares em cultura. Estudos indicam que o
processo de infeccdo do RV é mediado pela interacdo da particula viral com os
fosfolipideos e glicolipideos da célula hospedeira (Mastromarino et al., 1990).

Estudos bioquimicos tém mostrado que a exposicdo das glicoproteinas E1 e
E2 a pH 6 induz uma mudanca conformacional nas glicoproteinas que favorecem a
fusdo do envelope viral as membranas do endossomo. Essa hipotese foi
corroborada pelos estudos que demonstraram que a replicacéo viral foi inibida apos
tratamento com agentes lisossomotrépicos (Petruzzielo et al., 1996).

O RV é caracterizado por ter uma baixa taxa de replicacdo, o que reflete em

um periodo de laténcia viral de 8 a 12 horas em nivel celular. Durante a infeccao
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pelo RV, formas distintas de RNA viral podem ser detectadas: o0 RNA gendmico fita
simples 40S (3800 kb), RNA subgenbémico 24S (1200 kb) e intermediarios
replicativos virais (RI) 21S, representando duplas fitas de RNA (dsRNA) (Lee &
Bowden, 2000). O RNA gendmico, que € dotado de 5' cap e € poliadenilado,
funciona como RNA mensageiro de proteinas ndo estruturais codificadas na
extremidade 5' do genoma. Essas atuam no processo de replicacdo e traducao do
RNA viral, que resulta na formacdo de um RNA complementar (antisenso) feito a
partir do RNA gendmico. O RNA antisenso € o molde para o genoma das novas
particulas virais (Baron et al., 1996). Um mRNA subgendmico (referente a
extremidade 3' do genoma) é traduzido em todas as proteinas estruturais do virus.
As proteinas estruturais sao traduzidas como uma poliproteina C-p62-6K-E1, que é
processada co-traducionalmente. A proteina C € liberada pela sua atividade de
autoprotease, p62 € um precursor intracelular de E2 e os 6K sdo peptideos
transmembranicos que contém a sequéncia lider para E1. Ambos RNAs 40S e 24S
podem ser detectados no término do periodo viral latente, com proteinas estruturais
virais aparecendo 4 horas depois (Hemphill et al., 1988) . Os picos de producao do

virus ocorrem durante o periodo de 36 a 48 horas pos-infec¢ao.

1.3.11.  Aspectos clinicos — evolucéo da doenca

A rubéola apresenta um periodo de incubacdo, em média, de 14 dias. Apos
este periodo comegam a aparecer os sintomas, quando a infec¢do é sintomética. Ha
um risco de 90% do virus da mée afetar o desenvolvimento do feto, resultando na
Sindrome da Rubéola Congénita — CRS. Recém-nascidos com SRC podem excretar
o0 virus da rubéola por varios meses ou até anos (Costello & Yungbluth, 1999).

Anticorpos especificos para o virus da rubéola aparecem logo apos o inicio da
doencga. A presenca de IgM positiva significa que houve infeccdo recente. Esses
anticorpos, geralmente, ndo sdo mais detectados apds quatro a seis semanas do
inicio do exantema. No entanto, anticorpos IgG, usualmente, persistem por toda
vida.

O feto infectado é capaz de produzir anticorpos especificos IgM e IgG para
rubéola antes mesmo do nascimento (fig. 9). Os anticorpos IgM maternos nao
ultrapassam a barreira placentaria, portanto, a presenca de anticorpos IgM
especificos para rubéola no sangue do recém-nascido é evidéncia de infeccéo

congénita. Os anticorpos IgM podem ser detectados em 100% das criangas com
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Sindrome da Rubéola Congénita até o 5° més, em 60% em criancas de 6 a 12
meses e em 40% em criancas de 12 a 18 meses. Raramente séo detectados apds o
18° més.

Os anticorpos maternos da classe 1gG, no entanto, podem ser transferidos
passivamente ao feto através da placenta, sendo encontrando, também, nos recém-
nacidos normais, de maes imunes a rubéola. Nado é possivel diferenciar os
anticorpos IgG maternos daqueles produzidos pelo préprio feto, quando infectado
intrautero. Como a quantidade de anticorpos IgG maternos diminui com o tempo,
desaparecendo por volta do 6° més, a persisténcia dos niveis de anticorpos IgG no

sangue do recém-nascido é altamente sugestiva de infec¢do intra-uterina (Ministério

da Saude, 2005).
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Figura 9. Curso soroldgico Sindrome da Rubéola Congénitgpd®tas imunitaria. (Fonte: Ministério
da Saude, 2005)

1.3.12.  Diagndsticos laboratoriais
E dificil diferenciar clinicamente a rubéola de outras doencas exantematicas.

E importante, portanto, a confirmacdo do diagndstico por exame laboratorial
(Costello & Yungbluth, 1999).

Os exames laboratoriais sdo imprescindiveis para o estabelecimento do
diagnoéstico definitivo. Para a investigacdo de casos suspeitos de Sindrome da
Rubéola Congénita, deve ser colhida uma amostra de sangue logo apés o
nascimento, quando ha suspeita ou confirmacdo de infeccdo materna durante a

gestacdo, ou logo apoés a suspeita diagndstica, em criancas de idade menor que um

ano (Ministério da Saude, 2005).
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Assim como para a hepatite B, ensaios imunoenzimaticos (EIA) para deteccao
de IgM e IgG rubéola-especificas é a metodologia mais usada atualmente para
deteccdo do RV. No entanto, esses ensaios tém limitacdes pela ndo-correlacdo das
taxas de IgM e IgG com a presenca do RV (Best, 2007). Dentre os ensaios
imunoenziméticos usados com mais freqiiéncia para deteccédo do RV, destaca-se o
ELISA. Praticamente a maioria dos anticorpos contra proteinas estruturais do RV
sao detectados por ELISA RV-IgG. Varios anticorpos monoclonais tém sido usados
para estudar os epitopos envolvidos na hemaglutinacdo e na neutralizacdo do RV

(Chaye et al., 1992).

1.4. Estratégia multiepitopo para diagnéstico

Por meio de pesquisa sobre 0s principais epitopos contra o virus da hepatite
C, Dipti e colaboradores (2006) sugeriram a constru¢cado de um antigeno multiepitopo
sintético para o diagnostico de hepatie C.

A escolha desses epitopos foi baseada em quatro critérios. Tinham que ser
(i) imunodominantes, (ii) especificos para anticorpos anti-HCV (iii) lineares, e (iv)
filogeneticamente conservados na maioria dos gendétipos do HCV circulantes nas
diferentes partes do mundo. Esses critérios se justificam pela necessidade do
antigeno multiepitopo reconhecer anticorpos contra HCV de forma especifica e
eficiente. Para isso, € necessario que os epitopos escolhidos sejam significativos e
apresentem reatividade em soros de pacientes em todo o mundo. E necessario,
também, trabalhar com epitopos lineares e conservados, de modo que, quando
incorporados a proteina sintética, conservem a sua imunorreatividade nos varios
sorotipos de HCV. Caso contrario, se epitopos conformacionais fossem utilizados na
construgcdo do antigeno sintético, € improvavel que eles iriam manter sua
conformacéao e integridade, portanto, ndo manteriam as suas imunorreatividades no
antigeno sintético.

Constatada a capacidade do antigeno multiepitopo sintético de reconhecer
anticorpos especificos para hepatite C, foi analisada sua potencial utilizagdo como
diagnéstico anti-HCV. O estudo de Ditpi mostrou que a alta densidade de epitopos
especificos, filogeneticamente conservados e imunodominantes que foram

selecionados para construir a proteina sintética multiepitopo contribuiu para um
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elevado grau de especificidade e sensibilidade. Além disso, a estratégia da utilizacao
de uma dUanica proteina recombinante multiepitopo elimina a necessidade de

sintetizar e expressar varias sequéncias peptidicas.

1.4.1. Epitopos contra o HBV

Os epitopos do virus HBV reconhecidos pelos anticorpos variam com 0sS
estagios da doenca. A regido genbmica precore/core (fig. 10) mostrou-se a mais
conservada e, portanto a melhor indicada para analises peptidicas. Em infeccéo
aguda, os anticorpos anti-HBc reconhecem todos os peptideos. Apés a fase aguda,
0s anticorpos anti-HBc reconhecem principalmente epitopos localizados na regiao
central da proteina HBc, do residuo 74 ao 123 (Tordjeman et al; 1993).

Em testes realizados por Sallberg e colaboradores (1991), utilizando
anticorpos monoclonais HBe/HBc, foi observado que todos os mAbs anti HBe/HBc
reconheceram o peptideo: 126-135, sendo que a regido 128-133 foi determinada
como essencial. Em uma segunda pesquisa de Sallberg e colaboradores (1991),
com 46 pacientes para analisar a reacdo dos peptideos virais com anticorpos de
pacientes infectados, foi observado que dois pacientes reconheceram o peptideo 76-
83 do HBc/eAg, sendo Asp78, Pro79, Arg82, and Asp83 o0s residuos essenciais.
Dois de dez casos de HB aguda, reagiram com o peptideo 61-85. Cinco dos doze
casos de pacientes HBeAg positivos, reagiram fracamente com os peptideos 41-60,
61-85, 121-140 e/ou 141-160. Oito dos 12 casos de pacientes anti-HBe positivos
reagiram com o peptideo 121-140. IgG de coelhos imunizados reconheceram 0s
peptideos 1-20, 61-85 e 71-90.

Peptideos localizados na regido hidrofilica da proteina C foram sintetizados
por Colluci e colaboradores (1988). Nesta pesquisa, soros de vinte pacientes, trés
anticorpos monoclonais anti-HBc e dois anticorpos monoclonais anti-HBe foram
testados. O peptideo 107-118 reagiu com todos 0s soros e mAbs anti-HBc testados.

Takahashi et al., (2001), utilizando anticorpos monoclonais contra o epitopo
135-145 do HBcAg, mostraram que este peptideo € equivalente aos utilizados em

testes de diagndsticos anti-HBc de rotina.
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Figura 10. Seqiiéncia protéica dos antigenos HBe e HBc.

1.4.2. Epitopos contra o0 RV

Por meio de altas titulacdes de 1gG anti-RV em individuos hiperimunizados
com vacinas contra rubéola, foi possivel identificar 3 epitopos (Lozzi, L; et al., 1990;
Fig. 11) EP-1, EP-2, EP-3) dos 4 epitopos neutralizantes para E1. BCH -178 é um
peptideo representando o quarto dominio neutralizante de E1 e que é o alvo para
anticorpos neutralizantes nos humanos em resposta ao RV (Mitchel et al., 1993).
Esta regido é altamente conservada entre os diferentes tipos de RV, em contraste a
outros dominios neutralizantes (Frey et al.,1998). Um unico dominio neutralizante
fraco tem sido identificado na proteina E2 usando anticorpos neutralizantes. Dois
peptideos sintéticos analogos as regides BCH-178 e EP-3 mostraram um estimulo a
proliferacdo dos linfécitos (Mitchell et al., 1993) e uma proliferacdo anormal dos
linfécitos em resposta a 3 peptideos sintéticos da proteina E1 foi observado em
pacientes com artrite associada a rubéola (Mitchell et al., 1993). Dessa forma, essas
regides sdo bastante imunoreativas e promissoras, podendo ser usadas em ensaios

para a deteccao de anticorpos anti-RV.
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Figura 11. Um modelo da proteina E1 do virus da rubéolacullis em negritos indicam todos os
dominios neutralizantes lineares conhecidos nafmatE1l. (Fonte: Giaufet al; 2004).
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2. Justificativa

Embora muito utilizado, o teste de detec¢do de Anti-HBs pode ser ambiguo
por referir-se a pacientes curados de hepatite B ou, simplesmente, pacientes
vacinados contra a doenca mas que nunca entraram em contato com o HBV (Jpelaar
& Hovanec-Burns, 1999). Desta forma, para obter um resultado mais conclusivo
sobre individuos que ja entraram em contatocom o virus, € necessario fazer testes
de deteccdo de anti-HBc, anticorpo produzido apenas pelo contato direto com a
proteina antigénica do virus (AgHBc) (Ferreira, 2000).

Assim como a hepatite B, a infeccdo pelo virus da rubéola é uma doenca
comum na maioria dos paises em desenvolvimento e é um problema de saulde
publica no Brasil, onde se observa surtos a cada 7 a 10 anos. Em 1996, a rubéola
passou a fazer parte da lista de doencas de notificagcdo compulsoria no Brasil
(Agéncia Saude, 2006).

A construcdo de polipeptideos recombinantes multiepitopo possibilita o
diagndstico de hepatite B e rubéola em hemocentros, tanto para evitar o desperdicio
de bolsas de sangue, como para garantir a utilizacdo de sangue saudavel, além de
oferecer um diagndstico preciso para populacdo em geral. No entanto, estas
técnicas ainda sao pouco exploradas no Pais.

Os kits de diagndsticos comerciais para hepatite B e para rubéola, baseados
em ensaios imunoenzimaticos (EIA) detectam anticorpos especificos contra epitopos
presentes nas respectivas proteinas virais. O Brasil importa e utiliza estes kits de
diagnostico. Para contornar esse problema, a estratégia de producdo de proteinas
recombinantes na forma de multiepitopo em Escherichia coli torna-se uma
possibilidade viavel. Ndo ha relato na literatura de um trabalho genuinamente
brasileiro sobre a construcdo de proteinas multiepitopos. Dessa forma, essa
tecnologia, aléem de aumentar a variabilidade dos epitopos nos kits possivelmente ira
reduzir custos, pois reuniria, em uma Unica cadeia polipeptidica, os diversos

antigenos necessarios para um diagndstico confiavel.

41



3. Objetivos

3.1. Geral

Este trabalho encontra-se inserido em um projeto maior que busca utilizar
técnicas de engenharia genética que permitam a construcdo de peptideos
recombinantes para uso em kit de diagnostico e/ou para produgcdo de anticorpos
monoclonais e/ou para pesquisa e desenvolvimento de vacinas, farmacos e
medicamentos para hepatite C, citomegalovirus, AIDS e dengue além da hepatite B
e da Rubéola. O projeto vai desde o desenho de genes sintéticos codificando
proteinas multiepitopos até o seu potencial uso biotecnolégico.

3.2.  Especificos
= Desenhar os genes que codificam para as proteinas multiepitopos dos virus
HBV e rubéola, sintetiza-los quimicamente visando sua clonagem;
» Induzir a expressao das proteinas recombinantes em Escherichia coli.
= Purificar as proteinas recombinantes para verificar a sua funcionalidade.
» Realizar teste de atividade imunolégica das proteinas por ELISA visando a
sua aplicacdo em diagnoéstico de Hepatite B e rubéola.
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4. Materiais e Métodos

4.1. ConsideracOes gerais

Todas as reagfes enziméaticas relacionadas a manipulacdo de acidos nucléicos
seguiram protocolos consagrados (Sambrook, et al, 1991) com algumas
modificacdes. Os reagentes utilizados no preparo das solu¢cdes foram os de maior
grau de pureza disponiveis no laboratério e a 4gua usada foi destilada ou milli-Q. As
solucées e meios de cultura foram esterilizados a 120°C durante 15 min. As enzimas
e tampdes utilizados foram adquiridos das empresas Promega, New England Biolabs
e GE.

4.2. Linhagens de E. coli
As linhagens de E. coli utilizadas neste trabalho, com seus respectivos

genotipos, estdo representadas na tabela abaixo.

LINHAGEM GENOTIPO

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) d80dlacZAM15 AlacX74 recAl

EPI 300 endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL (StrR) nupG
trfA dhfr
BL21(DE3)pLysS F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3) pLysS(cmR)

A linhagem EPI 300 foi escolhida pela disponibilidade no laboratério, utilizada
para inserir o plasmideo pET 2l1a contendo o gene recombinante, com o intuito de
apenas replicar a quantidade de plasmideo. A linhagem BL21(DE3)pLysS foi
escolhida por ser uma célula ja preparada, por engenharia genética, para

proporcionar a inducdo de plasmideos pelo indutor IPTG, através do promotor T7.
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4.3. Meios de cultura
4.3.1. Meio LB pH 7,4.

Peptona de Caseina 1,0 %
Extrato de Levedura 0,5%
NaCl 0,5%

Para o preparo de meio solido era adicionado 1,5 % de agar bacteriolégico ao
meio LB. Quando necessario, foi adicionado ampicilina ao meio LB para uma
concentracéo final de 100 mg/ml.

4.3.2. Meio SOB pH 7,0

Bacto-triptona 2,0%
Extrato de Levedura 0,5%
NaCl 10,5 mM
KCI 10 Mm

4.3.3. Meio SOC

Para o preparo de meio SOC foram adicionados 98% de meio SOB, 1% de

glicose 2M e 1% de solucado estoque de ions magnésio 2 M de (MgCl,, 1M + MgSOQy,
1M).

4.4.  Solugoes

4.4.1. New England Biolabs
44.1.1. NEB2

Tampao Tris-HCI 10 mM, pH 7,9
MgCl, 10 mM
DTT 1mM
44.1.2. NEB4
Tampao Tris-Acetato 20mM, pH 7,9
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potassio 50 mM
DTT 1 mM
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4.4.2. Solucgdes para gel de agarose
4.4.2.1. Gel de agarose 0,8%

Agarose

TEB

4.4.2.2. Tampéo de corrida— TEB 10X, pH 8,0

Trizma-base
Acido Bérico
EDTA
4.4.2.3. Tampéao de amostra— TEB 6X
Glicerol
Azul de Bromofenol
TEB

4.4.3. Solugodes para gel SDS-PAGE
4.4.3.1. Tampao de Corrida 10X
Trizma-base
Glicina
SDS
4.4.3.2. Tampao de amostra 2X
Tris-HCI
SDS
2-Mercaptoetanol
Azul de Bromofenol
4.4.3.3. Gel separador SDS-PAGE (12%)
Sol. Acril/bis 30% (29:1)
Tris-HCI
SDS
Persulfato de amoénia
TEMED
4.4.3.4. Gel concentrador SDS-PAGE (5%)
Sol. Acril/bis 30% (29:1)
Tris-HCI
SDS
Persulfato de amdnia
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0,8%
0,5%

0,89 M
0,89 M
0,08 M

50%
0,01%
6 X

125 mM
0,96 M
0,5%

100 mM, pH 6,8
2%

10%

0,01%

12%

0,4 M; pH 8,8
0,1%
0,045%
0,075%

5%

0,12 M, pH 6,8
0,1%

0,12%



TEMED
4.4.3.5.

Metanol

Solucéo Corante SDS-PAGE

Acido acético glacial
“Coomassie Brilliant Blue R250”

4.4.3.6. Solugédo Descorante SDS-PAGE
Metanol

Acido acético

4.4.4. Tampdes para extracdo plasmidial (mini-prep
4.4.4.1.
Tris-HCI
EDTA
4.44.2. Solugéo ll
NaOH
SDS
4.4.4.3. Solugéo lll
Acetato de potassio

Tampéao TE (solucéo I)

4.4.5. Solucbes para W estern blotting
4.45.1. Tampéao PBS 10X, pH 7,2
NacCl
Na,HPO,
NaN3
4.45.2. Tampdao PBST 1X
Tampéao PBS
Tween 20
4.4.5.3. Tampao APB
NaCl
Tris-base
MgCl,
4.45.4. Solucao de transferéncia
Tris-base

Glicina
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0,05%

40%
10%
0,25%

40%
10%

aracao)

10mM, pH 8,0
1ImM

200mM
1%

5M, pH 4,8

137 mM
7 mM
0,02% (p/v)

1X
0,05% (V/v)

100 mM
100 mM, pH 9,5
5mM

48 mM
39 mM



SDS
Metanol
4.45.5. Solucao de bloqueio
Leite em p6 desnatado (Molico)
PBS
4.45.6. Solucao de revelagdo de Western blotting (  Zymed
Laboratories)
NBT (Nitroblue tetrazolium salt)

BCIP (5-bromo-4chloro-3indolyl phosphate)

4.4.6. Solucbes para purificacdo das proteinas rec  ombinante
4.4.6.1. Solucao de Lise, pH 8,0
NacCl
Na,HPO,4
Imidazol
Uréia
4.4.6.2. Solucao de Lavagem, pH 8,0
NacCl
Na,HPO,
Imidazol
Uréia
4.4.6.3. Solucao de Eluicao, pH 8,0
NacCl
Na,HPO,
Imidazol

Uréia

4.4.7. Solucbes para os teste de ELISA
4.4.7.1. Tampao de dialise
NH4CO3
4.4.7.2. Tampao de dialise para Dicroismo Circular
MOPS
4.4.7.3. Tampao de adsorcéo, pH 9,5
Na;HCO3
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0,037%
20%

5%
1X

10X
10X

300 mM
50 mM
10 mM

8 M

300 mM
50 mM
20 mM

8 M

300 mM
50 mM

500 mM
8 M

10 mM

2mM

10 mM



Na,CO3 3 mM
4.4.7.4. Tampéo de lavagem
PBST 0,05%
4.4.7.5. Solucao de bloqueio
Leite em p6 desnatado (Molico) 5%
PBS 1X
4.4.7.6. Tampao de revelacao
pNPP 2mg/mL de APB
4.4.7.7. Diluicado de anticorpos
Monoclonal Anti-poly Histidine — Alkaline phosphatase antybody produced in mouse
(Sigma), diluido em solug&o de bloqueio 1:1000

Anti-Human I1gG (Fc specific) — Alkaline phosphatase antybody produced in goat
(Sigma), diluido em solug&o de bloqueio 1:5000

Anti-Human IgM (u-chain specific) — Alkaline phosphatase antybody produced in goat
(Sigma), diluido em solug&o de bloqueio 1:5000

a-Anti-Human 1gG — Alkaline phosphatase antybody produced in goat (Sigma),
diluido em solugéo de bloqueio 1:25000

4.5. Preparo das células competentes

4.5.1. EPI 300 - Eletrocompetente

Uma colonia isolada de EPI300 foi inoculada em 50 mL de meio SOB em um
frasco Erlemmeyer de 500 ml e deixada crescer por 16 horas sob agitacédo a 37°C .
No dia seguinte, 500 ul dessa cultura foram diluidos em 500 ml de meio SOB em um
frasco Erlemmeyer de 1 litro. ApdOs crescer por 2 a 3 horas, sob agitagdo a 37°C, até
atingir uma densidade otica a 600 nm de 0,8, as células foram coletadas por
centrifugacéo a 2600 g por 10 minutos. As células foram entdo ressuspendidas em
40 ml de glicerol 10%, gelado e submetidas a uma nova centrifugacdo como a
anterior, a 4°C. Este procedimento foi repetido mais uma vez.

As células foram entdo suspensas para uma densidade 6tica a 600 nm de 200
a 250 e dividas em aliquotas de 100uL. Essas aliquotas foram congeladas e

armazenadas a —80°C.
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4.5.2. E. coli BL21 (ADE3) pLysS - termocompetentes

Inicialmente, foi feito um pré-indculo das células de E. coli a serem
transformadas (um clone isolado, em 5 ml de meio LB) e incubou-se a 37°C por 16
horas. ApoOs este periodo, um aliqguota de 1 ml da cultura obtida foi utilizada para
inocular 30 ml de meio LB incubando-se a 37°C, sob agitacdo, até atingir uma
densidade 6tica a 600 nm de 0,2 -0,3 (equivalente a 10® células/ml). As células
foram coletadas por centrifugacdo a 5000 g por 10 minutos, a 4°C e o sedimento foi
suspenso em 10 ml de cloreto de calcio 100 mM, incubando-se, a seguir, no gelo por
30 minutos. Depois de centrifugar nas condi¢cdes acima descritas, o sedimento foi
ressuspendido em 1 ml de solucdo de cloreto de calcio 100 mM e glicerol 15%.
Aliguotas de 100uL foram transferidas para tubos Eppendorf novos e mantidas a -
80°C.

4.6. Transformacao de bactéria
4.6.1. EPI 300 — Eletroporacao
Para aumentar a quantidade de material e possibilitar analises dos genes
rMEHB e rMERUB, os vetores adquiridos pela empresa Epoch Biolabs foram
inseridos em E. coli EPI300 por transformacdo com eletroporagao (Sambrook et al.
2001). Os sistemas de transformacéo foram mantidos no gelo durante 30 minutos. A
linhagem eletrocompetente foram adicionados 5 pL do sistema de ligacdo (gene
MEHB ou o gene MERUB e vetor pET21a). Foram transferidos 100 pL da mistura de
células e sistema de ligacao para a cubeta do eletroporador, o sistema foi submetido
a eletroporacdo em equipamento GenePulser, da BioRad e foi dado um choque de
3.9 V. Os parametros utilizados foram de 25 pF, 200 Q. As células foram removidas
para um Falcon de 15 mL contendo 3 mL de meio SOC. O in6culo foi incubado por
45 minutos no shaker a 37°C a 250 rpm. Em seguida, foi feito uma placa de LB agar

utilizando 10 pL de células transformadas.

4.6.2. E. coli BL21 (ADE3) pLysS — Choque térmico
A transformacdo da célula hospedeira, E. coli BL21 (ADE3) pLysS, foi
realizada utilizando a técnica de choque térmico, possibilitando a insercdo da

seqUéncia clonada no vetor de expressao a (Sambrook et al., 2001). Em um
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eppendorf estéril de 1,5 mL foi adicionado 100 uL de células competentes e 7,5 pL
da solucdo de DNA (vetor de expressdo + rMEHB ou rMERUB). O sistema foi
incubado no gelo por 30 min. Em seguida, foi incubado a 42<C por 90 segundos. Foi
adicionado 1 mL de meio LB e incubado a 37<C por 40 minutos aproximadamente. A
cultura foi semeada em 2 placas com 100 pL e 150 pL da suspenséo de células em
placa de meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina.

4.7.  Mini-preparacao plasmidial — extracdo de DNA

Para verificar a presenca dos sitios de restricdo nas extremidades do gene, foi
feita uma extracdo plasmidial (mini-preparacdo) utilizando o kit da empresa GE
Healthcare. Trés colbnias isoladas da placa de células transformadas foram
inoculadas em 5 mL de meio LB cada. Os indculos foram incubados por 16 h no
shaker a 37°C 250 rpm. Foram centrifugados 4,5 mL de cada inéculo e descartado o
sobrenadante. Os pellets foram ressuspendidos em 200 pL de solucdo 1 do kit. Em
seguida, foram adicionados 200 pL de solucdo 2 e misturada gentilmente. Foram
adicionados 400puL de solucdo 3 e misturados gentilmente até aparecer uma massa
de restos celulares. Os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 5 min. Os
sobrenadantes foram removidos para as colunas do kit e foram centrifugados a
12.000 rpm por 1 min. O liquido que atravessou a coluna foi descartado e a coluna
foram adicionados 400 pL da solucédo 3 e centrifugados a 12.000 rpm por 1 min. Em
seguida, a coluna foi adicionados 400 pL de solucédo de lavagem e centrifugados a
12.000 rpm por 1 min. Depois de descartar o liquido que atravessou a coluna, esta
foi recentrifugada por 12.000 rpm por 30 seg. O plasmidio foi eluido com 50uL de
H.O milli-Q, centrifugados a 12.000 rpm por 30 seg.

4.8. Digestao
O fragmento extraido foi analisado com as endonucleases de restricdo Nde | e
Xho | da New England Biolabs. As digestdes foram feitas para um volume final de 10
puL. Em cada sistema foram adicionados 1 uL de enzima, 3 pL de DNA no caso das
digestdes simples e 6 UL no caso das digestbes com ambas enzimas. Para cada

enzima escolheu-se o tampdo mais indicado pela empresa fornecedora
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(concentracéo final de 0,5X), além de BSA (concentragdo final 1X) nos casos das

digestdes envolvendo Xho I.

4.9. Inducao

O procedimento foi realizado para verificar a capacidade da linhagem de E.
coli BL21 (ADE3) pLysS de expressar o polipeptidio desejado. Trés clones
transformantes MEHB::pET21a BL21 pLysS e trés clones MERUB::pET21la BL21
pLysS foram selecionados e coletados. Cada um foi inoculado em 5 mL de meio LB
com 100 pL/mL de ampicilina. Os inOculos cresceram por aproximadamente 16 h a
37T sob agitacao de 250 rpm. Foram inoculados 1,25 mL de cada pré-indculo em 25
mL de meio LB cotendo ampicilina. O indculo foi incubado sob agitacdo de 250rpm a
37°C por aproximadamente 90min, até atingir a ODgyo de 0,6. Em seguida, foram
coletados 2 mL das culturas (tempo 0), controle negativo, depois os indculos foram
submetidos a inducédo de expressdo sendo adicionado ao meio 25 pL do indutor
IPTG 1 M afim de se obter uma concentracdo final de IPTG 1mM e retornou-se a
incubacédo a 37°C. Depois de 30min foi retirado uma aliquota de 1 mL (tempo 1),
depois de 1h30min foi retirado uma outras aliquota de 1 mL (tempo 2) e depois de
2h30min foi retirado uma terceira aliquota de 1 mL (tempo 3). As amostras retiradas
nos respectivos tempos foram centrifugadas a 10000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 50 pL de tampéo de
amostra TEB 6X.

4.10. Andlise em gel

4.10.1. Agarose

As amostras de DNA em tampédo de amostra 1X foram aplicadas no gel e, em
seguida, a eletroforese se processou em tampao de corrida TEB 1X, conforme
descrito em Sambrook e cols.(1991). Para a visualizagdo do DNA utilizou-se o
transiluminador de ultra-violeta LKB-Pharmacia. Utilizou-se como marcadores de
massa molecular do DNA do fago A digerido com Eco RI e Hind Il e o marcador 100
pb ladder, da LIFE Technology.
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4.10.2. Poliacrilamida

As proteinas foram analisadas em géis de poliacrilamida contendo SDS
segundo Sambrook & cols. (1991) com modifica¢des. Inicialmente, preparou-se as
solucdes de géis separadores 12%, sendo a polimerizacao catalisada pela adicdo de
0,045% de persulfato de amoénio e 0,075% de TEMED.

A solucdo de gel concentrador 5% foi preparada, sendo a polimerizacao
catalisada pela adicdo de 0,12% de persulfato de aménio e 0,05% de TEMED.
Foram colocados pentes para permitir a formacdo dos pocos. Apds a completa
polimerizacado, o sistema de géis foi acoplado a cuba apropriada.

As amostras foram fervidas por 5 minutos e 10 pL de cada uma delas e o
marcador de massa molecular (Fermentas) foram aplicados nos géis de
poliacrilamida. As condi¢cbes de corrida foram de 100 V até a entrada das amostras
nos géis separadores e de 120 V até o final da corrida eletroforética em tampé&o Tris-
glicina. Terminada a eletroforese, os géis foram corados para visualizagdo das
proteinas ou transferidos para membranas para procedimentos de Western Blotting.

Para visualizacdo das proteinas, os geéis foram imersos em solucdo corante
contendo Comassie Brilliant Blue R250 e incubados por 16 horas, sob agitacdo. Em
seguida, procedeu-se a descoloracdo dos géis de poliacrilamida com solucdo
descorante. Os perfis protéicos foram imediatamente analisados em transiluminador

de luz branca, em seguida escaneados para documentacao.

4.11. Anédlise de proteinas por Western Blotting

A analise de proteinas por Western Blotting foi realizada conforme as
recomendacdes fornecidas pelo fabricante da membrana de nitrocelulose (Amershan
Pharmacia Biotech).

Ao final da corrida eletroforética, um dos géis foi corado com Coomassie Blue,
para a visualizacdo do perfil protéico e o outro gel foi incubado por 30 min em
solucdo de transferéncia e utilizado para transferéncia das proteinas para a
membrana de nitrocelulose através da eletrotransferéncia semi-seca com eletrodos
de grafite (LKB-Pharmacia). Cada sistema de transferéncia foi formado por um
conjunto de seis papéis de filtro, sob os quais colocou-se a membrana de
nitrocelulose, o gel de poliacrilamida e outro conjunto de 6 papéis de filtro, sendo

todos previamente embebidos em tampdo de transferéncia e, posteriormente,
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removidas todas as bolhas, pressionando um rolo acrilico sobre os papeis e gel.
Estes conjuntos foram montados entre dois eletrodos de grafite e submetidos a uma
corrente elétrica de 0,8 mA/cm? de membrana durante duas horas. As dimensdes
do gel foram medidas (8,6 cm x 7,8 cm) para definir a amperagem utilizada na
transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose (8,6 x 7,8 x 0,8 = 53,6
mA).

ApoOs a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solucédo de leite
desnatado comercial (5%) em PBST 1X. Os sistemas foram incubados overnight sob
agitacao lenta a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas 3
vezes por 5 minutos com PBST 1X e, entdo, incubou-se, sob leve agitagéo, durante
2 horas a temperatura ambiente com anticorpo monoclonal anti-polyHis (Sigma
conjugado com fosfatase alcalina) na diluicdo 1:1000 em solucdo PBS. Apos a
incubacéo, as membranas foram lavadas 3 vezes de 5 minutos com PBST 1X. Em
seguida, as membranas foram submetidas ao tratamento com a solucéo reveladora
de western blotting (NBT e BCIP) até o aparecimento das bandas. As membranas
foram finalmente lavadas com PBST 1X, secas a temperatura ambiente e

fotografadas.

4.12. Preparacado daresina de purificacdo de prote inas

A resina Ni-NTA 1mL (Amershan Bioscience), de cromatografia de afinidade,
foi preparada por meio de uma lavagem com 1mL de H,O destilada. O tubo foi
centrifugado a 8000 rpm por 90 segundos, o sobrenadante foi descartado, o
procedimento de lavagem foi realizado trés vezes, em seguida, a resina foi pré-
equilibrada com tampéo de lise, adicionando 1mL de tampéao, centrifugando o tubo
8000 rpm por 90 segundos, repetindo o procedimento por trés vezes. Logo apoés a
lavagem e pré-equilibrio da resina adicionou-se aproximadamente 1mL do

sobrenadante das células lisadas (extrato bruto).

4.13. Purificacao

Depois da inducdao, foi realizado o procedimento para extragdo dos corpos de

inclusdo. O material da inducdo foi centrifugado a 10.000 X g por 25 min a
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temperatura de 4°C. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 1mL de tampéao de
lise e incubado overnight a 4C. Esse material foi centrifugado a 10.000 X g por 25
min a 4°C. O sobrenadante, contendo a proteina induzida, foi colocado em um tubo
de polietileno de 1,5mL contendo 500puL de resina de niquel (Amershan Bioscience).
Depois de homogeneizado o tubo em um rotor vertical a 4C, durante 45min. A
amostra foi centrifugada a (8000rpm) por 90 segundos. O sobrenadante foi coletado
(flowthrough). Foi entéo, realizada trés lavagens com 1mL de tampao de lavagem,
apos cada lavagem o tubo foi centrifugado a 8000 rpm por 90 segundos e
sobrenadante era descartado. Posteriormente, foi realizada a etapa de eluicdo da
proteina recombinate. Foi adicionado 500uL de tampéo de eluicdo ao tubo, depois
de homogeneizar o conteddo do tubo por aproximadamente 2min, foi feita uma
centrifugacédo a 8000 rpm por 90 segundos e 0 sobrenadante coletado. Esta etapa

foi repetida por trés vezes.

4.14. Dicroismo Circular

A espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) mede a diferenca de absor¢ao de
radiacdo com polarizagdo circular e permite verificar se estdo ocorrendo arranjos
helicoidais dentro de uma molécula de proteina. Desta forma, o experimento de
dicroismo circular em proteinas, informa sobre as caracteristicas de estrutura
secundaria da proteina e se estdo ocorrendo mudancas na conformacdo da
proteina.

Os ensaios de dicroismo circular foram realizados utilizando Jasco J-815
spectropolarimetrias (Jasco, Japao) equipado com um controlador de temperatura
tipo Peltier e cubeta termostatizada ligada a um banho termostéatico. Espectros UV
foram registrados usando cubetas de quartzo caminho otico de 0,1cm. Foram
acumulados quatro espectro consecutivos de rMEHB (0,2 mg / mL) em 2mM tampao
MOPS pH 8,0 e o espectro médio foi registrado. As elipticas observados foram
convertidos em elipticidade molar ([6]) com base na massa molecular por residuo de
115 Da. O conteudo de estrutura secundaria foi estimado a partir de curvas ajustes
com o pacote de programas Dicroprot CD (ftp://ftp.ibcp.fr/[pub/C_DICROISM/) e
avaliados pelo método de Yang (Deléage & Geourjon, 1993).
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4.15. Quantificacdo das amostras — Bradford
A quantidade de proteina foi medida utilizando o kit de quantificacdo (Quick
Start'™™ Bradford Dye reagente — Bio-Rad), (Bradford, 1976). A curva foi feita
utilizando diferentes diluicbes do BSA contido no kit, os valores foram plotados para
se obter a equacdo da reta, para se calcular a quantidade de proteinas nas

amostras.

4.16. Teste de atividade antigéncia

As fracdes da eluicdo da purificacdo foram dialisadas contra tampéo Bicabornato
de amdnia 10mM, em sacos de dialise com poros de 2kDa.

Nas placas de ELISA (Greiner medsorb) sdo adicionados rMEHB dialisada ou
MERUB em tampéao de adsor¢cdo em uma concentracao final de 35ng de rMEHB em
200pL de tampéao de adsorcao por poco ou 40ng ou 50ng de rMERUB em 100uL de
tampdo de adsorcdo por poco. A placa permanece overnigth a 4T para
sensibilizacdo. Em seguida, a placa é lavada 3 vezes com 200uL tampao de
lavagem por poco. Apds a lavagem, a placa friccionada sobre papel absorvente para
retirar o excesso de tampé&o de lavagem. E adicionado 200uL de tampZo de bloqueio
por poco durante 1h a 37C. Novamente, a placa € lavada 3 vezes com 200uL
tampédo de lavagem por pogo, esta € vertida sobre papel absorvente para retirar o
excesso de tampé&o. O primeiro anticorpo (soro de pacientes e controles comerciais),
diluido em solucéo de bloqueio, € adicionado (100uL por poco), a placa € incubada
por 1 hora a 37C ou 2 horas a temperatura ambiente . Lava-se a placa com 200uL
tampéo de lavagem e a verte sobre papel absorvente para retirar 0 excesso de
tampdo. Em seguida, adicionam-se 100uL de 2° anticorpo (anti-lgG humana
conjugado com peroxidase, ou anti-lgM humana conjugado com fosfatase alcalina),
também diluido em tamp&o de bloqueio, incuba a placa 1 hora a 37C ou 2 horas a
temperatura ambiente. Lava-se a placa 3 vezes com 200uL tampéao de lavagem por
poco, verte-a sobre papel absorvente para retirar o excesso de tampdo e uma ultima
lavagem com tamp&o APB. E adicionado 200uL de tamp&o de revelag&o por pogo, a
placa € incubada por 30min a temperatura ambiente protegida da luz. Em seguida a
placa é lida no espectrofotobmetro (leitora de placa) a 405nm. Os resultados em
triplicatas sao analisados e calculados os desvios padrdes das leituras.
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4.17. Teste de atividade antigénica — rMEHB

O método utilizado para o teste se baseia na interacdo antigeno-anticorpo. Foi
utilizado uma placa de teste de ELISA comercial (DiaSorin) contendo um anticorpo
anti-HBc adsorvidos em cada poco. Foi adicionado, em cada poco da placa,
diferentes concentracfes da proteina multiepitopo recombinante rMEHB em triplicata
(50ng, 500ng, 1ug, 10ug e 15ug). Apos 2h de incubacdo a 37°C, A superficie
lavada para retirar a proteina que nao foram se ligaram aos anticorpos presentes na
placa. Sao feitas trés lavagens com PBST. Em seguida, sdo adicionados 100uL de
anticorpo  monoclonal Anti-polyhistidina, produzido em camundongo (Sigma)
conjugado com fosfatase alcalina, que ira produzir uma substancia corada. O
anticorpo anti-polyHis é diluido em tampé&o salino PBS, este tamp&do também foi
utilizado como controle negativo para verificar se ndo havia reagéo (inespecifica) por
causa do tampao. Apos incubacdo de 2h a 37°C a superficie é lavada novamente
para a retirada do anticorpo que nao se ligou ao antigeno que esta ligado a placa.
Adiciona-se 0 substrato de ligacdo para a enzima produzir a substancia corada
(PNPP), assim, medindo-se a intensidade da cor da superficie, por
espectrofotometro, pode-se quantificar e verificar a presenca de alguma substancia

de interesse.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Desenho e sintese quimica dos genes

Para o desenho da seqiiéncias génicas das proteinas recombinantes MEHB
(609 pb) e MERUB (621 pb), para que tivessem utilidade diagnoéstica, foi feita uma
busca na literatura. Baseado nos trabalhos mencionados na introducao, foi possivel
selecionar epitopos lineares comuns e conservados do virus HBV (4 epitopos), a
partir da regido do core do virus HBV e do virus RV (5 epitopos), a partir das regides
do envelope (E1 e E2), que potencialmente desempenham um papel importante na
producédo de anticorpos em individuos infectados.

Quatro epitopos foram selecionados para o gene MEHB (tabela 4) e cinco
epitopos para MERUB (tabela 5). No gene MEHB, o primeiro epitopo contém 23
aminoéacidos (aa), o segundo 12 aa, o terceiro 6 aa e o quarto 12 aa. Os epitopos
foram separados com linkers flexiveis de Glicina e Serina, compondo, assim, um
peptideo de aproximadamente 7 kDa. Para facilitar a manipulacdo da proteina, a
sequéncia do peptideo foi repetida trés vezes para que seu tamanho nao fosse
muito pequeno e de dificil analise, formando um peptideo de aproximadamente
21kDa (fig. 12). Por serem sequenciais estarem, os epitopos 3 e 4 nao foram
separados. No gene MERUB, o primeiro epitopo contém 27 aa, o segundo 7 aa, 0
terceiro 7 aa, o quarto 12 aa e o quinto 26 aa. Os epitopos separados pelo mesmo
linker flexivel de serina e glicina formaram um peptideo de aproximadamente 11
kDa. Pelo mesmo motivo da repeticdo do MEHB, a sequencia para a proteina
recombinante rMERUB foi repetida duas vezes, totalizando um peptideo de 22 kDa
(fig. 13).

Tabela 4.Epitopos HBCAg selecionados para compor a protéiiizHB

Epitopos Residuos Referéncia
1 61-83 Sallberg et al., 1994; Salfeld et al., 1989
CWGELMNLATWVGSNLEDPASRE e Thermet et al., 2004.
2 .
CLTEGRETVLEY 107-118 Collucci et al., 1988.
3
TPPAYR 128-133 Sallberg et al., 1991.
4 .
PPNAPILSTLPE 134-145 Takahashi et al., 2001.
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Tabela 5.Epitopos do envelope do RV, selecionados para comproteina rMERUB.
Epitopos Residuos Referéncia
BCH-178 213.239 | Lozzietal, 1990 e Londesborough
NQQSRWGLGSPNCHGPDWASPVCQRHS et al., 1995
EP-1 Lozzi et al., 1990; Wolinsky et al.,
VWVTPVIGSQAR 276-285 1993,
EP-2 Lozzi et al., 1990; Wolinsky et al.,
LVGATPE 235-241 1993.
EP-3 Lozzi et al., 1990; Wolinsky et al.,
ADDPLLR 250-256 1993.
E2
APPTLPQPPRAHGQHYGHHHHQLPFL 10-36 Pedneault et al., 1994.
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Figura 12. Esquema e sequéncia da proteina recombinante rMEHB
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Figura 13. Esquema e seqiiéncia da proteina recombinante rMERUB
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A partir de analises in silico foi selecionados codons preferenciais para E. coli
e foram quantificadas as bases nitrogenadas citocina e guanina (CG), sendo
observado um total de 59,8% das bases para MEHB (fig. 14) e 64,3% para MERUB,
valores viaveis para expressao das proteinas pela bactéria (fig. 15). O gene foi
sintetizado e clonado com sucesso no vetor pET2la na forma de um inserto

contendo sitios para Ndel-Xhol, nas extremidades.

MEHB

CATATGI CCTGCEEGT GAATTAAT GAAT TTAGCAACGT GEGT TGECAGCAATCTGEA
AGAT CCGECTAGCCGCGAGEECAGCGECT CTGECT GCCTGACCT TCGGECCGEGAGA
CGGTGITAGAATACGGT TCCGGTAGT GGTACGCCT CCTGCGTATCGT CCGCCGAAT
GCCCCGAT TTTAAGCACCCT GCCGRAAGGT TCAGGTAGT GGT TGCT GEGEGT GAGCT
GATGAATCTGGECCACCT GEGT GGGT TCTAACCT GGAGGACCCGGECCAGCCECGAGG
GIAGTGGTAGCGGT TGT TTAACCT TTGEECGT GAAACAGT TCTCGGAATATGGT TCT
GGCAGT GECACCCCGCCGEECATACCGT CCGCCGAACGCT CCGATTCTGAGCACACT
GCCAGAAGGGT CTGEGT CAGEGT GT TGEEEEEAGCT GATGAACCT GECGACGT GGG
TAGGGT CAAACCT GGAAGACCCT GCATCTCCCGAAGGECT CAGECAGTI GECTGICTG
ACTTTTGGECCCCGAAACCGT CCTGGAAT AT GECT CCGECT CCGECACT CCGCCAGC
GI'ATCGT CCACCAAACGCGCCAATCCTGT CCACTCTGCCTGAACT CGAGCACCACC
ACCACCACCACTGA

Figura 14. Sequéncia de bases nitrogenadas do gene reconebMBRUB.

MERUB

CATATGAATCAGCAATCACGT TGEEGTCTGEECTCTCCTAACTGTCATGGTCCTGA
CTGGGCATCTCCAGI TTGCCAACGCCATAGCGEECT CAGCCTCTGECCTGGTAGGT G
CGACCCCT GAGGGEGAGCGEGAGCCGGT GCCTGATGAT CCCECT GCTCCGT GEGT CTGEG
TCTGECGT GTGEGT GACCCCGEGET CAT TGGT TCCCAAGCT CGT GGTAGT GGGT CAGG
TGCACCGCCGACT TTACCGCAGCCT CCGCGEECGECATGECCAGCACTATGGECCATC
ATCACCACCAGT TACCGT TCCTGGGECAGCGGT AGCGGT AAT CAGCAAAGT CEGT GG
GGCCTGEEEAGCCCGAACT GTCAT GECCCGEAT TGEECCT CACCAGT CTGCCAGCG
TCACTCAGECT CCAECT CCGECCT GGT TGEEECAACGCCAGAAGGT TCCGECAGCG
GCCCCGACGAT CCECTGT TACGCGEEGT CCGECAGT GECGTATGEGT GACCCCGEGET T
ATCGEGTAGT CAGGCGCGCGGTAGT GGTAGCGGT GCCCCGCCGACACT GCCACAGCC
TCCACGCGECCCACGGT CAGCACTACGGT CATCATCATCACCAACTGCCATTTCTG
CTCGAGCACCACCACCACCACCACTCGA

Figura 15. Sequéncia de bases nitrogenadas do gene reconebMBRUB.
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5.2. Expresséao heter6loga das proteinas multiepitop  0s

O procedimento de inducédo foi realizado para verificar a capacidade de a
linhagem expressar o polipeptideo desejado sem prejudica-lo. A linhagem E. coli
BL21 (ADE3) pLysS foi transformada com os genes MEHB ou MERUB e seis clones
foram selecionados, sendo que trés continham o gene MEHB e os outros trés
continham o gene MERUB. As colbnias cresceram em meio LB para inducdo da
expressdo das proteinas recombinantes. Esta linhagem foi utilizada por ser uma
linhagem ja desenvolvida para a inducdo com o indutor sintético IPTG, indutor
analogo a lactose, porém nao utilizado no metabolismo da bactéria, sendo assim,
mais eficiente. Depois de adicionado o indutor IPTG, foram coletadas amostras da
cultura nos tempos 0 min, 30 min, 1h30 min e 2h30 min, a fim de se observar uma
cinética de inducao da expressdo das proteinas recombinantes. Analises por SDS-
PAGE, mostraram uma banda de inducdo de aproximandamente 21 kDa (para
MEHB) e 22 kDa (para MERUB), que aumentava de intensidade conforme o tempo
de inducéo (fig.16). A massa molecular da proteina expressa era consistente com o

tamanho predito para as proteinas multiepitopos.

25kDa —» we
~21kDa —»
184kDa —,
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Figura 16. Analise da cinética de inducéo el de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Material caletapods a
inducdo de expressdo da MEHB e MERUB. 1) marcagomdssa molecular (Unstained Protein Molecular
Weight Marker — Fermentas); 2) Tempo Oh de indu8idempo 30 minutos de inducgéo; 4) tempo 1h30 8iin;
tempo 2h30min
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O experimento acima mostrou que as proteinas multiepitopos recombinantes
para Hepatite B (MEHB) e Rubéola (MERUB) foram expressos com sucesso em E.
coli, sendo observada a cinética de inducdo esperada. Para a confirmagéo deste
resultado foi feito um Western blotting usando anticorpos anti-His tag que reagem na
presenca da calda de histidina presente nas proteinas recombinante. As bandas que
apareceram na membrana de nitrocelulose deveriam possuir a cauda de histidina,
para que houvesse reagcdo com o0 anticorpo marcado com fosfatase alcalina,
confirmando que as bandas de inducdo correspondiam as proteinas rMEHB e
rMERUB (Fig 17).

A) B)
kDa RUB HB kDa RUB HB
166.0 700 —
66.2 =3
45.0 - &b
35.0 - =
27.0 -
25.0 - & -
- e
18.4
14.4 - =B i i

Figura 17. Western-Blot para confirmacdo da banda de indudjigsel de poliacrilamida apés 2h30 min de
inducdo das proteinas rMERUB e rMEHB; B) Detecc&opdoteina por Western Blot em membrana de
nitrocelulose.

A confirmacédo por Western blotting € necessaria para garantir que a banda
induzida € realmente a proteina recombinante e ndo uma outra proteina comum da
bactéria, que por coincidéncia, foi induzida pelo IPTG. A banda que aparece abaixo
da proteina rMEHB sugere que a proteina recombinante sofreu degradacdo. Para

contornar este problema, é necessério adicionar inibidores de proteases ao extrato
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celular. Por problemas técnicos foi preciso transferir as proteinas do freezer -80°C
para o freezer -20°C. Foi observada uma diminuicdo da degrada¢do da proteina,
sugerindo degradacado por frio. Baseados nesta hipétese, as proteinas passaram a
ser armazenadas na geladeira (4°C). De maneira geral, observou-se uma melhora
na resposta imunologica durante os testes de atividade e uma reducdo da

precipitacdo das proteinas.

5.3. Purificacdo das proteinas multiepitopos recom binantes
Como as proteinas recombinantes sao insollveis, sendo encontradas na célula
como corpos de inclusdo, foi utilizada uréia para solubilizar estas proteinas. A
presenca da cauda de histidina nas proteinas sintéticas possibilitou a purificacéo
destas em apenas um passo, devido a sua afinidade por niquel. Para purificar as
proteinas rMEHB e rMERUB, a cromatografia de afinidade Ni-NTA foi realizada em
condicdes desnaturantes. As fracOes coletadas durante as diferentes etapas da

purificagéo foram analisadas por SDS-PAGE (Fig. 18).
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Figura 18. Purificagdo das proteinas rMEHB e rMERUB recombias. Analise por SDS-PAGE das fracfes da
coluna de afinidade Ni-NTA obtidas durante a poaifido. M — Marcador de massa molecular, Fermeifias L

Science. 1flowthrough 2, 3 e 4 — etapas de lavagem da resina com dtadglavagem; 5, 6, 7 (e 8, para
rMEHB) — Frag8es eluidas com o tampéao de eluicao %00 mM de imidazol.
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Pode-se observar na Figura 18 que os multiepitopos foram purificados com
sucesso.

A concentracdo, dosada pelo método de Bradford (1976), seguindo a equacao
da reta estabelecida previamente (fig. 19). Das fracdes eluidas da rMEHB purificada
obtém-se aproximadamente 1,5mg de proteina multiepitopo (oriundos de 25mL de
meio de cultura bacteriana), em 1,5mL do tampao de elui¢do. Das fragfes eluidas da
rMERUB obtém-se aproximadamente 600ug, em 1,5mL do tampéo de eluicao.
Esses dados mostram que as proteinas purificadas obtiveram um bom rendimento

com alto grau de pureza.
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Figura 19. Equacéo da reta para quantificacéo de proteinaiagadiluicdes de BSA.

5.4. Analises de Dicroismo circular

As andlises de espectrometria por Dicroismo Circular (CD), na faixa de 260 a
195nm, foram realizadas com o objetivo de investigar o dobramento das proteinas
recombinantes (rMEHB e rMERUB) e seu conteudo de estrutura secundaria.

A andlise dos dados de CD da proteina rMEHB mostram espectros com um
pequeno grau de enovelamento. Foram feitas analises de dobramento da proteina
recombinante nos pH 7 (~pH do sangue, usado nos testes de diagndésticos) e pH 8
(pH utilizado para purificar as proteinas). Nao foi observado nenhuma diferenca de
dobramento quando comparados os dois pH (fig. 20). As analises no comprimento
de onda de 222 nm mostram que ndo ha presenca de dobramento em a-hélice, no
entanto, analisando o comprimento de onda a 200 nm pode ser observado um
pequeno enovelamento. Com o uso de um programa computacional (CDNN 2.1) de

comparacao de estururas secundarias obteve-se uma estimativa do conteddo de
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estruturas secundaria das proteinas recombinantes, sendo as mais significativas
folhas-B antiparalelas (23,5%), de barris B 28,2% e 39,1% de estruturas randémicas.
No entanto essas estrutura ndo sdo capazes de esconder os epitopos da proteina.
Para analisar a estabilidade da proteina foram feitos testes de desnaturacéao
variando a temperatura do teste de 25°C a 95°C. Nas andlises de estabilidade da
proteina rMEHB nos dois pH (7 e 8) foi observado que ndo houve diferenca de

dobramento mesmo nas mais altas temperatudas (fig. 21 e 22).
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Figura 20. Andlises de Dicroismo Circular. Medi¢bes experitasnde rMEHB em pH 7,0. e pH 8,0
variando o comprimento de onda de 195nm a 260nm.
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Figura 21. Analises de Dicroismo Circular. Medi¢cdes experimentde rMEHB em pH 7,0 variando o
comprimento de onda de 195nm a 260nm. Espectros feiriando a temperatura de 25°C a 95°C.
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Figura 22. Analises de Dicroismo Circular. Medi¢cdes experimentde rMEHB em pH 8,0 variando o
comprimento de onda de 195nm a 260nm. Espectros feiriando a temperatura de 25°C a 95°C.

As andlises dos dados de CD da proteina rMERUB mostram espectros
tipicamente de proteina desenovelada como era o esperado para o arranjo estrutural
das proteinas recombinantes, que foram desenhadas a partir de epitopos lineares. O
espectro revelou a auséncia de estrutura secundaria predita em todos os algoritmos
disponiveis no pacote Dicroprot (fig. 23).
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Figura 23. Andlises de Dicroismo Circular. Medicdes experimentde rMERUB em pH 8,0 variando o
comprimento de onda de 195nm a 260nm.
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5.5. Testes de atividade imunoldgica

5.5.1. Padronizacéo de quantidade de proteina na pl aca

Para determinar a quantidade de proteina multiepitopo para HB (ndo-dialisada)
na placa de ELISA a ser utilizada para o imunoensaio foi utilizado o anticorpo Anti-
poly His conjugado com fosfatase alcalina (PA). Em cada poc¢o da placa de ELISA foi
colocada a proteina rMEHB nas concentracées de Ong, 100ng, 200ng, 300ng e
400ng, em triplicada. As leituras das densidades oticas (O.Ds) podem ser
observadas na figura 24, mostrando que para se obter uma O.D significativa (cerca
de 1,5) seria preciso aproximadamente 300ng de proteina por poco.

Curva de calibragdo HB y = 0,0047x + 0,0462
R? = 0,9811
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- 0,6
©
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0 100 200 300 400 500
Concentragao (ng)

Figura 24. Curva de calibracdo da concentracédo de proteif@dB/por poco, na placa de ELISA.

Para verificar se a presenca da Uréia e demais componentes do tampao de
eluicdo influenciavam na resposta do teste de ELISA foi feito 0 mesmo experimento
utilizando a rMEHB dialisada em tampéao bicarbonato de aménia 10mM. Utilizando
as mesmas concentracdes citadas acima, todas as O.D.s foram acima de 3, valores
fora do alcance da leitura dentro do espectro de 405nm. Desta forma, ja pode ser
observado que os componentes do tampao de eluicdo interferem na resposta do
teste de ELISA. Faixa de menores concentracdes foi testada para estabelecimento
da concentracéo de proteina dialisada por poco; Ong, 10ng, 20ng, 30ng, 35ng, 40ng,
45ng e 50ng. Os valores de OD podem ser observados na figura 25, mostrando que
com aproximadamente 30ng de rMEHB por poco obtém-se resposta maxima de
ligacdo para os testes de ELISA. Foi entdo estabelecido 35ng de proteina (dialisada)

por poco para os testes subsequentes utilizando soros de pacientes.
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Figura 25. Curva de calibracdo da concentracdo proteina rMEttisada) por poco, na placa de ELISA.

Os mesmos testes foram feitos para a rMERUB nao dialisada, figura 26, e
dialisada, figura 27. Foram utilizadas as concentragcées de Ong, 10ng, 20ng, 40ng,
60ng, 80ng, 100ng e 200ng por poc¢o nos dois testes.

RUB - néo dialisado y = 0,001x - 0,0085
R? = 0,9682
0,25
0,2 1
R
2 0,15 |
«T
o]
5 0,1
0
Q
© 0,05 -
0
0 50 100 150 200
Concentracéo

Figura 26. Curva de calibracdo da concentracdo proteina rMERW® dialisada) por poco, na placa de
ELISA.

y = 0,0382x + 0,0622

RUB - Dialisada 5
R? = 0,9868

absorbancia

Concentracao

Figura 27. Curva de calibragcao da concentracéo proteina rMERIifisada) por poco, na placa de ELISA.
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As concentragfes acima de 80ng por poc¢o sairam da faixa util de leitura (>3) em
405nm. Também para a proteina rMERUB observou-se que o teste de ELISA
utilizando a proteina dialisada obteve resposta melhor que o teste com a proteina
sem dialisar, 0 que evidencia que provavelmente algum componente do tampé&o de
eluicdo esteja interferindo na ligacdo da proteina na placa do ensaio (placa Greiner).
Para os testes com soro de pacientes, estabeleceu-se 40ng de proteina rMERUB

(dialisada) por poco.

5.5.2. Teste de ELISA com soros de pacientes HB pos itivo
Os testes de ELISA utilizando soros de pacientes infectados pelo virus HBV
apresentaram um background alto, como observado na figura 28, sugerindo que os
soros dos pacientes (seja positivo ou negativo) reagem inespecificamente, reagem
inclusive no poco onde nédo é colocada proteina adsorvida na placa (Ong + SP),

demonstrando reacao falso-positiva.

Soro de paciente HBV
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Ong + SP 35ng + SP 35ng + SN 35ng + PBS

Figura 28. Teste de ELISA com soro de paciente positivo e thaggara HBV. (Ong — ndo ha proteina
adsorvida na placa; 35ng — h4 35ng de proteinanadama placa; SP — soro positivo como 1° antiocp§N —
soro negativo como 1° anticorpo e Anti-lgG humaanjggado com PA como 2° anticorpo).

Quando, no teste de ELISA, foram utilizados controles tanto positivos quanto
negativos de kits comerciais, préviamente tratados para eliminar reacéo inespecifica
(filtragem, centrifugacéo, comunicacdo pessoal com técnico da empresa Wiener), o
background observado foi aceitavel, embora ainda persista (fig. 29). Isto evidencia
gue o soro humano coletado infectado utilizado (sem tratamento prévio) reage
inespecificamente com maior intensidade ou com a placa ou com o bloqueio

utilizado.
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Teste com Controles de Kits
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média das O.D (405nm)

Figura 29. Teste utilizando controles (positivos e negativde) kits comerciais. (Ong — ndo ha proteina
adsorvida na placa; 35ng — ha 35ng de proteinanadaona placa; CP Abbot: controle positivo do Alibot
como 1° anticorpo; soro HBc — soro de paciente iBsitivo; CN Abbot — controle negativo do kit Alibo
como 1° anticorpo; CN Wiener — controle negativo kilboWiener como 1° anticorpo e Anti-lgG humano
conjugado com PA como 2° anticorpo).

Para evitar o background e as ligacdes inespecificas foram testados alguns tipos
de bloqueio como BSA (fragcédo V) 5%, leite molico 5% pré-fervido, gelatina 5%, soro
pré-centrifugado por 20min a 10.000g. Os resultados observados na figura 30 nao
mostraram nenhuma mudanca significativa, sugerindo que as ligagdes inespecificas
nao estado relacionadas com o bloqueio, ou ainda que, independentemente do
bloqueio as reagfes inespecificas acontecem. Considerando este resultado, todos
0s experimentos subsequentes foram feitos utilizando o leite molico 5%, ja que

apresentou a maior diferenca de A4osnm €ntre 0s controles positivos e negativos.

Teste variando o bloqueio
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Figura 30. Variacdo do Bloqueio para diminuirlmckground.No eixo X, observa-se os tipos de bloqueios
utilizados e no eixo Y as 4#m (Ong — ndo ha proteina adsorvida na placa; 35mg 35ng de proteina
adsorvida na placa; SP — soro positivo como 1targd; SN — soro negativo como 1° anticorpo e Ag(-
humano conjugado com PA como 2° anticorpo).
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Ainda, para diminuir o background foram testados dois tipos de placas de ELISA:
Greiner e Costar (fig. 31). Também neste teste, ndo se observou mudanca
significativa no background. Apesar do background, na placa Greiner observou-se
uma maior diferenca entre os controles positivos e negativos, por isso os teste

seguintes foram feitos utilizando a placa Greiner.

Teste variando a placa

@ Greiner
m Costar

Médias das absorbancias
(405nm)

Ong + SP Ong+ SN 35ng + SP  35ng + SN

Figura 31. Teste de ELISA com as placas Greiner e Costasdvaiauir obackground(Ong — ndo ha proteina
adsorvida na placa; 35ng — ha 35ng de proteinanadama placa; SP — soro positivo como 1° antiop§N —
soro negativo como 1° anticorpo e Anti-lgG humaanjggado com PA como 2° anticorpo).

Comercialmente, observa-se que os kits de diagndstico anti-HBc total detectam
tanto IgG como IgM, utilizando testes competitivos, ou seja, 0 anticorpo anti-HB é
gue se encontra adsorvido na placa, competindo com o anticorpo presente no soro
do paciente infectado pela ligacdo ao antigeno em solugédo. O conjugado anti-HB-
peroxidase, também presente em solugéo, detecta o complexo préviamente formado
antigeno-anticorpo. Sendo assim, o teste com o0 soro positivo do paciente resultara
em uma leitura menor de Assonm. POr isso, alteramos a estratégia para realizar o
teste competitivo, utilizando a placa do kit comercial DiaSorin contendo um anticorpo
monoclonal Anti-HBc, substituindo o antigeno do kit comercial pela proteina rMEHB.
Na figura 32, observa-se que as reacdes utilizando os controles do kit comercial
apresentaram resultados de acordo com o esperado, sugerindo a acao especifica da
proteina. No entanto, quando usado soro de paciente, também foi observado
inespecificidade na reacgdo, ja que os soros de pacientes, positivo e negativo,

resultaram em leitura de Assonm Similares.
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Teste competitivo (DiaSorin)
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Figura 32. Teste de ELISA competitivo utilizando componenteskit comercial DiaSorin. (CP — controle
positivo do kit como 1° anticorpo; CN — controlegativo do kit como 1° anticorpo; SP — soro de pa#eie

positivo como 1° anticorpo; SN — soro de paciemtgativo como 1° anticorpo. Para competicdo com rREH
foi utilizado Anti-poly His conjugado com PA com® &nticorpo.

No experimento acima, também foi colocado em um poco separado (resultado
ndo mostrado) a proteina recombinante rMEHB, sem adicionar soro de paciente ou
outro fator de competicdo da reacdo. Em poucos minutos apés adicionado o tampéo
de revelacdo o poc¢o ficou com uma coloracédo forte (Assonm >3), estando fora do
espectro de leitura, mostrando que a proteina recombinante se ligou ao anticorpo
monoclonal (anti-HBc) presente na placa. Este resultado confirma a capacidade da
proteina de reconhecer anticorpos anti-HBc.

Para confirmar o resultado da ligacdo da proteina recombinante ao anti-HBc
presente na placa do kit comercial, o experimento foi repetido com diferentes
concentragdes de proteina rMEHB 50ng, 500ng, 1ug, 5ug, 10ug e 15ug (Fig. 33),
mostrando a resposta dose-dependente. Foi utilizado PBS (tampéo utilizado para
diluir as proteinas) como controle negativo, mostrando que o tampéao ndo apresenta

ligacBes inespecificas com a placa ou qualquer outro componente do teste.
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Teste de atividade - Hepatite B

@w
w o
L

N
a1
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
T
|
|
|
|
|
|

=
= 0N
! ! !

absorbéancia (405nm)

o
o o
L

PBS 50ng 500ng 1lug 10pg 15ug

Figura 33. Teste de atividade biol6gica da proteina recoariie rMEHB. Utilizando varias concentracées da
proteina recombinante 50ng, 500ng, 1pg, 10pg e.16pmo controle negativo foi utlilizado PBS, o mesm
tampao em que as amostras foram diluidas. AntiRistigina conjugada com fosfatase alcalina como 2°
anticorpo.

Observa-se que a proteina multiepitopo recombinante rMEHB € capaz de se
ligar a anticorpos especificos anti-HBc, conforme mostrado na Fig. 33, confirmando
sua atividade antigénica, o que demonstra a sua capacidade de ser utilizado em kits
de diagndstico comerciais. No entanto, ainda precisam ser padronizados parametros
(tipo da placa — Greiner nos parece mais adequada, tipo de bloqueio, tempo de
incubacédo em cada etapa, quantidade de lavagens, tempo de reacao para revelar a
formacdo do complexo antigeno-anticorpo) visando diminuir o background e reacdes
inespecificas, quando utilizados soros de pacientes infectados. Esta etapa esta
sendo realizada pela empresa WAMA diagndstica (projeto em parceria UnB-WAMA

Diagndstica), que desenvolvera os kits para comercializa-los.

5.5.1. Teste de ELISA com soros de pacientes RUB po  sitivo
Quanto a proteina rMERUB, depois de estabelecida a quantidade de 40ng por
poco, foram testados soros de pacientes IgG positivos. Com a freqiiéncia da rubéola
na infancia e as campanhas de vacinacdo contra esta doenca, € dificil encontrar
individuos IgG negativos e IgM positivos para rubéola. Para a realizagdo deste teste
foi utilizado anti-lgG humano conjugado com fosfatase alcalina como segundo

anticorpo, observando-se também um background elevado (fig. 34).
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Figura 34. Teste de ELISA com soro de paciente IgG positiva V. (Ong — ndo ha proteina adsorvida na
placa; 40ng — ha 40ng de proteina adsorvida na;p&® — soro IgG positivo como 1° anticorpo; CNoatmle
de kit negativo como 1° anticorpo e Anti-lgG humaoajugado com PA como 2° anticorpo).

Consta na literatura (Sambrook et al; 1989) que o uso de fosfatase alcalina
em ensaios imunoenzimaticos utilizando soro humano é inadequado, pois ha grande
quantidade de fosfatase no soro o que gera um alto background nos ensaios
dificultando a andlise dos resultados. Desta forma, o teste foi repetido com anti-IgG
humano conjugado com peroxidase como segundo anticorpo (fig. 35). Foram
utilizados, também, soros positivos de duas pessoas (SP1 e SP2). Para andlise de
background, foram utilizados estes mesmos dois soros, reagindo diretamente com o
segundo anticorpo (sem a proteina adsorvida na placa — SP1 + Ong e SP2 + 0ng).
Este controle negativo, com Ong de proteina na placa, possibilitou demonstrar que a
reacdo de ligacdo do anticorpo presente no soro de paciente infectado com a

proteina multiepitopo é especifica.

Teste de atividade - Rubéola

25

1

Absorbancia (450nm)

SP1+0ng SP2+0ng SP1+50ng SP2+50ng CN +50ng

Figura 35. Teste de atividade bioldgica da proteina recomiéneMERUB. Utilizando dois soros positivos SP1
e SP2. SP1 + Ong: soro positivo 1 em poco semipeotadsorvida; SP2 + Ong — soro positivo 2 em Eago
proteina adsorvida; SP1 + 50ng: positivo 1 em pmmm 50ng de proteina adsorvida na placa; SP2 +:50ng
positivo 2 em poco com 50ng de proteina adsorvédplaca; CN + 50ng: controle negativo do kit conarem
poco com 50ng de proteina adsorvida.
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O resultado do teste de ELISA (fig. 35) mostra que utilizando o segundo
anticorpo conjugado com peroxidase o background diminue. Pode-se verificar que a
leitura da Assonm dOS SOros positivos € trés vezes maior que a leitura nos pogos sem
proteina adsorvida, sugerindo reacdo especifica do antigeno contra os anticorpos
presentes no soro dos pacientes.

Foi também analisada a capacidade da proteina reconhecer o anticorpo IgM
contra rubéola. Para isso, utilizamos controles positivos e negativos do kit comercial
DiaSorin, que contem soro de paciente com IgM positivo e negativo, ja que nao
conseguimos soros de pacientes para rubéola IgM. O segundo anticorpo utilizado foi
o anti-IgM humano conjugado com fosfatase alcalina. Os resultados obtidos s&o

observados na figura 36.

Teste rubéola IgM

(405nm)
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Figura 36. Teste de ELISA com controles IgM positivo e negatpara RV. (Ong — ndo ha proteina adsorvida na
placa; 40ng — ha 40ng de proteina adsorvida na;pGie — controle do kit IgM positivo como 1° antjgo; CN
— controle de kit IgM negativo como 1° anticorpArgi-lgM humano conjugado com PA como 2° anticorpo)

Percebe-se que a proteina recombinante rMERUB é capaz de reconhecer
anticorpos especificos anti-RV 1gG e IgM, confirmando sua atividade imunoldgica,
como observado nas figuras 35 e 36. Também esta proteina recombinante tem a
capacidade de ser utilizada em kits de diagnéstico como a rMEHB. Assim como para
a rMEHB, também para rMERUB, ainda precisam ser padronizados parametros (tipo
da placa, tipo de bloqueio, tempo de incubacdo em cada etapa, quantidade de
lavagens, tempo de reacdo para revelar a formacdo do complexo antigeno-
anticorpo) para diminuir o background e reacdes inespecificas, o que sera feita pela
empresa WAMA diagnostica, que desenvolvera os kits de diagndésticos para

comercializa-los.
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6. Conclusao e perspectivas

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular permite, além de avancos no
conhecimento do HBV e RV, o desenvolvimento de insumos para uso biotecnolégico
utilizando técnicas de engenharia genética. Esta estratégia de uma Unica cadeia
polipeptidica contendo o0s epitopos imunodominantes, lineares e mais
representativos do Brasil e no mundo, formando assim uma proteina multiepitopo é
uma estratégia inovadora. Nao existem kits de diagnéstico baseado em proteinas
multiepitopos para hepatite B ou rubéola, o que torna essa tecnologia uma inovacao,
por este motivo estas proteinas estdo sendo patenteadas (via CDT). Além disto,
possibilita 0 seu uso na produgdo de anticorpos monoclonais e possivel utilizacdo
destas proteinas para fins de pesquisa e desenvolvimento de vacinas, farmacos e
medicamentos.

Os resultados apresentados por este trabalho sdo apenas o inicio de varias
pesquisas que permitirdo o uso das proteinas recombinantes comercialmente. As
perspectivas tracadas s&o a realizacdo de testes de atividades mais acurados
permitindo a padrnizacao do kit de diagndéstico. Para tais experimentos, estdo sendo
produzidos anticorpos monoclonais contra a proteina rMEHB. Estes serao utilizados
para testes de atividade antigénica de captura de anticorpos, permitindo a
construcdo do kit de diagndstico competitivo, como 0s encontrados comercialmente.
Outra possivel utilizacdo comercial da proteina recombinante rMERUB € na
fabricacdo de vacinas contra rubéola, ja que foram utilizados epitopos neutralizantes

na contrucdo da proteina.
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7. Lista de abreviacbes

anti-HBc: anticorpo do core de Hepatite B
HBCAg: antigeno da regido do core de Hepatite B
HBeAg: antigeno e de Hepatite B

HBsAQg: antigeno de superficie de Hepatite B
anti-HBs: anticorpos de superficie de Hepatite B
anti-HBe: anticorpo e de Hepatite B

APB: tampéao fosfato alcalino

ALT: alanina aminotransferase

AST: aspartato aminotrasferase

HBV: virus da Hepatite B (Hepatitis B virus)

CD: dicroismo circular

HBCcAg: antigeno do core de Hepatite B

rMEHB: multiepitopo recombinante de Hepatite B
MEHB: Multiepitopo de Hepatite B

PA: fosfatase alcalina

BSA: albumina de soro bovino

pPNPP: p-nitrofenil fosfato

mL: mililitros

pL: microlitros

min: minutos

nm: namometros

X g: gravidade

<C.: graus Celsius

mM: milimolar

M: molar

OD: densidade otica

kDa: quiilodalton

PBS: tampéo fosfafo salino (Phosphate Buffered Saline)
PBST: tampé&o fosfafo salino tween (Phosphate Buffered Saline Tween)
ELISA: ensaio deligacdo imunoenzimatica (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
RV: virus da Rubéola (Rubella virus)
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CDT: Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
IgG: imunoglobulina G

IgM: imunogloblunina M

CP: soro controle positivo comercial

CN: soro controle negativo comercial

SP: soro de paciente positivo

SN: soro de paciente negativo

Assonm: Absorbancia a um espectro de 405nm
ORF: esquadro de leitura (open reading frame)
UTR: regido nao traduzida (untranslated region)

SRC: sindrome da rubéola congénita
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Anexo | — Patente Hepatite B

“PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KIT DE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE MYICORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE/ACINAS,
FARMACOS E MEDICAMENTOS”

CAMPO DA INVENCAO

Esta invencdo trata da construcdo biotecnolégicauda proteina antigénica
recombinante contendo quatro epitopos dominantesudleocapsideo (core) do vid8Y,
causador da Hepatite B, e sua utilizacdo na praddedanticorpos monoclonais e possivel
utilizagdo da mesma para fins de pesquisa e ddsanenoto de vacinas, farmacos e
medicamentos e em kits de diagnostico de HepatitsaBfase aguda, na fase de
convalescéncia, fase crénica e ap0s a cura, pandifidar individuos que ja tiveram contato

com o virus.

Utilizando as de técnicas de biologia molecul@osésivel demonstrar a importancia
do HBV como fator etiolégico de hepatopatias crasie do hepatocarcinoma (Ferreira, M. S.
Rev. Soc. Bras. Med. Trof3 389-400. 2000). A construcdo de um polipeptideti-HBc
recombinante multiepitopo é mais eficaz no recomhecto de marcadores moleculares por
possuir maior sensibilidade e especificidade astsatn, 0 que possibilita o diagndstico de
hepatite B em hemocentros, tanto para evitar peidicio de bolsas de sangue, como para
garantir a utilizacdo de sangue saudavel, além fdeeaer um diagndéstico preciso para
populacdo em geral. No entanto, estas técnicas afd pouco exploradas no Pais. Na
maioria dos casos, o0s kits de diagndsticos molezsilado importados. Sendo assim, a
estratégia desenvolvida apresenta interesse padastria farmacéutica e biotecnoldgica para
a fabricacdo de kits de diagnodsticos com baixososugara sua exequibilidade industrial,
aliado a praticidade utilitaria, oferecendo ao mabtonsumidor, uma op¢do de menor custo

no mercado de kits de diagndsticos atuais, utileaecnologia nacional.

ESTADO DA TECNICA

O HBV é um adenovirus pertencente ao grupo de Hepmdnaviridae caracterizado
por possuir uma replicacdo do DNA a partir de RiNAnscricdo reversa. Consiste de uma

particula esférica de dupla camada, uma externbéianchamada de envelope, e uma interna
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chamada de centrah parte central contém polimerases e o DNA virahdo este circular e
de dupla hélice, que codifica proteinas estrutueaisdo-estruturais (Lei, &t al. DPC
Technical ReportZB248-A. 2006). A proteina que compde o capsidesd é a proteina do
core HBcC e esta presente somente durante a infedgp ndo sendo detectado livre no
plasma. As proteinas antigénicas de superficie AgBsao encontradas, geralmente, em altas
concentragdes no sangue e em outros liquidos aag@nDd HBsAg é o principal marcador
para teste de diagndstico de Hepatite B. A suapgassignifica infeccdo mantida, porém néao
esta relacionada com o nivel de atividade virajnasomo ndo é indicador da cinética da
doencga, sua negatividade néo significa ausénciafelecdo (Wyngaarden, J. B. & Smith, L.
H. Cecil — Tratado de Medicina Interna: Saunde2%? ed., p.721. 2000).

Na hepatite B, o primeiro antigeno detectado égbiBs. Em seguida, detecta-se o
antigeno AgHBe. O primeiro anticorpo a ser detextad anti-HBc-IgM. A presenca deste
anticorpo possibilita a distincdo da infeccdo atlmluma infecgdo passada ou remota pelo
HBV, pois apos a infeccdo o anti-HBc-IgM torna-sdetectaveis. O anti-HBc-IgG também
aparece cedo, logo apés o IgM, alcancando rapidangualos elevados na hepatite aguda,
permanecendo por toda a vida, mesmo apos a cuks Aplesaparecimento do AgHBe,
aparece o anti-HBe. A soroconversdo é indicativarefucdo da replicagdo, abrindo
perspectiva para a cura (Wyngaarden, J. B. & Snhittl. Cecil — Tratado de Medicina
Interna: Saunders212 ed., p.721. 2000).

Por ser o primeiro anticorpo presente, e alguneges/ 0 Unico marcador detectado
durante a evolucéo da infeccéo, o anti-HBc podeandanto infeccdo aguda pelo HBV (anti-
HBc IgM) como identificar individuos que entraram eontado com o virus (anti-HBc-1gG),
pois este marcador usualmente persiste ap0s analio do virus. A detec¢do do anti-HBc
pode evitar a transmissdo de cepas mutantes ows cgheagens, em bolsas de sangue
destinadas a transfusédo, que ndo sao detectadaslipgtacées nos métodos convencionais
ainda utilizados na triagem dos doadores de saf@aetano, M. M. & Beck, S. T..RBAC,
vol. 38(4), p. 235-237. 2006).

Os epitopos do virus HBV reconhecidos pelos am@m®ivariam com 0s estagios da
doenca. A regido genbmica precore/core mostroussaia conservada e, portanto a melhor
indicada para andlises peptidicas. Em infeccéo aagosl anticorpos anti-HBc reconhecem
todos os peptideos. Apds a fase aguda, os antk@mdHBc reconhecem principalmente
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epitopos localizados na regido central da proteiBe, do residuo 74 ao 123 (Tordjemein
al., 1993. J Med Virol. 41(3):221-9.).

Estudos utilizando anticorpos monoclonais HBe/HBostraram que todos os mAbs
anti HBe/HBc reconheceram o peptideo: 126-135, seqde a regido 128-133 foi
determinada como essencial. Outra pesquisa comad@npes para analisar a reacdo dos
peptideos virais com anticorpos de pacientes iaflest, foi observado que dois pacientes
reconheceram o peptideo 76-83 do HBc/eAg, sendo/&spro79, Arg82, e Asp83 os
residuos essenciais. Dois de dez casos de HB agpaipram com o peptideo 61-85. Cinco
dos doze casos de pacientes HBeAg positivos, esaditacamente com os peptideos 41-60,
61-85, 121-140 e/ou 141-160. Oito dos 12 casosadeeptes anti-HBe positivos reagiram
com o peptideo 121-140. IgG de coelhos imunizadosnheceram os peptideos 1-20, 61-85
e 71-90 (Sallbergt al; 1991 Mol Immunol. 28(7): 719-26).

Peptideos localizados na regido hidrofilica da ginet C foram sintetizados por
Colluci e colaboradores (1988). Nesta pesquisassde vinte pacientes, trés anticorpos
monoclonais anti-HBc e dois anticorpos monoclomeais-HBe foram testados. O peptideo
107-118 reagiu com todos os soros e mAbs anti-HBtatlos (Collucigt al; 1988 . J.
Immunol. 141(12): 4376-4380).

Takahashi e colaboradores (2001), utilizando arga® monoclonais contra o epitopo
135-145 do HBcAg, mostraram que este peptideo &aqote aos utilizados em testes de
diagnésticos anti-HBc de rotina (Takahashal; 2001, Intervirology; 44:321-326).

Estudos mostraram que a alta densidade de epitegmecificos para uma doenca,
filogeneticamente conservados e imunodominanteandp selecionados para construir uma
proteina sintética multiepitopo, sdo capazes dentexcer anticorpos especificos e contribuir
para um elevado grau de especificidade e sensil@idDipti, C.A et al. Protein Expres Purif.
47: 319-328. 2006). Além disso, a estratégia ddizaggo de uma Unica proteina
recombinante multiepitopo elimina a necessidadsinketizar e expressar varias sequéncias
peptidicas (Pat. No WO 2005/014627 Al).

A aplicacéo de técnicas de biologia molecular peumalém de notaveis avangos no
conhecimento do préprio HBV, a construcao de kitslihgnosticos para a doenca utilizando
técnicas de engenharia genética. No entanto, gstagas ainda sdo pouco exploradas em
territério nacional. Na maioria dos casos, os ¢é@sliagnésticos moleculares sao importados.

A construcdo de um polipeptideo anti-HBc recombi@azom multiepitopos € mais

eficaz no reconhecimento de marcadores moleculaoespossuir maior sensibilidade e
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especificidade ao substrato. Isto possibilita gyuifestico de hepatite B em hemocentros,
tanto para evitar o desperdicio de bolsas de samgmo para garantir a utilizagdo de sangue

saudavel, além de oferecer um diagndstico preeismd mopulacdo em geral.

Diferente deste trabalho, outros estudos descrevetiizacao de peptideos sintéticos
em vacinas (US Pat. No. 5,204,096) ou ainda endkitdiagnésticos (US Pat. No. 6,544,520
B1l). No entanto, a sintese de varios peptideos podear a sua utilizacdo inviavel
comercialmente devido o alto custo. A construcdoud®a Unica molécula multiepitopo

elimina este problema e apresenta a vantagem iliddde de manipulacao.

DESCRICAO DA INVENCAO

As proteinas recombinantes multiepitopos produzashag&scherichia colipodem
ser usadas em kits de diagnéstico para Hepatitgpo@iendo eliminar o problema da
guantidade dos epitopos nos kits e auséncia depegitmais prevalentes no Brasil e no
mundo. Essas proteinas multiepitopos consistermd@elnica cadeia polipeptidica contendo
0s epitopos imunodominantes, lineares e mais rept&svos do Brasil e no Mundo. Esses
epitopos correspondem a regides virais que condi@adte elicitam uma reposta imune em
individuos infectados com Hepatite B. E uma esgiaténovadora uma vez que no Brasil e no
Mundo ndo existe um kit de diagndstico baseado rateimas multiepitopos para hepatite B,
0 que torna essa tecnologia uma inovacdo. Assimsenyolvimento dessa estratégia visa
aumentar a sensibilidade de um kit de diagnésticoHBc. Por isso, essa tecnologia tem
como objetivo principal fornecer um modo de melhargrocesso de detec¢do do virus em
relacdo aos outros kits de diagnostico anti-HBoetrados no mercado.

Quatro epitopos foram selecionados para o geneirds ¥HBYV. Na sequéncia
génica, MEHB, o primeiro epitopo (residuos 61-8tém 23 aminoacidos (aa), o segundo
(residuos 107-118) 12 aa, o terceiro (residuos1B33-6 aa e o quarto (residuos 134-145) 12
aa. Os epitopos foram separados com linkers flexide Glicina e Serina para permitir a
distencdo da proteina deixando-a linear para facib reconhecimento do anticorpo ao
antigeno (Dipti, C.Aet al. Protein Expres Purif. 47: 319-328. 2006), comporasim, um
peptideo de aproximadamente 7 kDa. Para facilitanaipulacéo da proteina a sequéncia do
peptideo foi repetida trés vezes, formando um geptide aproximadamente 21kDa. Por

estarem em tandem, os epitopos 3 e 4 ndo formaasigsa A partir de andlisés silico foi
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selecionados codons preferenciais pgaracoli e foram quantificadas as bases nitrogenadas
citocina e guanina (CG), sendo observado um tet&%8% das bases para MEHB.

Tem-se, portanto, no pedido de patente em quest@my “insumos para kits de
diagnéstico e/ou para producdo de anticorpos monald e/ou para pesquisa e
desenvolvimento de vacinas, farmacos e medicanierdss proteinas recombinantes
multiepitopos produzidas eBEscherichia coliespecialmente desenvolvida para se obter maior
guantidade e sensibilidade dos epitopos mais feted e que traz grandes vantagens, tanto
em sua utilizacdo como em sua fabricacdo de unupragenuinamente nacional, agregando
baixos custos para sua exequibilidade industrleld@a a praticidade utilitaria. Oferecendo
desta forma ao publico consumidor, uma op¢do deomeusto no mercado de kits de
diagndstico, que ao contrario dos kits atuais temcusto elevado devido ao fato de serem

importados.

A presente invencao representa uma alternativa gatiagndstico de pacientes
infectados com o antigeno do core do virus da heft pois permite uma deteccéo na fase
de janela imunolégica, onde o AgHBC € o Unico n@dmcamolecular presente, detecta
pacientes que evoluiram para a cronicidade e apatdentes que ja estdo curados da
enfermidade mas sdo impossibilitados de doar samyitando desperdicios nos bancos de

sangue e uso de sangue contaminado com o antigeriud.

A Figure 1 Desenho da sequiéncia completa de nucleotideosiiérsag prevista de
aminoacidos da proteina recombinante rMEHB.

A Figura 2 mostra a analise da cinética de inducdo em gelotiacplamida SDS-
PAGE 12%. Material coletado apés a inducdo de sspe da MEHB. 1) Tempo Oh de
inducdo; 2) tempo 30 minutos de inducdo; 3) temp801min; 4) tempo 2h30min; 5)
marcador de massa molecular (Unstained Proteinddtale Weight Marker — Fermentas Life
Science).

A Figura 3 é a confirmacédo da banda de inducéo por gel Wa&stin-A) Gel de
poliacrilamida apos 2h30 min de inducdo da protendMEHB; B) Marcador de massa
molecular (Fermentas Life Science); C) Deteccaprdeeina por Western Blot em membrana

de nitrocelulose.
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A Figura 4 mostra a analise do gel SDS-PAGE das fracdes dazale afinidade Ni-
NTA obtidas durante a purificacdo. 1 — Marcador ndassa molecular, (Fermentas Life
Science). 2 flowthrough 3, 4 e 5 — etapas de lavagem da resina com dGitaagp lavagem;

6, 7, 8 e 9 — fracOes da eluicdo da proteina rMIpHi.

A Figura 5 mostra a atividade bioldgica da proteina recombimstEHB. Com o
aumento das concentracfes da proteina recombif@adig, 500ng, 1pg, 10ug e 15uQ),
verifica-se também o aumento da quantidade de mlakdigadas a placa, confirmando a
capacidade da proteina rMEHB e se ligar a antico#uati-HBc. Foi usado como controle

negativo tampao salino (PBS), o mesmo tampéao enagjaenostras foram diluidas.

A Figura 6 mostra a capacidade do antigeno recombinante rM&Ritilizado em
kits de diagndstico. Substituicdo do antigeno corakpelo antigeno rMEHB em um teste de
diagnéstico comercial competitivo. CP — Soro cdetroomercial positivo; CN — Soro
controle comercial negativo. O anticorpo anti-p@lidine conjugado com fosfatase alcalina
foi utilizado como segundo anticorpo no teste.

O processo de producao da proteina multiepitopesério pelas seguintes etapas

subsequentes: sintese, clonagem, expressao e€acaii de acordo com os exemplos de 1 a 4.

EXEMPLO 1: SINTESE QUIMICA DOS GENES E CLONAGEM NO VETOR DE
EXPRESSAO

A proteina recombinante produzida nessa invencacoaoificada por sequéncias de DNA
sintetizadasle novoem industrias especializadas na sintese quimigedes. No desenho

dos genes, foram considerados 0s seguintes csitério
a) Codon usagelos organismos onde 0S genes Serao expressos;

b) Adicdo de sitios de restricdo apropriados naseexdades dos genes para facilitar as

clonagens;

c) Os genes sintetizados codificam uma proteinaiepitbpo clonada no vetor de expressao
em pET21a.

Resultando na sequiéncia mostrada na figura 1.
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EXEMPLO 2: EXPRESSAO HETEROLOGA DAS PROTEINAS MULTIEPITOPOS
RECOMBINANTES

Os genes que codificam para a proteina multiepitogerem expressos dm coli
foram clonados no vetor pET21a que ja possuitaghde purificacdo composto por seis
histidinas (His-Tag) que possibilitar4 a purificagéa proteina recombinante em colunas de
afinidade Ni-NTA. A clonagem dos genes foi realaa® forma orientada de acordo com os
sitios de restricdo a serem adicionados na se@ligmrainaria dos genes. Os vetores
resultantes fora, utilizados para a transformacéded coli cepa BL21(DE3) pLyskE. A
expressao pode ser feita em pequena escala (a@té)Ilol em escalas maiores (acima de 1
litro) em frascos sob agitacdo. A inducdo da exgai@doi feita pela adicdo do agente indutor
IPTG, seguindo-se a coleta de amostras e a an@tsenesmas atraves de SDS-PAGE. Apos
um processo de otimizacdo da producdo da proteinaepitopo, os clones com maiores
niveis de expressdo assim como o melhor tempo digcdio foram selecionados para a
continuidade do processo de producdo. Dados dacandsdo mostrados na figura 2 e

confirmados na figura 3.

EXEMPLO 3: OTIMIZACAO DA PRODUCAO DAS PROTEINAS MULTIEPITOPEM
FERMENTADOR

Os clones selecionados de acordo com o exemplod2npcser cultivados em
fermentadores, que pode monitorar 0os seguintesneti@s: crescimento, inoculo inicial, pH
e aeracao. A analise do perfil protéico pode saizaala por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), identificando-se destedm a presenca e integridade das
proteinas multiepitopo recombinantes. A quantifeacdessas proteinas multiepitopo
produzidas pode ser feita pelo método de Bradfem guantificacdo de proteinas totais
(Bradford MMA. A rapid and sensitive method for quantificatioma€rogram quantities of

protein utilizing principle of protein dye bindingnal Biochem 72: 248-254. 1976).

EXEMPLO 4: PURIFICACAO DAS PROTEINAS MULTIEPITOPO RECOMBINANTS

As células foram coletadas ao final da inducaongrifegadas, o pellet ressuspendido
em tampao desnaturante (tampao de lise, conterda 8M, NaHPO, 50 mM, NaCl 300
mM e imidazol 10 mM, pH 8) ou congelado a — 20 FGL usado somente tampao de lise
para liberagdo do conteudo intracelularEdeoli, diferente dos outros trabalhos descritos no
estado da técnica que usam uma etapa adicionabmieagdo, dispensada na presente
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invencdo. A sonicagéo é utilizada para o rompimea células visando a liberagdo de uma
maior quantidade da proteina de interesse na fisgl@wel. Entretanto, no presente pedido de
patente a tecnologia foi otimizada de modo a disperessa etapa que, em alguns casos,
dependendo do tempo de exposicao ao ultra-som, gesteturar a proteina de interesse. O
extrato total foi clarificado por centrifugacdo 0B0x g por 30min) e o sobrenandante,
contendo as proteinas soluveis, foi utilizado pEeetapas subseqientes de purificacdo. A
purificacdo da proteina recombinante, que cont@awuda de histidina, foi feita em condicéo
desnaturante. O extrato total de proteina foi iadebpor 1h30min, 4°C, sob agitacéo orbital
com a resina Ni-NTA para ligacdo da proteina redoarie por afinidade. A lavagem e
remocdo das proteinas ndo ligadas ou fracamerat@akiga resina foi feita com tampao de
lavagem contendo ureia 8M, Ng*0, 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 20 mM, pH 8.0, por
3 vezes utilizando 2 vezes o volume da resina eda atapa. A eluicdo da proteina
recombinante ligada a resina de niquel foi feita tampao NakPO, 50 mM, NaCl 300 mM
contendo imidazol 50 mM, pH 8.0 em 3 etapas utliltaum volume da resina cada uma.
Aliqguotas da etapa de eluicdo (15ul) foram anadisaghor eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Dados da purificagdo sdo mostrados na figura 4.

EXEMPLO 5. TESTES DE ATIVIDADE IMUNOLOGICA

O método utilizado para o teste se baseia na géerantigeno-anticorpo. Foi utilizado
uma placa de teste de ELISA comercial contendo ntimapo anti-HBc adsorvidos em cada
poco. Foi adicionado, em cada poco da placa, difese concentracbes da proteina
multiepitopo recombinante rMEHB em triplicata (50&§0ng, 1pg, 10ug e 15u). Apdés 2h
de incubacéo a 37°C, A superficie é lavada paramr@s proteinas que ndo se ligaram aos
anticorpos presentes na placa. Sao feitas trégdagacom PBS Tween 5% (PBST). Em
seguida, sdo adicionados 100uL de anticorpo monaklanti-polyhistidine, produzido em
rato (Sigma) conjugado com fosfatase alcalina,iguproduzir uma substancia amarelada. O
anticorpo é diluido em tampé&o salino PBS, este &amambém foi utilizado como controle
negativo para verificar se ndo havia reacdo (iredBpa) por causa do tampao. Apos
incubacado de 2h a 37°C a superficie é lavada novarpara a retirada do anticorpo que néao
se ligou ao antigeno que esta ligado a placa. éaliege 0 substrato de ligacdo (pNPP —
2mg/mL) para a enzima produzir a substancia coea@ssim, medindo-se a intensidade da

cor da superficie, por espectrofotbmetro, pode-gantificar e verificar a presenca da
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substancia de interesse. Dessa forma, pode-ssamalcapacidade da proteina recombinante
em se ligar ao anticorpo presente na placa. O gomapto de onda utilizado para quantificar
a intensidade da coloracdo foi de 405nmuofhy). A leitura verificada para a maior
concetracdo usada (15uQg) esta acima da curvatdeal@elo espectrofotdmetro (acima de

trés).

A capacidade da proteina recombinante se ligar rawogpo presente na placa

comercial € mostrada na figura 5.

Para comprovar a capacidade da proteina recombintiEHB ser utilizada em um

teste de diagndstico de Hepatite B, foi utilizadanesmo kit comercial substituindo o
antigeno do kit pela proteina rMEHB. O teste fa@limdo com os soros controles do kit
(positivo e negativo). Foram seguidos os passqeatocolo do kit comercial, adicionando a
placa do kit, que continha anticorpos monoclonderidos a superficie, 50uL de tampéao de
incubacdo, em seguida, 50uL do controle (positivanegativo) e 50uL da solucédo contendo
0 antigeno recombinante rMEHB (0,75ug/mL em PBSplaka foi incubada por 2h a 37°C.
Apés a incubagédo a placa foi lavada 4 vezes com2p0c¢co de PBST. Apos a lavagem, foi
adicionada a placa 100uL do segundo anticorpo-fatyhistidine conjugado com fosfatase
alcalina diluido 1:1000 em PBS). A placa foi incddadurante 1h a 37°C. Novamente foi
lavada 4 vezes com 200uL/poco de PBST e, por fimadicionado o tampéo de revelacéo
pNPP (2mg/mL). Por ser um teste competitivo o anpic anti-HBc presente no soro
(controle positivo) competira com o anticorpo presena placa do kit pelo antigeno rMEHB.
O rMEHB se liga ao anticorpo do soro e nédo na plaeado descartado durante a lavagem.
Na auséncia de anticorpos anti-HBc no soro (camtmebativo) o rMEHB se liga ao anticorpo
da placa ficando “preso” mesmo ap6és as lavagerseddndo anticorpo se liga a cauda de
histidina presente no antigeno rMEHB e com a add@fidampdo de revelacdo a fosfatase
alcalina emite uma coloracdo amarelada e pode sesurada em espectrofotometrads,).

A interpretacdo dos resultados se da da seguintefese ha coloracdo amarelada forte o soro
ou controle utilizado é negativo, se h4 auséncieod®u coloracdo amarelada fraca o soro ou

controle utilizado € positivo, fazendo assim o dizgjico.

A figura 6 mostra a capacidade da proteina reccanbén(rMEHB) ser utilizada em kits de

diagndsticos.
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RESUMO

“PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KIT DE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE MYICORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE/ACINAS,
FARMACOS E MEDICAMENTOS”

A Hepatite B € uma inflamacgé&o hepatica causadaypeis HBV. O primeiro anticorpo a ser
detectado ap0s a infeccéo € o anti-HBc-IgM. Poogaimeiro anticorpo presente, e algumas
vezes 0 Unico marcador detectado durante a evollg&ufecgdo, o anti-HBc pode ser usado
tanto para indicar infeccdo aguda pelo HBV (anteHBM) quanto para identificar
individuos que entraram em contado com o virus-t#Bc-IgG). O objetivo do presente
trabalho é a producdo de uma proteina multiepitdBe (rMEHB) que seja eficaz no
reconhecimento de marcadores moleculares paradditigm de hepatite B. Para o desenho da
sequéncia do gene rMEHB (609 pb) foi feita uma &ausa literatura para a sele¢cdo dos
epitopos mais comuns e conservados do virus HBge® sintético foi clonado no vetor
pET21a contendo uma cauda de histidina na extrelmi@aterminal. O gene foi inserido em
E. coliBL21 A\DE3)pLysS, para inducéo da expressao da protetomi@nante (r-ME-HB).
Em seguida, a proteina foi purificada por cromabgrde afinidade. Testes de ELISA
comprovaram a atividade antigéncia da proteina rBIEEHa capacidade desta proteina ser
utilizada em kits de diagndstico. Tem-se, portantopedido de patente em questdao, como
insumo para kit de diagnostico Anti-HBc, uma pnodeimultiepitopo engenheirada
especialmente projetada e desenvolvido para treaetagens, tanto em sua utilizacéo,
visando aumentar a sensibilidade dos kits de detgué anti-HBc como em sua fabricacao,
agregando baixos custos, uma vez que se trata decawlogia genuinamente nacional. Além
disso, € a primeira vez, descrito na literaturaso de proteinas multiepitopos recombinantes

contendo o0s epitopos mais representativos do Brasil
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FIGURA1

Gaha 5

DNA sequence Gene T

CATATGT GCTGGGEGT GAATTAATGAAT T TAGCAACGT GGGT TGGCAGCAAT CT GGAAGAT CCGGECT AGCCGCGAGGEGECAGC
GGECTCTGGECTGCCTGACCT TCGECCGEGAGACGGT GT TAGAATACGGT TCCGGTAGT GGTACGCCT CCTGCGTATCGT CCG
CCGAATGCCCCGATTTTAAGCACCCT GCCGGAAGGT TCAGGT AGT GGT TGCT GEGGT GAGCTGATGAATCTGECCACCT GG
GTI'GGGTTCTAACCT GGAGGACCCGGECCAGCCGCGAGEGTAGT GGTAGCGGT TGT TTAACCT TTGEGCGTGAAACAGTI TCTG
GAATATGGT TCTGECAGT GGCACCCCGCCGGECATACCGT CCGCCGAACGCT CCGATTCT GAGCACACT GCCAGAAGEGT CT
GGGTCAGGGT GT TGEEGEEEAGCT GAT GAACCT GECGACGT GEGTAGGGT CAAACCT GGAAGACCCT GCATCTCGCGAAGEC
TCAGGCAGTGECTGTCTGACT TTTGGCCGCGAAACCGT CCTGGAATAT GECT CCGECT CCGECACT CCGCCAGCGTATCGT
PEOACTAAREEUERCRAAT CCTGTCCACTCTGCCTGAACTCGAG

MCWGEL MNLATW/GSNL EDPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI L STLPEGSGSGCWGEEL MNLATVWGSNLE
DPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI L STLPEGSGSGOWGEL MNLATW/GSNL EDPASREGSGSGCL TFGRE

TVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI LSTLPE
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FIGURAZ2
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FIGURA4
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FIGURA 6
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SEQID 1

CATATGTGCTGEGGT GAATTAATGAATTTAGCAACGT GGGT TGECAGCAATCTGGAAGATCC
GECTAGCCGCGAGGGECAGCGECT CTGECT GCCTGACCT TCGGECCEEGAGACGGT GT TAGAAT
ACGGTTCCGGTAGT GGTACGCCT CCTGCGTATCGT CCGCCGAAT GCCCCGATTTTAAGCACC
CTGCCGGAAGGT TCAGGTAGT GGT TGCT GEEGT GAGCT GATGAAT CTGGCCACCT GEGT GGG
TTCTAACCT GGAGGACCCGECCAGCCCCGAGGGTAGT GGTAGCGGT TGI TTAACCTTTGEEC
GIGAAACAGT TCTGGAATATGGT TCT GECAGT GGCACCCCGECCGECATACCGT CCECCGAAC
GCTCCGATTCTGAGCACACT GCCAGAAGGGT CTGEGT CAGEGT GT TGEEEEEAGCTGATGAA
CCTGGECGACGT GEGTAGEGT CAAACCT GGAAGACCCT GCAT CTCGCGAAGGCT CAGECAGT G
GCTGTCTGACTTTTGGECCGCGAAACCGT CCTGGAATAT GECT CCEECT CCGECACT CCGCCA
GCGTATCGI CCACCAAACGCGCCAAT CCTGT CCACT CTGCCTGAACT CGAGCACCACCACCA
CCACCACTGA
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SEQID 2

MOWGEL MNL ATVWGSNL EDPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI LSTL
PEGSGSGOWGEL MNLATVWGSNL EDPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNA
Pl LSTLPEGSGSGOWGEL MNLATW/GSNL EDPASREGSGSGCL TFGRETVL EYGSGSGTPPA
YRPPNAPI L STLPEHHHHHH
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REIVINDICACOES

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS
caracterizado por conter uma proteina multiepitgpdEHB) compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos e/ou suas possiveis Gesian sua sequéncia primaria

tais como adicdo, delecdo ou substituicdo de amithogou outros grupos quimicos.

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pegepra multiepitopo ser codificada

pela sequiéncia de nucleotideos SEQ ID No. (1).

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODU(;AO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com as reivindicacbes 1 e 2 caracterizada peoteina multiepitopo

compreender a sequéncia de aminoacidos SEQ ID2)No. (

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicagéo 1 caracterizado porecogpitopos imunodominantes de
proteinas estruturais do virus da Hepatite B.

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
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DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com as reivindicacdes 1 e 4 caracterizadims ppitopos imunodominantes
compreenderem as regides do core, sendo unidasnp@eptideo conector de 2 a 10

aminoacidos.

6. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODU(;AO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com as reivindicacdes 1, 4 e 5 caracteripadaonter um peptideo conector
de 2 a 10 aminoécidos de glicina e serina.

7. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicacdo 1 a 6 caracterizadosporobtida por procedimento de

expressao heterdloga em microrganismos.

8. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODU(;AO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicagdo 7 caracterizado pelaagem e expressdo da proteina
multiepitopo em linhagens da bactétischerichia coli

9. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicagdo 8 caracterizado pelaesspo da proteina multiepitopo

emEscherichia colida linhagem BL21.

10.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
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DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com as reivindicagcoes de 1 a 8 caracteripada@ompreender as seguintes

etapas consecutivas

(@) sintese de um gene compreendendo multiepitoposniecantes de
regides estruturais do virus da hepatite B contepitmpos sendo unidos

por peptideos conectores de glicina e serina, ieret@lmente GSGSG;

(b) clonagem do gene sintético dado pela sequéncialBE{®.(1) no vetor

pET21a e sua expressao Estherichia coliBL21 ADE3) pLysS;
(c) Induc&o da proteina multiepitopo de 1 a 4 horas;
(d) Purificacdo da proteina multiepitopo em condi¢@sdturantes.

11.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicacdo 10 caracterizada patartrento da fracao obtida da etapa
de inducédo apos centrifugacédo entre 5000 a 100®0agenas com tampéao de lise,

independente de sonicacao.

12. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODUCAO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicacdo 11 caracterizado petaposicdo do tampé&o de lise ser
uma mistura homogénea de urea de 6 a 10 M,R@Hle 30 a 70 mM, NaCl de 100
a 500 mM, imidazol de 5 a 15 mM, pH basico, prefeil@mente, pH 8 a 10.

13.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA HEPATITE B E/OU PARA PRODU(;AO DE
ANTICORPOS MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOSde
acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pelafigacdo em condicdes

desnaturante usando a resina de Ni-NTA.
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14.USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acordoom as
reivindicacbes de 1 a 9, caracterizado por ser msunmo em kits de diagndsticos

especificos para hepatite B de abrangéncia nolrasi mundo.

15. USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acardcom a
reivindicacdo 13 caracterizada por esta proteindtigpilopo conter os epitopos
(gendtipos e subtipos) mais prevalentes no Brasil.

16.USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acordoom as
reivindicacdes de 1 a 9, caracterizado por serngmno para producdo de anticorpos
monoclonais e/ou para pesquisa e desenvolvimentovat®nas, farmacos e

medicamentos.
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Abstract

Hepatitis B is a liver inflammation caused by th&\Hvirus. The first antibody
detected after exposure to this virus is the aBeéHgM. The presence of this antibody
enables the identification of the clinical stagetltd disease and becames undetectable after
the acute phase. Anti-HBc IgG appears quickly alfgd, reaching high titers in chronic
hepatitis and remains even after cure. Since aBt-k$ the first antibody identified and
sometimes the only marker detected during the eoafsinfection, it can be used both to
indicate HBV acute infection (anti-HBc-IgM), and ientify individuals who have come in
contact with the virus (anti-HBc-1gG).

The purpose of this study was to produce a recaambitiBCAg (core antigen)
multiepitope protein (rMEHB) that could be used ftiagnosis of hepatitis B. For this
purpose, a gene sequence named MEHB was desidaed tato account the most common
and conserved HBV epitopes with a worldwide disttidn. The synthetic gene was cloned
into vector pET21a as a Ndel/Xhol fragment contajra sequence coding for a 6xHis tag at
the C-terminal. The resulting plasmids were tramstal intoEscherichia coliBL21 A\DE3)
pLysS. Selected clones were grown for expressicdmation of the recombinant protein.
SDS-PAGE analysis showed induction bands, whictewensistent with the predicted sizes
of the multiepitope protein. The western-blot usiagtibody anti-polyHis was used to
confirm that induction band correspond to the relmmient rMEHB. The protein purification
was performed by a single step with affinity chréogaaphy Ni-NTA. Purified rMEHB has
been used to perform an ELISA assay with positivéd aegative sera. In conclusion, our
results show that the careful choice of epitopeferefthe development of a synthetic
multiepitope protein to be used in a serologicabdistic system that is capable to recognize
and binding to antibodies of HBV virus infected pko

Keywords: Hepatitis B virus; Multiepitope protein; HepaditB diagnostic test; Ni-NTA
chromatography.

Background

Approximately 2 billion people were infected withet Hepatitis B virus (HBV)
worldwide, and more than 400 million or 5% of therld’s population are chronic carriers of
the disease. It was responsible for more than llomitleaths per year (Komas al; 2010). In

Brazil, it is estimated that two million people a8V chronic carriers, with the majority of
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infected individuals concentrated in the northeegion (Data from the World Health
Organization - WHO).

HBV is an adenovirus belonging to tiepadnaviridae consisting of a spherical
particle double layer, where the outer layer isechihe envelope, and the inner layer is called
the core. The center contains polymerases and BiKA, which is circular and double-
stranded, coding for structural and non-structprateins (Lawet al., 2006).

The HBV is an adenovirus that belongs to thepadnaviridae virus group
characterized by having its DNA replication frora RNA through reverse transcription. The
virus consists of a doubled-layered spherical partwhere the external layer is nominated
the envelope and the internal the central layent(&aet al; 2010). The central part contains
polymerases and the circular, double-helix viral AANvhich codifies structural and non-
structural protein (Lei, &kt al; 2006).

Anti-HBc appears during the acute phase of theeskn may persist long after anti-
HBs have disappeared. Patients who remain anti-d8sitive for years are at risk of
transmitting disease on rare occasions (donati@oldd organ tissue) or reactivation of HBV
disease once immunosuppressed (Elghanetaai; 2009). The genome region precore/core
seem to remain the most conserved, and, therafasethe most recommended for peptide
analysis. After the acute phase, the antibodiesgraze especially the epitopes located in the
central region of the HBc protein, from the 74he 123 residues (Tordjemanal 1993).

Studies about the viral peptides demonstrate kigatorresponding regions to the 126-
135 residues of the HBcAg are essential in ordee¢ognize the antibodies, and, therefore, to
the immunity’s response, since the 128-133 regias determined to be vital. Other research
show the importance of the 76-83 peptide of the /dBg, where Asp78, Pro79, Arg82, and
Asp83 are essential residues of the 61-85 peptidenathe 121-140 peptide (Sallbezgal;
1991).

Peptides located in the hydrophilic region of prot€ were synthesized by Colluci
and collaborators (1988), who demonstrated thatl@®118 peptide reacted with all of the
serum and mAbs anti-HBc that were tested (Colkeical; 1988).

Takahashi and collaborators (2001), using monotscaratibodies against the 135-145
epitope of the HBcAg, showed that this peptidanslar to the ones used in routine anti-HBc
diagnostic tests (Takahasdtial; 2001).

The high density of specific epitopes for a diged#iogenetically conserved and
immuno-dominant, when selected in order to constausynthetic multiepitope protein, is

capable of recognizing specific antibodies and rdoute to the elevated degree of specificity
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and sensitivity (Dipti, C.Aet al 2006). In addition, the use of a single recombiaa
multiepitope protein eliminates the need to syn#dgeand express various peptide sequences
(Subramaniam, 2003. Pat. No WO 2005/014627 Al).

The purpose of this study is to, using biotechng|dayild an antigenic recombinante
multiepitope protein of the HBV virus capable otagnizing molecular markers in order to
produce monoclonals antibodies, and, possibly, 4s&l un the research and development of

vaccines, pharmaceuticals, medicine, and diagnkssiof hepatitis B.

Material and methods

Strains and reagents

Escherichia coliBL21 (\DE3) pLysS and expression vector pET21la were pseclilom
Novagen. NiSepharose™ 6 fast flow (GE Healthcaesjnr was used to purify rMEHB.
Restriction enzyme$\dd e Xhd, were purchased from New England Biolabs andstit ™
plasmidPrep Mini Spin Kit from GE Healthcare. Theductor IPTG and ampicilin were
obtained from USB Corporation. The monoclonal aally histidine AP antibody was
purchased from Sigma. Others reagents were obt&iosdstandard commercial sources and

were of analytical degree.

Design and cloning of the synthetic gene

In order to design the genetic sequences of thembmante protein of hepatitis B virus
(rMEHB), literature pertaining to the area was esked, and a few linear and conserved
epitopes from the HBV virus were selected from tioee region of the virus. A 609 pb.
sequence was obtained.

Four epitopes were selected for compose the MEH# @g&ble 1). In the MEHB gene, the
first epitope contained 23 amino acids (aa), tloeseé 12 aa, the third 6 aa and the fourth 12
aa. The epitopes were separated with residuesiadh&lnd Serine (GSGSG) flexible linkers,
resulting in a peptide of approximately 7 kDa. hder to increase the density of the present
epitopes and to facilitate the manipulation of fitetein, the sequence of the protein was
repeated three times, forming a peptide of appratety 21 kDa (fig. 1). Since they were in
tandem, the epitopes 3 e 4 were not separatedgmesd of six histidine residues (His-tag)
was also added at the N-terminal to purify the ggrobn nickel resin. The synthetic gene was
custom synthesized dsdel/Xhol fragment in the pET21a (Epoch biol&hsDuring gene

design the codon usage was adapted to the codewtita coli genes.
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Expression and purification of rIMHEB

A single colony was inoculated in 5 mL Luria-Beiit§hB) medium containing 10Qg/mL
ampicilin and incubated at 37°C with shaking durowgrnight. Two mL of the culture was
transferred to 20 mL LB medium in a 250 mL E-flaSke culture was grown in the same
condition until ORy 0.6 when 1mM of the inductor (IPTG) was addedifauction. One
mL samples were collected at 0.5, 1.5 and 2.5 &r aftduction. The cell pellets were
ressuspended in 50L of SDS-PAGE sample buffer and boiled for 5 mimn-idduced
controls were analyzed in parallel. A clone hanhgniMEHB that expressed high level of the
recombinant protein was chosen for further workigédts of the induced and un-induced
cultures were analyzed by SDS-PAGE prior to inigtpurification. Bacteria from induced
culture were centrifuged in a falcon tube at 60@Pfar 30 min at 4°C and the resulting pellet
was stored in a freezer at -80 ° C. The purificastrategy involved addition of 1 mL of lysis
buffer (8M urea, 50 mM Na#PO,, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0) to the pell
cells and incubated at 4 °C, overnight. The samgle sonicated and centrifuged at 6000 x g
for 30 min at 4°C and supernatant used for recoamtimprotein purification. The required
amount of the resin Ni Sepharose Fast Flow (AmensBesciences) was washed tree times
with 1 mL distilled water during two minutes andiseented by centrifugation for 1 min at
6000 x g, between each wash step. The supernatsdiscarded and the procedure was
repeated with an equal volume of lysis buffer (8/aj 50 mM NakPQ,, 300 mM NacCl, 10
mM imidazole, pH 8.0. The sample was incubated &€ 4or 1h on a vertical disc rotator.
After incubation the resin was sedimented by ckmgation for 1 min at 6000 x g and the
supernatant was removed and saved as the flowghrothe resin was washed tree times
with 2 volumes of washing buffer (8M urea, 50 mMHRO,, 300 mM NaCl, 20 mM
imidazole, pH 8.0). The resin was sedimented byridegation 1 min at 6000 x g between
each wash steps. The protein was eluted in theesidns using 1 volume of elution buffer
(8M urea, 50 mM NakPO,, 300 mM NacCl, 500 mM imidazole, pH 8.0).

Electroforesis and western blotting

Protein samples were separated on 12% SDS-PAGE agelselectroblotted onto PVDF
membrane. The membrane was blocked with 5% milknmVi NgHP O, with 137 mM NacCl,
pH 7.4 (PBS) and 0,1% Tween 20 (PBST) for 2 h anhrdemperatire. The membrane was
then incubated for 2 h at room temperature with eetonal mouse anti-poliHis AP (Sigma),
diluted 1: 1000 in PBS. After three washes with PBtBe specific protein band was
visualized by NBT/BCIP detection method.
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Activity test of rIMEHB

Immunoenzimatic assay was used to detect spedcifidifyg of the recombinant protein
rMEHB with anti-HBc. It was used a commercial plateHBV diagnostic kit containing a
monoclonal anti-HBc (Diasorin — ETI-EBK PLUS No )40Nas added to each well
differents concentrations of recombinant multigpé&grotein rMEHB in triplicate (50ng, 500
ng, lug, 10mg and 1. After 2h at 37°C incubation, the surface is waklho remove the
protein that were not linked to the antibodies loa plate surface. Were made three washes
with PBST. Then were added 100uL of second antib@dgnoclonal anti-polyhistidine)
produced in mouse (Sigma) conjugated with alkalpme@sphatase, which will produce a
colored substance. The antibody is diluted in PB% buffer was also used as negative
control. After incubation for 2h at 37°C the platarface was again washed to remove
antibody that did not bind to the antigen that Wwaand to the plate anti-HBc. Was added the
substrate for the enzyme alkaline phosphatase (pN&Produce colored substance. By
measuring the intensity of surface color with actfmghotometer (4snn) We can quantify
and verify the presence of some substance of sttere

The recombinant antigen was also used in a comalatiggnostic kit replacing the antigen
of the kit. The commercial kit was based on a cditipe test in which the antibody present
on the plate surface competes with the antibodggmtein serum of infected patients by the
antigen. For this test was used the positive agathe serum controls of the commercial kit.
The second antibody used was the anti-polyhistiditkaline phosphatase conjugated. The

readings were made inyénm

Results

Design of the hepatitis multiepitope protein (rMEHB)

To design multiepitope protein that could be of gdiastic utility, both linear and
immunodominant epitopes were selected which areiqusly know as an elicitor of anti-
HBc antibodies. The rMEHB is predicted to encode 21 kDa recombinant protein where
the four epitopes separated from each other bynghserine linkers, repeated three times.
The DNA and predicted aminoacid residues sequehdeeorMEHB protein are shown in
Figure 1. All the epitopes of the rMEHB protein vaiuherefore be freely available for
interaction with their cognate antibodies and woctdahtribute to its overall sensitivity and

specificity when using patient sera.
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Expression and purification of rMEHB protein

The induction continued for 2.5 h and the cells evbarvested. Aliquots of the induced
cultures were analyzed by SDS-PAGE and westertirwoprior to initiating purification. As
shown in Figure 2, rIMEHB was produced as a ~21 gfdein. Western blotting analysis of
these samples (Figure 3, lane C) showed a unigue Ww#éh the same size corresponding to
the same protein on coomassie gel.

The rMEHB protein was as inclusion bodies, urea wsad to solubilize this protein. To
purify the rMEHB, the Ni-NTA affinity chromatograghwas carried out under denaturing
conditions. Fractions collected during differenépst of the purification were analized by
SDS-PAGE (Figure 4). Tree steps of washing remqueadtically all contaminants. Elution
of the bound proteins by use of 500 mM imidazolsulied in the emergence of highly

purified recombinant protein from de column (Figdrdanes 6-9).

Activity test of MEHB

To test de antigenic activity of the recombinanttein was used a plate of commercial
diagnostic kit containing a monoclonal anti-HBc wased to verify that the recombinant
protein (rMEHB) was capable of recognize anti-HBwd &ind to them, using different
concentrations (50ng, 500ngud, 519, 10 ug and 1pg) of rMEHB. Figure 5 shows that
higher is the concentration of rMEHB, higher is #iesorbance. This result proves the ability
of the recombinant protein to recognize antibodiets-HBcC.

To prove the ability of rMEHB be used in a diagmogest of Hepatitis B it was used a
commercial kit replacing the kit's antigen for trecombinant protein rMEHB. The test was
done using sera positive and negative controleekit. The figure 6 shows the ability of this
protein to be used in a diagnostic kit. For thi& tewas also used the commercial antigen as
parameter (data not shown), it was observed tleatebombinant antigen rMEHB answers as

well as the commercial antigen.

Discussion

The application of techniques from the field of smilar biology enabled, other than
the notable advancements in knowledge of the HB¥,assembly of diagnostic kits for the
disease using genetic engineering. However, thedeigques are still scarcely used in the
country. In most cases, the molecular diagnostgdie imported.

The recombinantes multiepitopes proteins produndtscherichia colican be used in

diagnostic kits for Hepatitis B, which can elimiaahe problem concerning the quantity of
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peptides in the kits and the lack of more prevadgitopes in population. These multiepitopes
proteins consist of a single polypeptide chain awmmbhg the immunodominant and linear
epitopos with the highest representation in Braad in the world. These epitopos correspond
to viral regions that are known to elicit an immumsponse in infected individuals with
Hepatitis B, as showed in figure 5 and figure 6.

This protein represents an alternative for the mbiags of patients infected with the
Hepatitis B virus, as shown in figure 6, becausalldws the detection in the phase of the
immunological window, where the anti-HBc is theyontolecular maker present, in patients
that evolved towards chronicignd in patients already cured from the infirmitgtiEnts with
this marker are unable to donate blood, and theiptévious detection of the anti-HBc avoids

wasting in blood banks and the use of contaminlakeod with the antigen of the virus.

Conclusion

The synthesis of a recombinante anti-HBc would petine diagnosis of Hepatitis B
in hemocenters, in order to avoid the wasting obblbags, to guarantee the use of healthy
blood (Asim,et al. 2010), and to offer a precise diagnosis to theufaion.

This is an innovative strategy, as there does eoteyist, either in Brazil or in the
world, a diagnostic kit based on multiepitope pragdor Hepatitis B, making this technology
an innovation. Therefore, the development of thiategy aims to increase the sensitivity of
an anti-HBc diagnostic kit. In addition to allowinig use in the production of monoclonal
antibodies, it is possible to apply it for the meari research and development of vaccines,

pharmaceuticals and medicine.
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List of abbreviations

Asosnm absorbance in a 405 nm

anti-HBc: Hepatitis B core Antibody

HBV: Hepatitis B virus

HBCAQ: Hepatitis B core Antigen

rMEHB: Recombinant Multiepitope of Hepatitis B
MEHB: Multiepitope of Hepatitis B
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AP: Alkaline Phosphatase

pNPP: p-nitrophenyl phosphate

mL: Mililiter

uL: Microliter

min: Minutes

nm: Namometer

X g: Gravity

°C: Celsius degree

mM: Milimolar

M: Molar

OD: Optical density

kDa: Kilodalton

PBS: Phosphate Buffered Saline

PBST: Phosphate Buffered Saline Tween
ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
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Table 6. HBcAg epitopes selected to compose the recombjratein

Epitope Residues References
Sallberget al., 1994; Salfeldet al.,
1989e Thermett al.,2004

1 CWGELMNLATWVGSNLEDPASRE 61-83

CLTFGRETVLEY 107-118 Collucciet al.,1988.

TPPAYR 128-133 Sallberget al.,1991

PPNAPILSTLPE 134-145 Takahashet al.,2001
(ana §

Geara G

DNA sequence

CATATGTGCTGGGGTGAATTAATGAAT TTAGCAACGT GGGT TGECAGCAAT CT GGAAGAT CCGECTAGCCGCGAGGECAGC
GGCTCTGGCTGCCTGACCT TCGECCGGEGAGACGGT GT TAGAATACGGT TCCGGTAGT GGTACGCCT CCTGCGTATCGT CCG
CCGAATGCCCCGATTTTAAGCACCCT GCCGGAAGGT TCAGGTAGT GGT TGCT GGGEGT GAGCTGATGAATCTGECCACCT GG
GTGGGT TCTAACCT GGAGGACCCGECCAGCCGCGAGCGT AGT GGTAGCGGT TGT TTAACCT TTGEGCGTGAAACAGT TCTG
GAATATGGT TCTGGCAGT GGCACCCCGCCGECATACCGT CCGCCGAACGCT CCGAT TCTGAGCACACT GCCAGAAGGEGT CT
GGGT CAGGGT GT TGGEEEEGAGCT GAT GAACCT GGCGACGT GGGT AGGGT CAAACCT GGAAGACCCT GCATCT CGCGAAGEC
TCAGGCAGTGGCTGICTGACT TTTGGECCGCGAAACCGT CCTGGAATAT GGCTCCGECT CCGECACT CCGCCAGCGTATCGT
PEGACCAAREEEESRCAAT CCTGTCCACT CTGCCTGAACTCGAG

MCWGEL MNLATVWGSNL EDPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI LSTLPEGSGSGCWEEL MNLATWG
SNLEDPASREGSGSGCL TFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI L STL PEGSGSGCOWEEL MNLATW/GSNLEDPASREGSGS
GCLTFGRETVLEYGSGSGTPPAYRPPNAPI LSTLPE

Figure 1. Nucleotide and predicted amino acid sequenceseofMEHB based on protein
organization of hepatitis B virus (HBV).
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Figure 2. Kinetics analysis in polyacrylamide gel SDS-PAGE/4dLof rMEHB induction irE.
coli using 1mM of IPTG, stain with Comassie BrilliantuBl Lane 1 - un-induction control,
Lane 2 - 30 min after induction; Lane 3 - 1h30miterainduction; Lane 4 - 2h30min after
induction; Lane 5 - Mw protein markers (Fermentde Ecience).
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Figure 3. Western-blot analysis of rMEHB. The band of protdEHB is indicated by
an arrow. Lane A - Crude extract frdm coli after 2h30min of induction, stain with
Comassie Brilliant Blue; Lane B - Mw protein markg¢Fermentas Life Science), prestain.
Lane C - Recombinant protein detected by westewhd nitrocellulose membrane, using
as a second antibody anti-polyhistidine PA.
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Figure 4. Purification of rIMEHB. SDS-PAGE analysis of Ni-WRTaffinity column fractions.
Lane 1, Mw protein markers (Fermentas Life Scignicane 2, flow throw after purification;
lanes 3-5, wash steps ; lanes 6-9; elution staps @ith Comassie Brilliant Blue.
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Figure 5. Analysis of the ability of the recombinant proteiWlEHB to recognize the
monoclonal antibody Anti-HBc presents on the boswdface of a commercial kit to the
diagnosis of hepatitis B.Using several concentratiof rIMEHB for well: 50ng, 500 nguiy,
10mg and 15ug. As a negative control was used B&Ssame buffer in which the samples
were diluted. Anti-polyhistidine alkaline phosphsgaconjugate as second atibody.
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Figure 6. Analysis of the capacity to use recombinant antigdiHB in diagnostic kits.
Replacement of commercial antigen by the antigelHR for the competitive test. PC:
commercial positive control serum; NC: commerciatgative control serum. Anti-
polyhistidine PA as second atibody.
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Anexo Il — Patente Rubéola

“PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KIT DE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE/ACINAS,
FARMACOS E MEDICAMENTOS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencéao trata da construcdo biotecitalode uma proteina antigénica
recombinante contendo quatro epitopos dominant&3ii-B78, EP1, EP2 e EP3 da
glicoproteina E1 e um epitopo da glicoproteinailfell, L.A. Journa.l Clin. Microbiol.30
1841. 1992a) e sua utilizacdo na producéo de aptisanonoclonais e possivel utilizacdo da
mesma para fins de pesquisa e desenvolvimento aieaga farmacos e medicamentos e em
kits de diagnostico de Rubéola e/ou Sindrome da&&abCongénita (CRS) para identificar

individuos que ja tiveram contato com o virus dadula (RV).

Utilizando as técnicas de biologia molecular éspad demonstrar a importancia do
RV como fator etiolégico da Rubéola e da Sindromdérdbéola Congénita (Jin, 1. Med.
Virol. 79(7) 1017-1024. 2007). A producéo de um polijplat recombinante multiepitopo é
eficaz no reconhecimento de marcadores moleculpogspossuir alta sensibilidade e
especificidade ao substrato, o que possibilitaagriistico da Rubéola em hemocentros, tanto
para evitar o desperdicio de bolsas de sangue, @ame garantir a utilizacdo de sangue
saudavel, além de oferecer um diagndstico pre@asa populacdo em geral. Na maioria dos
casos, o0s kits de diagnosticos moleculares séo riagms. Sendo assim, a estratégia
desenvolvida apresenta interesse para a industrirmatéutica e biotecnoldgica para a
fabricacd@o de kits de diagnosticos com baixos sysana sua exequibilidade industrial, aliado
a praticidade utilitaria, oferecendo ao publico stzonidor, uma op¢do de menor custo no

mercado de kits de diagndésticos atuais, utilizaednologia nacional.

ESTADO DA TECNICA

O RV pertence a familia Togaviridae e é membro aiic génerdrubivirus.E um
virus de RNA, fita simples positiva, com um genataaproximadamente 1000 nucleotideos,
codificando duas ORFs. A ORF da extremidade 5 yosproximadamente 6.345

nucleotideos e codifica as proteinas virais nauitesais p150 e p90, enquanto que a ORF da
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extremidade 3", possui 3.189 nucleotideos e cadff@ra as proteinas estruturais, capsideo
(C), E1 e E2 (Yao, J.0). General. Viral 246: 74-82. 1998). As proteinas nao estrutu@s s
formadas pela clivagem proteolitica da poliprotgirecursora p200 em dois fragmentos p150
e p90. A andlise da sequéncia de residuos de aodos&ddaORF 5’ tem revelado motivos
consenso indicativos de RNA polimerase-RNA depetaderfreplicase), helicase,
metiltransferase e atividade de proteina quinasey(F.K. Adv. Virus. Res44: 69-160.
1994). A poliproteina p110 é translocada para dedtr reticulo endoplasmatico por dois
peptideos finais separados localizados em E1 eDE@tro do reticulo endoplasmatico, a
proteina do capsideo é clivada de E2, e E2 é didadE1l (Baromt al J. Virol. 73: 1073-
1086. 1992).

A proteina do capsideo C, de 33 kDa, contdnstersde serina e prolina, 0os quais
postula-se estarem envolvidos na ligacdo ao RNAmeo do RV para formar os capsideos
virais (Frey, T.K.Adv. Virus. Res44: 69-160. 1994). As proteinas do envelope ,vital (58
kDa) e E2 (42-47 kDa) séo glicoproteinas transmman#do tipo 1, observadas na forma de
heterodimero E1-E2 na superficie do virus. As jmate E1 e E2 contém um dominio
transmembrana (TM) possuindo 22 e 39 residuos d@oanidos, respectivamente. A
sequéncia de aminoacidos tem revelado que a past&ih contém 3 sitios de N-glicosilacao,
enquanto para E2 o numero de sitios parecem \dg@@ndendo do isolado viral. A fungéo
dessas glicoproteinas tem sido estudada extensiamidsando anticorpos monoclonais,
estudos mostraram que a glicoproteina E1 contémmpehos 6 epitopos, muitos dos quais
estdo associados em hemaglutinacdo e neutraliZ@géyeet al Virology. 189: 483-492.
1992). A funcédo da N-glicosilacdo na antigenicideadémunogenicidade de E1 tem sido
investigada. Estudos que avaliaram a expressadgseirerichia colda proteina recombinante
El indicaram que a glicosilacdo pode ser fundarguatiea o dobramento correto de E1 e
conseqguentemente para expressao de importantepapantigénicos e imunogénicos (Terry
et al Arch. Virol. 104: 63-75. 1989). Varios estudos tém mostrado gusubunidade
glicoproteica E1 inclui epitopos que servem como gbara anticorpos neutralizantes e,
juntamente com E2, é responsavel por induzir gmstas imunes contra o RV (Latal. J.
Virol. 80(14) 6917-69252006). A proteina E1 também tem um importante papdlsao do

envelope viral com a membrana da célula hospedeicéando o ciclo de replicacdo do RV.

A proteina E1 é bastante conservada. Feewl J. Infect. Dis.178: 642. 1998
compararam sequéncias de E1 de 63 RVs isoladoamad& Asia e América do Norte, entre
1961 e 1997 e observaram uma identidade de nuidestisuperior a 95%, sendo que a
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sequéncia de aminoacidos diferiu menos de 3%. Teowho base a sequéncia desse gene E1,
podem-se distinguir 2 clados e 10 gendtipos dede¥do que 8 dos 10 gendtipos ja tiveram
0S seus genomas sequenciados (Ztoal. J. Gen. Virol88(3): 932-941. 2007). De acordo
com estes autores, os virus dos 8 genotipos segilemcapresentam 78% de identidade e
possuem o mesmo numero de nucleotideos em cadadasf@RFs e nas regibes nao
traduzidas (5’ e 3'-UTR). Apenas a UTR entre@RFspossui diferencas de tamanho. A
funcdo da proteina E2 tem sido mais dificil de mheitear, pois como ela é ligada por pontes
dissulfeto a proteina E1, os sitios antigénicosalgsoteina sS40 menos acessiveis para a

caracterizagao por anticorpos monoclonais (Waxéah Rev. Infec. Dis/: 133-139 ).

A rota de entrada do RV na célula hospedeira n&é asmpletamente elucidada.
Contudo, o RV pode estabelecer infeccoes em unmalgreariedade de linhagens celulares
em cultura. Estudos indicam que o processo degatedo RV é mediado pela interacdo da
particula viral com os fosfolipideos e glicolipidida célula hospedeira (Mastromargtaal
Med. Microbiol. Immunol179: 105-114. 1990). Estudos bioquimicos tém radst que a
exposicdo das glicoproteinas E1 e E2 a pH 6 indna mudanga conformacional nas
glicoproteinas que favorece a fusdo do envelopd @ membranas do endossomo. Essa
hipotese foi corroborada pelos estudos que denawastrque replicacao viral foi inibida apos

tratamento com agentes lisosomotropicos (Petrureial J. Gen. Virol 77:303-308.1996).

Os ensaios imunoenzimaticos (EIA) para deteccélyMee IgG rubéola-especificas
sdo a metodologia mais usada atualmente para detdocRV. No entanto, esses ensaios tém
limitagOes pela ndo-correlacdo das taxas de IgigGdom a presenca do RV (Best, J.M.
Seminars in Fetal and Neonatal Mediciné2: 182-192. 2007). Dentre 0s ensaios
imunoenzimaticos usados com mais frequéncia paecgio do RV, destaca-se o ELISA.
Praticamente a maioria dos anticorpos contra prase¢struturais do RV sao detectados por
ELISA RV-IgG (Gigauf et al J. Immunol. Meth 287: 1-11. 2004). Varios anticorpos
monoclonais tém sido usados para estudar os epitepeolvidos na hemaglutinacdo e na
neutralizacdo do RV (Cha al Virology. 189:483-492. 1992).

Por meio de altas titulacdes de IgG anti-RV emiittlios hiperimunizados com
vacinas, foi possivel identificar 3 (Lozzi al Arch. Virol. 110:271. 1990; EP-1, EP-2, EP-3)
dos 4 epitopos neutralizantes para E1. BCH -178népeptideo representando o quarto
dominio neutralizante de E1 e que € o alvo pare@apbs neutralizantes nos humanos em
resposta ao RV (Mitchedt al J. Clin. Microbiol 30: 1841. 1992a). Esta regido é altamente

124



conservada entre os diferentes tipos de RV, enmragiata outros dominios neutralizantes
(Freyet al J. Infec. Dis.178: 1961-1997). Um Unico dominio neutralizantedrégem sido
identificado na proteina E2 usando anticorpos néméntes. Dois peptideos sintéticos
analogos as regides BCH-178 e EP-3 mostraram umubsta proliferacdo dos linfécitos
(Mitchell et al Virus Research29-33. 1993b) e uma proliferacdo anormal do®ditds em
resposta a 3 peptideos sintéticos (aminoacido221989-411 e 462-481) da proteina E1 foi
observado em pacientes com artrite associada alaufMitchell et al Virus Research29-

33. 1993b). Dessa forma, essas regides sdo bastamtereativas e promissoras, podendo ser
usadas em ensaios para a deteccao de anticorpd®Va(BieBauf et al. J. Immunol. Meth
287:1-11. 2004).

Os antigenos do RV usados atualmente em ensaiol®gioos sdo preparados por
concentracdo das particulas virais obtidos a paeticulturas de células infectadas. Este tipo
de preparacao antigénica exibe uma variagdo mudtadg e uma cuidadosa padronizacdo é

necessaria antes do uso. Antigenos sintéticoae#mem relativamente caros para produzir

A aplicacéo de técnicas de biologia molecular p@rmalém de notaveis avancos no
conhecimento do proprio RV, a construcdo de kitslidgndsticos para a doenca utilizando
técnicas de engenharia genética. No entanto, gstagas ainda sdo pouco exploradas em
territério nacional. Na maioria dos casos, os ¢é@sliagnésticos moleculares sao importados.

A construcdo de um polipeptideo anti-RV recombi@acom multiepitopos € mais
eficaz no reconhecimento de marcadores moleculaoespossuir maior sensibilidade e
especificidade ao substrato. Isto possibilita guifestico de Rubéola em Hemocentros, tanto
para evitar o desperdicio de bolsas de sangue, @aws garantir a utilizacdo de sangue

saudavel, além de oferecer um diagndstico preesd mopulacdo em geral.

DESCRICAO DA INVENCAO

As proteinas recombinantes multiepitopos produzamag&scherichia colipodem
ser usadas em kits de diagndstico para Rubéolanpodeliminar o problema da quantidade
dos epitopos nos kits e auséncia de epitopos mevalpntes no Brasil e no mundo. Essas
proteinas multiepitopos consistem de uma Unicaiagudipeptidica contendo os epitopos
imunodominantes, lineares e mais representativo8rdsil e no Mundo. Esses epitopos

correspondem a regides virais que sabidamentdaaticima reposta imune em individuos
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infectados com Rubéola. E uma estratégia inovagima vez que no Brasil e no Mundo n&do
existe um kit de diagnostico baseado em proteindtepitopos para Rubéola, o que torna
essa tecnologia uma inovacdo. Assim o0 desenvoltonegessa estratégia visa aumentar a

sensibilidade de um kit de diagndstico anti-RV.

Cinco epitopos foram selecionados para desenhane godificador da proteina
multiepitopo. Na sequéncia génica, MERUB, o primeapitopo contém 27 residuos de
aminoacidos (aa), o segundo 7 aa, o terceiro @ @aarto 12 aa e o quinto 26 aa. Os epitopos
foram separados com linkers flexiveis dos residimsaminoacidos glicina e serina para
permitir a distencdo da proteina deixando-a lingara facilitar o reconhecimento dos
anticorpos ao antigeno (Dipti, C.At al. Protein Expres Purif 47: 319-328. 2006),
compondo, assim, uma proteina de aproximadameri®4dl1Para facilitar a manipulacdo da
proteina, a sequéncia completa foi repetida duaesyeoriginando uma proteina de
aproximadamente 21kDa. A partir de analisesilico foi selecionados codons preferenciais
paraE. coli e foram quantificadas as bases nitrogenadas mitoei guanina (CG), sendo

observado um total de 59,8% das bases para MERUB.

Tem-se, portanto, no pedido de patente em quest@my “insumos para kits de
diagnostico” a proteina recombinante multiepitopoodpzida em Escherichia coli
especialmente desenvolvida para se obter maiottigade e sensibilidade dos epitopos mais
prevalentes e que traz grandes vantagens, tansu@mtilizacdo como em sua fabricacéo de
um produto nacional, agregando baixos custos psaaezequibilidade industrial, aliado a
praticidade utilitaria. Oferecendo desta forma ablipo consumidor, uma op¢do de menor
custo no mercado de kits de diagnostico, que adrarom dos Kits atuais tem um custo

elevado devido ao fato de serem importados.

A Figure 1 Desenho da sequiéncia completa de nucleotideostiéraxg predita de
residuos de aminoacidos da proteina recombinarfRiMB.

A Figura 2 mostra a analise da cinética de inducdo em gelotiacplamida SDS-
PAGE 12%. Material coletado apés a inducdo de sspe da MERUB. 1) Tempo Oh de
inducdo; 2) indugéo por 30 minutos; 3) inducdo Ha80 min; 4) indugédo por 2h30min; M)
marcador de massa molecular (Unstained Proteinddtaie Weight Marker — Fermentas Life

Science).
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A Figura 3 andlise da indugdo por western-blot. M) Marcadomaessa molecular
(Fermentas Life Science); 1) Deteccdo de proteioa vpestern-blot em membrana de

nitrocelulose.

A Figura 4 mostra a analise do gel SDS-PAGE das fracdes dazale afinidade Ni-
NTA obtidas no processo de purificacdo. M — Marcatbbomassa molecular, (Fermentas Life
Science). 1 Hlowthrough 2, 3 e 4 — etapas de lavagem da resina com catangp lavagem;

5, 6, 8 e 7 — fracOes da eluicao da proteina rMERURA.

A Figura 5 mostra o teste de imunoensaioenzimatico (ELISA) comtroles IgM
positivo e negativo para o virus RV. Ong — ndo ttedghna adsorvida na placa; 40ng — ha 40ng
de proteina adsorvida na placa; CP — controle tdigkl positivo (com 1° anticorpo); CN —
controle de kit IgM negativo (sem 1° anticorpo);tiAllgM humano conjugado com fosfatase
alcalina como 2° anticorpo. Substrato de revelaeaibrofenil fosfato. Leitura da absorbéancia

emetida pela colorimetria em um espectro de 405nm.

A Figura 6 mostra o teste de atividade bioldgica da protednambinante rMERUB.
Utilizando dois soros positivos (SP1 e SP2). SPhg: soro positivo 1 em po¢o sem proteina
adsorvida; SP2 + Ong — soro positivo 2 em poco@@teina adsorvida; SP1 + 50ng: positivo
1 em pogco com 50ng de proteina adsorvida na p&Ra;+ 50ng: positivo 2 em po¢o com
50ng de proteina adsorvida na placa; CN + 50n@ controle negativo do kit comercial em

poco com 50ng de proteina adsorvida.

O processo de producao da proteina multiepitopesério pelas seguintes etapas

subsequentes: sintese, clonagem, expressao eg@téidide acordo com os exemplos de 1 a 4.

EXEMPLO 1: SINTESE QUIMICA DOS GENES E CLONAGEM NO VETOR DE
EXPRESSAO

A proteina recombinante produzida nessa invencégooificada por sequéncias de DNA
sintetizadasle novoem industrias especializadas na sintese quimigedes. No desenho

dos genes, foram considerados os seguintes csitério
a) Codon usagelos organismos onde 0S genes Serao expressos;

b) Adicdo de sitios de restricdo apropriados naseexdades dos genes para facilitar as

clonagens;
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c) Os genes sintetizados codificam uma proteinaiepitbpo clonada no vetor de expressao
em pET21a.

Resultando na sequéncia mostradéiquaa 1.

EXEMPLO 2: EXPRESSAO HETEROLOGA DAS PROTEINAS MULTIEPITOPOS
RECOMBINANTES

O gene gue codifica para a proteina multiepitoperaexpresso ei. colifoi clonado
no vetor pET21a que ja possui tag de purificacdo composto por seis histidinas (HagiT
0 que possibilitara a purificacdo da proteina rdmoante em colunas de afinidade Ni-NTA.
A clonagem do gene foi realizada de forma orientilacordo com os sitios de restricdo que
foram adicionados na sequéncia primaria dos gédesgtor resultante foi utilizado para a
transformacao dE. colilinhagem BL21(DES3) pLysE. A expresséo pode sé¢a f&m pequena
escala (até 1 litro) ou em escalas maiores (aciend ditro) em frascos sob agitacdo. A
inducdo da expressao foi feita pela adicdo do agedutor IPTG, seguindo-se da coleta de
amostras e a analise das mesmas através de SDS-RPAGEUM processo de otimizagdo da
producao da proteina multiepitopo, os clones conones niveis de expressao assim como o
melhor tempo de inducéo foram selecionados pa@ntncidade do processo de producéo.

Dados da indugéo sao mostradodigara 2 e confirmados nagura 3.

EXEMPLO 3: OTIMIZACAO DA PRODUCAO DA PROTEINA MULTIEPITOPO EM
FERMENTADOR

Os clones selecionados de acordo com o exemplod2nposer cultivados em
fermentadores, que pode monitorar 0s seguintesngtnds: crescimento, indculo inicial, pH
e aeracdo. A andlise do perfil protéico pode saizada por meio da eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), identificando-se destedm a presenca e integridade das
proteinas multiepitopo recombinantes. A quantiffitacdessas proteinas multiepitopo
produzidas pode ser feita pelo método de Bradfem guantificacdo de proteinas totais
(Bradford MMA. A rapid and sensitive method for quantificatioma€trogram quantities of
protein utilizing principle of protein dye bindingnal Biochem 72: 248-254. 1976).

EXEMPLO 4: PURIFICACAO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE

As células foram coletadas ao final da inducaongrifegadas, o pellet ressuspendido
em tampao desnaturante (tampao de lise, conteré@da 8M, NaHPO, 50 mM, NaCl 300
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mM e imidazol 10 mM, pH 8) ou congelado a — 20 FGL usado somente tampao de lise
para liberacdo do conteudo intracelularEdeoli, diferente dos outros trabalhos descritos no
estado da técnica que usam uma etapa adicionabmieagdo, dispensada na presente
invencdo. A sonicacao é utilizada para o rompimeat® células visando a liberacdo de uma
maior quantidade da proteina de interesse na fisgl@wel. Entretanto, no presente pedido de
patente a tecnologia foi otimizada de modo a disperssa etapa que, em alguns casos,
dependendo do tempo de exposicdo ao ultra-som, gesteturar a proteina de interesse. O
extrato total foi clarificado por centrifugacdo (B0x g por 30min) e o sobrenandante,
contendo as proteinas soluveis, foi utilizado pEeetapas subseqientes de purificacdo. A
purificagdo da proteina recombinante, que cont@awuda de histidina, foi feita em condicéo
desnaturante. O extrato total de proteina foi iadabpor 1:30hs, 4°C, sob agitacdo orbital
com a resina Ni-NTA para ligacdo da proteina redoarie por afinidade. A lavagem e
remocdo das proteinas ndo ligadas ou fracamerat@akiga resina foi feita com tampao de
lavagem contendo ureia 8M, Nz, 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 20 mM, pH 8.0, por
4 vezes utilizando 1 ml do tampao em cada etamduigdo da proteina recombinante ligada a
resina de niquel foi feita com tampao NBE, 50 mM, NaCl 300 mM contendo imidazol 50
mM, pH 8.0 em 3 etapas de 500ul cada uma. Aliqudtastapa de eluicdo (15ul) foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilar(®DS-PAGE)

Dados da purificacdo sdo mostradodigara 4.

EXEMPLO 5: TESTES DE ATIVIDADE IMUNOLOGICA POR ELISA

O método utilizado para o teste se baseia na g&eraanticorpo-antigeno.
Normalmente € usada uma placa de superficie icerte pocos onde serdo adsorvidos os
antigenos de interesse juntamente com um tampaartbenato (processo conhecido como
sensibilizacdo, que pode ser do antigeno ou doaspt.). Depois é realizada uma lavagem
com PBS. Posteriormente € feito o bloqueio com BES6 de BSA para que esta ocupe 0s
espacos livres(sitios inespecificos que podem gemrtados falso positivo ou negativo).
Novamente é feita a lavagem com PBS contendo 0,086%ween. A superficie é entdo
tratada com solucéo de anticorpo primario (sorpatgentes com anticorpos contra o virus da
rubéola ou soros controles positivos e negativasecoiais). A superficie € lavada novamente
para retirar os anticorpos primarios que nao fomaonrporados em nenhuma proteina. Em
seguida, adiciona-se o anticorpo secundario, gusdrligar ao anticorpo primério (anti-IgG

humana conjugado com peroxidase alcalina ou aktifigmana conjugada com fosfatase
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alcalina). A enzima acoplada ird produzir uma safsd corada quando adicionado o

substrato de revalacdo. A superficie € lavada nemtenpara a retirada do anticorpo

secundario que nao se ligou ao anticorpo priméudiciona-se o substrato de revelacéo para
a enzima produzir a substancia corada e, assimndeede a intensidade da cor da superficie,
pode-se quantificar e verificar a presenca e acid@de da proteina adsorvida na placa em
reconhecer 0s anticorpos primarios presentes modsgopacientes.

A capacidade da proteina recombinante se ligamtoogoo IgM presente nos soros
controle do kit comercial € mostrado na figura Ssifn como a capacidade desta proteina se

ligar aos anticorpo IgG presente nos soros de pi@se mostrada na figura 6.

130



RESUMO

“PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KI$ DE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA”

A Rubéola, também denominada de sarampo alemdom& doenca infecciosa, de
transmissdo respiratéria, causada pelo virus déotal(RV). As consequencias da doenca
tornam-se ainda mais graves se a pessoa infectéidareno primeiro trimestre de gravidez,
pois 0 RV é um agente teratogénico para humanosn@genos do RV usados atualmente
em ensaios sorolégicos séo preparados por concaotdas particulas virais obtidos a partir
de cultura de células infectadas. Este tipo degpeg@o antigénica exibe uma variagdo muito
grande e uma cuidadosa padronizacdo é necessém dn uso. Antigenos sintéticos sao
também relativamente caros para produzir. Assimgbpetivo do presente trabalho € a
producdo de uma proteina multiepitopo rMERUB qug sficaz no reconhecimento de
anticorpos circulantes em individuos infectados phagndéstico da Rubéola. Para o desenho
da sequéncia do gene rMERUB (621 pb) foi feita wuaca na literatura e selecdo dos
epitopos mais comuns e conservados do virus RVeli@ gintético foi clonado no vetor
pET21a contendo uma cauda de histidina na extr@lmi@aterminal. O gene foi inserido em
E. coli BL21 (ADE3)pLysS, para inducdo da expressdo da proteioami@nante (r-
MERUB). Em seguida, a proteina foi purificada poonsatografia de afinidade. Tem-se,
portanto, no pedido de patente em questdo, commnimgara kit de diagndstico anti-RV,
uma proteina multiepitopo engenheirada e, espeerdbndesenhada e desenvolvida para
trazer vantagens, tanto em sua utilizacdo, visaugtoentar a sensibilidade dos kits de
diagndsticos anti-RV como em sua fabricacéo, agiekmdaixos custos, uma vez que se trata
de uma tecnologia nacional. Além disso, é a prime&z, descrito na literatura, o uso de
proteina multiepitopo recombinante contendo osopp& mais representativos do virus da

rubéola circulante no Brasil.
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FIGURA1
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DNA Sequence Epitopes

ATGAATCAACAATCACGTTGGGGTCTGGGTTCTCCTAACTGTCATGGTCCTGACTGGGCATCTC CAGTTTGCCAACGCCATTCTGGCTCAGGCTCTGGCCTGGTAGGT

GCAACCCCTGAAGGGAGCGGGAGCGGTGCTGATGATCCGCTGCTGCGTGGGTCTGGGTCTGGCG TGTGGGTTACCCCGGTTATTGGTTCCCAAGCTCGTGGTAGTGGG

TCAGGTGCACCGCCGACCTTACCGCAGCCTCCGCGTGCACATGGCCAGCACTATGGCCATCATC ATCATCAGTTACCGTTTCTGGGCTCTGGTTCTGGTAATCAGCAA
AGTCGTTGGGGCCTGGGGTCTCCGAACTGTCATGGCCCGGATTGGGCCTCACCAGTTTGCCAGC GTCACTCAGGCTCTGGCTCCGGCCTGGTTGGGGCAACTCCAGAA

GGTTCTGGCTCTGGCGCGGACGATCCGCTGTTACGTGGGTCTGGCAGTGGCGTATGGGTGACTC CGGTTATCGGTAGTCAGGCGCGTGGTAGTGGTTCTGGTGCCCCG
CCGACACTGCCACAGCCTCCACGCGCACACGGTCAGCACTACGGTCATCATCATCATCAACTGC CATTTCTG

Protein sequence

MNQQOSRWGLGSPNCHGPDWASPVCQRHS GSGSGLVGATPEGSGSGADDPLLRGSGSGVWVTPVIGSQARGSGSGAPPTLPQPPRAHGQHYGHHHHQLPFLGSGSGNQQ

SRWGLGSPNCHGPDWASPVCQRHS GSGSGLVGATPEGSGSGADDPLLRGSGSGVWVTPVIGSQARGSGSGAPPTLPQPPRAHGQHYGHHHHQLPFL
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FIGURAZ2
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FIGURA 3
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FIGURA4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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SEQID 1

CATATGAATCAACAATCACGT TGEGGTCTGEGT TCTCCTAACTGT CATGGT CCTGACTGEEC
ATCTCCAGI TTGCCAACGCCATTCTGECT CAGECT CTGECCT GGTAGGT GCAACCCCTGAAG
GGAGCGEGEGAGCGEGET GCTGATGAT CCGCT CCTGECGT GEGT CTCEGT CTGECGT GTGEGT TACC
CCGGTTATTGGT TCCCAAGCT CGT GGTAGT GEGT CAGGT GCACCGCCGACCT TACCGCAGCC
TCCGECGT GCACAT GECCAGCACTATGECCATCATCATCATCAGI TACCGT TTCTGEECTCTG
GITCTGGTAATCAGCAAAGT CGT TGEGEECCT GEGGT CTCCGAACT GT CATGECCCCGATTGG
GCCTCACCAGI TTGCCAGCGT CACT CAGGECT CTGECT CCEECCT GGT TGGGEECAACT CCAGA
AGGT TCTGECT CTGECGCGGACGAT CCECT GT TACGT GGEGT CTGGCAGT GGCGTATGEGT GA
CTCCGGTI TATCGGT AGT CAGGCGCGT GGTAGT GGT TCT GGT GCCCCGCCGACACT GCCACAG
CCTCCACGCGCACACGGT CAGCACTACGGT CATCATCATCATCAACTGCCATTTCTGCTCGA
G
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SEQID 2

MNQQSRWEL GSPNCHGPDWASPVCOQRHSGSGSGL VGATPEGSGSGADDPL L RGSGSGVWWTP
VI GSQARGSGSGAPPTL PQPPRAHGQHYGHHHHQL PFL GSGSGNQQSRWEL GSPNCHGPDWA
SPVOQRHSGSGSGLVGATPEGSGSGADDPL L RGSGSGVWWTPVI GSQARGSGSGAPPTLPQP

PRAHGOHYGHHHHQL PFL
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REIVINDICACOES

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS caracterizado poronter uma
proteina multiepitopo (rMERUB) compreendendo umgugecia de residuos de
aminoacidos e/ou suas possiveis variagbes em SE€rsga primaria tais como

adicdo, delecdo ou substituicdo de aminoacidosirogrupos quimicos.

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aiviedicac&o 1,
caracterizado pela proteina multiepitopo ser ccalifa pela seqiéncia de nucleotideos
SEQ ID No. (1).

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUQAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com amvindicacfes 1 e

2 caracterizado pela proteina multiepitopo compmeea seqiéncia de aminoacidos
SEQ ID No. (2).

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aiviedicacdo 1
caracterizado por conter epitopos imunodominanéeprdteinas estruturais do virus
da Rubéola.

. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
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VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com asvindicacbes 1 e
4 caracterizado pelos epitopos imunodominantesgosaemidos por um peptideo

conector de 2 a 10 residuos de aminoacidos.

6. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUQAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aswvindicacdes 1, 4
e 5 caracterizado por conter um peptideo coneet@ a 10 residuos de aminoacidos

de glicina e serina.

7. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com awviedicacéo 1 a 6
caracterizado por ser obtida por procedimento deressdo heteréloga em

microrganismos.

8. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUQAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aiviedicacdo 7
caracterizado pela clonagem e expressao da pratailtgepitopo em linhagens da

bactériaEscherichia coli

9. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aiviedicacéo 8
caracterizado pela expressdo da proteina multfgpitem Escherichia coli da
linhagem BL21.

10.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
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VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com asvindicagdes de
1 a 8 caracterizado por compreender as seguirdpasetonsecutivas

(@) sintese de um gene compreendendo multiepitoposniecantes de
regides estruturais representativas do virus da@&®&alcontendo epitopos
unidos por peptideos conectores de glicina e sggneferencialmente pela
sequéncia GSGSG;

(b) clonagem do gene sintético dado pela sequéncialBE{®.(1) no vetor

pET21a e sua expressao Estherichia coliBL21 ADE3) pLysS;
(c) Induc&o da proteina multiepitopo de 1 a 4 horas;
(d) Purificacdo da proteina multiepitopo em condi¢@sdturantes.

11.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aiviedicacéo 10
caracterizada pelo tratamento da fracdo obtiddagmeale inducao apds centrifugacao

entre 5000 a 10000 rpm apenas com tampéao dendependente de sonicacao.

12. PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUQAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aviedicacdo 11
caracterizado pela composicdo do tampéo de lisensamistura homogénea de uréia
de 6 a 10 M, NapPO,de 30 a 70 mM, NaCl de 100 a 500 mM, imidazol de B

mM, pH basico, preferencialmente, pH 8 a 10.

13.PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE PARA USO EM KITDE
DIAGNOSTICO PARA RUBEOLA E/OU PARA PRODUCAO DE ANTIORPOS
MONOCLONAIS E/OU PARA PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE
VACINAS, FARMACOS E MEDICAMENTOS de acordo com aviedicacgéo 10,
caracterizado pela purificacdo em condi¢cdes desardas usando a resina de Ni-
NTA.
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14.USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acordoom as
reivindicacbes de 1 a 9, caracterizado por ser nsumo em kits de diagndstico
especifico para deteccdo de anticorpos circulatgdaadividuos infectados pelo virus

da Rubéola de abrangéncia no Brasil e no mundo.

15. USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acardcom a
reivindicacdo 13 caracterizada por esta proteinétiepilopo conter 0s epitopos

(gendtipos e subtipos) mais prevalentes no Brasil.

16.USO DA PROTEINA MULTIEPITOPO RECOMBINANTE de acordoom as
reivindicacdes de 1 a 9, caracterizado por sernsmmo para producdo de anticorpos
monoclonais e/ou para pesquisa e desenvolvimentovai#nas, farmacos e

medicamentos.
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