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‘recomecar

N&o importa onde vocé parou...

em que momento da vida vocé cansou...

0 que importa é que sempre é possivel e necesR@tomecar”.

Recomecar € dar uma nova chance a si mesmo...

€ renovar as esperancas na vida e o mais impartante

acreditar em vocé de novo...

Sofreu muito nesse periodo? Foi aprendizado.

Chorou muito? Foi limpeza da alma.

Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdoa-lasaum

Tem tanta gente esperando apenas um sorriso selchagar” perto de voceé.
Recomecar...

hoje € um bom dia para comecar novos desafios.

Onde vocé que chegar?

Ir alto... sonhe alto...

gueira o melhor do melhor...

pensando assim trazemos pra nés aquilo que desejamo

Se pensarmos pequeno coisas pequenas teremos ....

Ja se desejarmos fortemente o melhor e principagmetarmos pelo melhor, o melhor vai
se instalar em nossa vida.

“Porgque sou do tamanho daquilo que vejo, e ndamanho da minha altura.”

(Car[oJ rﬁrummon([(lé %ﬂ(l}a{l&



“Se procurar bem vocé acaba encontrando.
N&o a explicacao (duvidosa) da vida,

Mas a poesia (inexplicavel) da vida”

(Cdr[()ef rﬁrummon([(lé %ﬂ(l}a{l&
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RESUMO

O virus da hepatite C (HCV) € um importante patégeamano afetando 3% da
populacdo humana. A infeccdo crénica é frequemedos@ma das principais causas de
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular. Estddosoroprevaléncia indicam que pelo
menos 200 milhdes de pessoas tenham sido infectedasundo sendo que somente no
Brasil aproximadamente 2 milhdes de casos foramtagbs até 2003. Varios kits de
diagnéstico baseados ElA&rzyme immunoassagstdo disponiveis no mercado para a
deteccdo de anticorpos anti-HCV no plasma. No émtaevido a distribuicdo geogréfica
distinta de todos os gendtipos do HCV no mundasekits nem sempre apresentam um
bom desempenho nas diferentes localidades do mukidalmente, esses kits utilizam
antigenos peptidicos (kits de terceira geracacdntigenos recombinantes (kits de quarta
geracdo) de ambas as regides, estruturais e nmatuess, da proteina viral. A exigéncia
de multiplos peptideos e/ou multiplas proteinasmdgnantes para o diagndstico confiavel
de infeccéo pelo HCV aumenta o custo destes kifsnAle reduzir o custo de fabricagéo e
aumentar a especificidade dos kits de deteccaoGi¢ desenvolvemos uma cadeia Unica
de proteina multiepitopo recombinante compostaatay partes das regiées estruturais e
nao estruturais da proteina viral. Este gene gintétom 948 pb, e que codifica para uma
proteina multiepitopo HCV (denominado r-MEHCV) folonado no vetor pET2la.
Células deéescherichia colBL21 (\DE3) foram transformadas com o plasmideo resultante
e a expressao induzida com 1 mM IPTG. Ap6s 8 mdaedgdo, uma proteina com massa
molecular aparente de ~37 kDa foi observada. Aepmatrecombinante foi purificada até
homogeneidade por meio de uma Unica etapa por tografia de afinidade com resina
Ni-NTA. A expressdo bem-sucedida, assim como oaiessealizados com a construcao
de um ELISA “caseiro” baseado na r-MEHCV, no quaisstras de soros reagentes e nao
reagentes para HCV e reagentes para outras pasltmam analisadas, mostraram que
esta proteina pode ser utilizada para o desenvehtorde um auténtico kit brasileiro para
fins de diagnéstico da hepatite C. Andlises deoéiano circular em pH 7 e 8 mostraram
gue essa proteina apresenta um padrdo de dobramentpativel com estruturas

secundaria e terciaria.

Vi



ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is an important human pago affecting 3% of the
human population. Chronic infection is frequent @&d major cause of liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. Seroprevalence studiggest that at least 200 million
individuals have been infected worldwide. In Braaibproximately 2 million acute cases
of hepatitis C have been report till date. Sevdétbth (Enzyme immunoassay) based
diagnostic kits are available in the market for thetection of anti-HCV antibodies in
plasma. However, due to the distinct geographigsiridution of all HCV genotypes
worldwide, these kits do not always perform equallgll in different parts of world.
Currently, these kits use peptide antigens (thedegation kits) or recombinant antigens
(fouth generation kits) from both structural andsdructural regions of the viral protein.
The requirement of multiple peptides and/or mudtipbcombinant proteins for reliable
diagnosis of HCV infection adds to the cost of &éhdsIA kits. In order to reduce
manufacturing cost and extend the specificity ofMH@etection kits we have designed a
single-chain recombinant multiepitope protein, dstrsgy of several epitopes from
structural and non-structural regions of the vimaltein. This synthetic gene with948-pb
which encodes the HCV multiepitope protein (rMEHCV) wésned into pET21a vector.
The resulting vector was named pETMEHCHKscherichia coliBL21 (ADE3) was
transformed with the resulting plasmid. A bactedmne was induced with 1 mM IPTG
and the time course of induction after 8h showguraein with an apparent molecular
mass of ~37 kDa. The recombinant protein was matifo homogeneity from disrupted
cells by a single step Ni-NTA chromatography. Thecgssful expression, as well as the
tests performed with the construction of an “in $&8UELISA based on r-MEHCYV, in
which serum samples reactive and non reactive fo¥ knd serum reactive with other
pathologies were analyzed, shows that this protesty be used for development of a
genuine Brazilian hepatitic C kit for diagnosticrposes. Analyses of circular dichroism at
pH 7 and 8 showed that this protein has a foldiatjepn consistent with secondary and

tertiary structures.
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1. Introducéao




1.1 Hepatites virais

Hepatite € um termo genérico que significa inflamado figado e pode ser causada
por medicamentos, doencas autoimunes, metaboligaséticas, alcool, substancias toxicas e
virus (Ministério da Saude, 2009).

Uma ampla diversidade de virus pode infectar esgéod sendo eles, 0s virus
hepatotrépicos, isto €, que tém um tropismo espedgifara o figado. Atualmente, é aceito a
existéncia de 9 virus hepatotrépicos como ageti@®gicos das hepatites (A, B, C, D, E, F,
G, TT e SEN). Esses virus, apesar de apresentanadras clinicos bastante semelhantes,
foram classificados em diversos géneros, com aafatitas funcionais e estruturais
extremamente distintas (Takahashal, 2004).

Hepatite A € uma doenca infecciosa viral, contagicausada pelo virus A (HAV) e
também conhecida como hepatite infecciosa, hepapigémica, ou hepatite de periodo de
incubagdo curto. O agente etiologico € um pequdnas vde RNA, membro da familia
Picornaviridea,sendo que periodo de incubacao, intervalo entre a exposfgtiva do indi-
viduo suscetivel ao virus e o inicio dos sinaim®mas clinicos da infeccéo, varia de 15 a 50
dias (média de 30 dias). O HAV apresenta distrdmigundial tendo como principal via de
contagio a fecal-oral, por contato inter-humanopon agua e alimentos contaminados. A
disseminacgéo esta relacionada as condi¢cdes densameabasico, nivel socioecondmico da
populacdo, grau de educacdo sanitaria e condigddsgiene da populacdo (Ministério da
Saude, 2009).

A hepatite B € uma doenca infecciosa viral, contsayi causada pelo virus da hepatite
B (HBV), conhecida anteriormente como soro-homaldgagente etioldégico é um virus de
DNA, hepatovirus da familiaHepadnaviridag podendo apresentar-se como infeccéo
assintomatica ou sintomatica, sendo que, pessadimmaihfectadas com o HBV apresentam
90 a 95% de cura e 5 a 10% permanecem com o \drusgis de seis meses, evoluindo para
a forma crénica da doenca. O periodo de incubagéa sle 30 a 180 dias (média de 70 dias)
e sua transmissdo ocorre principalmente por retag@auais desprotegidas, pois o virus
encontra-se no sémen e secre¢des vaginais, podausitvogas com compartilhamento de
seringas, agulhas ou outros equipamentos contaosnpdr transfusédo de sangue e derivados
contaminados, por transmissao vertical (mae/filn@pr aleitamento materno (Ministério da
Saude, 2009).



A hepatite C € uma doenca infecciosa viral, con&ayi causada pelo virus da hepatite
C (HCV), conhecido anteriormente por “hepatite Méabldo B”, quando era responsavel por
90% dos casos de hepatite transmitida por transfaed sangue sem agente etioldgico
reconhecido, a fisiopatologia desta doenca serhandescrita a seguir (Ministério da Saude,
2009).

A hepatite delta é uma doenca infecciosa viraltaginsa, causada pelo virus da
hepatite delta ou HDV (€ um virus RNA, que precisavirus B para que ocorra a infeccao),
podendo apresentar-se como uma infeccdo assint@an@ti sintomatica e, nestes casos, até
mesmo com formas graves de hepatite. O periodnaldacao varia de 30 a 50 dias (média
de 35 dias) e os modos de transmissdo sdo os mdsnitBV (Ministério da Saude, 2009).

A hepatite E € uma doenca infecciosa viral, contagi causada pelo virus E (HEV)
do tipo RNA, classificado como pertencente a fan@Ghliciviridae. O periodo de incubacéao
varia de 15 a 60 dias (média de 40 dias) e a tigs&m do HEV ocorre tanto sob a forma
epidémica, como de forma esporadica, em areas érade paises em desenvolvimento. A
via de transmisséo fecal-oral favorece a disserdmata infeccdo nesses paises, onde a
contaminacdo dos reservatorios de agua mantém edacdd transmissdo da doenca e a
transmissao interpessoal ndo € comum (MinistériBalale, 2009).

O virus da hepatite F (HFV) tem sido descrito emnag alguns casos na Franca, apés
a transmissdo experimental realizadas em prima#&s.virologia, epidemiologia,
hepatotropicidade e importancia clinica de VHF estédo estabelecidos (Dediaal.,1994).

O virus da hepatite G (HGV) é um RNA-virus pertenee familiaFlaviviridae e foi
identificado pela primeira vez em 1995. Pelo mer®sdiferentes genomas foram
identificados. Sua transmissdao é através da viengemal, apresentando baixa taxa de
infectividade, ja que menos de 50% dos receptorssahgue infectado pelo VHG
apresentaram a infec¢do, sendo que, a transmisséal ®u vertical também € possivel, mas
incomum (Rothet al, 1997). O grupo de risco com maior prevalénciea pafeccao pelo
HGV é o de pacientes multi-transfundidos, de paege®m hemodidlise e de usuarios de
drogas injetaveis. Em decorréncia dessa similagidaa rota de transmissdo, o HGV é
frequentemente achado em associacdo com outrasitbeparais, particularmente com a
hepatite C (Mulleet al, 1997).

O virus TT {ransfusion transmissible viruge um DNA-virus de fita simples e foi
identificado pela primeira vez em 1997 no Japaeir@s TT (TTV) ndo tem envelope e seu

material genético circular apresenta cerca de 380€leotideos. Alguns pesquisadores
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sugerem que o virus TT estd mais relacionado alifadircoviridae Ainda assim, por
apresentar algumas diferencas significativas ems sppriedades fisico-quimicas e
diferencas em seu sequenciamenteo genético, outpm genta classifica-lo em uma nova
familia viral, aCircinoviridae Pode ser transmitido por produtos de sangue a&s petas
parenterais usuais, mas nao sao descartadas aasgBowden, 2001).

Um novo virus hepatotrépico foi identificado em Q0fa Itdlia e foi nomeado,
provisoriamente, de SEN (SEN-V), em decorréncigpacente fonte. Esse virus ndo possui
envelope e € um DNA-virus de fita simples. Até ameato, ja foram identificados 8 subtipos
(SENV- A a H). Seu genoma linear compreende ceec8a0 nucleotideos e assemelha-se
ao TTV, sendo provavel um antecessor em comum (Boy2DO01).

1.1.1 Hepatite C

O virus da hepatite C (HCV) é um problema mundeakdiude causado pela falta de
uma vacina eficaz, alto custo no tratamento, crdade associada a morbidade e mortalidade
alta (Amini et al, 2006). Estima-se que cerca de 200 milhdes dsopsesno mundo estejam
infectadas com o HCV (Lauer & Walker, 2001; Albettial, 2002).

O HCV foi identificado em 1989 por Cha al (1989), sendo responsavel por 90%
dos casos de hepatites pos-transfusionais ndo-ABn&oe até entdo nao tinha etiologia
definida (Alter et al., 1989), sendo considerado uma das principais sadsahepatite
cronica, cirrose hepatica e carcinoma hepatocellfaynardet al, 2003; Perz & Alter,
2006).

As infec¢cbes agudas e estagios menos avancadosedgadcronica geralmente sao
clinicamente silenciosa e somente metade dos pasigue apresentam viremia exibem
elevada atividade de alanina aminotransferase (ADEste modo, a hepatite C € muitas
vezes diagnosticada pela primeira vez na faseatdaldoenca, quando as opcdes terapéuticas
ja sao limitadas (Lauet al, 2001; WHO, 2002).

Em muitos paises, as taxas de transmissdo dimimusgbstancialmente com a
introducéo de exames de sangue em 1991 (WHO, Bfilet al, 2005). No entanto, devido
a lenta progressao da doenca, muitos pacientedadfes antes da década de 1990 atraves de
produtos sanguineos contaminados ainda estdo emdes evolugdo para doenca hepéatica
grave nos proximos anos. Portanto, apesar da ditAimuwle novas infeccfes adquiridas
através de produtos derivados do sangue, 0s modektematicos prevéem ainda um

aumento continuo da morbidade e mortalidade reladio ao HCV (Butet al, 2005). Hoje,
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apos a erradicacdo da infeccdo associada a trdonsfosuso de drogas intravenosas €
considerado como a principal causa de transmiss&®Q)/ na maioria dos paises europeus,
com taxas de prevaléncia entre usuarios de drogetdveis (UDI), variando de 15% a 90%

(Estebaret al, 2008).

Especialistas estimam que o HCV seja responsaveR@ dos casos de hepatite
aguda, 70% dos casos de hepatite cronica, 40%ados de cirrose na fase final, 60% dos
casos de carcinoma hepatocelular (HCC), e 30% akssale transplantes de figado (LT) nos
paises industrializados (EASL, 1999). Relatorio©O#4S e de uma conferéncia sobre o HCV
realizada pelo Instituto Nacional de Saude (UE) 2002 consideraram o HCV como a
principal responsavel pelos transplantes hep&tisto que dois tercos dos transplantes de
figado sdo devido a infeccdo causada pelo HCV (WEO9; NIH,2002).

1.1.1.1 Agente Etiologico

O HCV é pertencente a familiaviviridea e ao género Hepacivirus. Nesta familia
também estéo incluidos os virus que causam a &mhaecla e a dengue. Trata-se de um virus
de RNA fita simples de polaridade positiva, cujp@®a possui aproximadamente 9,5 kb de
tamanho e duas extremidades nado codificadoras: 8ISTIC (Chamberst al, 1990; Alter
et al, 1999).

A extremidade 5’NC é a regido mais conservada dooma, contendo 341
nucleotideos localizados na regifsstreamda longa e Unica fase aberta de leitura ORF que
codifica para uma poliproteina de 3010-3033 resddi®m aminoacidos. Esta, por sua vez, é
processada pos-traducionalmente para produzir dikipas, sendo 3 estruturais (C cmue
E1l e E2), uma pequena proteina p7, 6 proteinagstéaturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A e NS5B) e uma proteina F resultante deframeshiftda regido codificadora dmre
A regido 5’NC contém quatro dominios altamenteutstados, numerados de | a IV, sendo
que os dominios I, 1l e IV, juntamente com osnpiros 12 a 30 nucleotideos da regiao
codificadora docore constituem a IRES, local onde ocorre a ligac&etalida unidade
ribossomal 40S gerando um mecanismo alternatiioadecdo do RNA HCV. (Browet al,
1992; Wanget al, 1995; Hondat al, 1996) .

A 3'NC possui aproximadamente 225 nucleotideosdeviida em trés regifes: um
segmento hipervariavel de 30 a 40 nucleotideos, eanda poli U variavel em extenséo, e
uma regido altamente conservada de 98 nucleotidssgncial para replicacdo vivo
(Rosenberg, 2001).



A proteina docore tem como principal funcdo formar o capsideo géeabrigar e
proteger o RNA viral enquanto o virus passa de oéhala a outra ou de uma pessoa para
outra. Além disso, a proteina dmre parece estar associada a diversas func¢des, como
modulacao da transcricdo génica, proliferacédo, en@inalizacao celular, podendo interferir
com o metabolismo lipidico e deprimir a respostarimmdo hospedeiro por mecanismos ainda
desconhecidos (McLauchlan, 2000; Giannini & BrecB0603).

As duas glicoproteinas do envelope viral, E1 e € componentes essenciais e
necessarios para fusdo do virus em receptoredudascalvo. Para cumprir essas funcdes, as
glicoproteinas tém que adotar conformacgfes draséinte diferentes durante o ciclo de vida
do virus (Bartoschet al, 2003; Drummeret al, 2003). A proteina p7 é um pequeno
polipeptideo de 63 residuos de aminoacidos questemmostrado uma proteina integral de
membrana. A p7 € codificada pela regido E2 e psackspor um precursor E2/p7. Estudos
apontam que possa mediar a permeabilidade de dariahs calcio e apresentar importante
funcd@o na maturacgéo e infectividade da particuka YCarrere-Kremeet al, 2002; Gonzalez
& Carrasco, 2003; Sakat al, 2003).

A proteina NS2 atua como um inibidor de apoptoselepdo também interferir na
expressdo génica celular e ser necessaria na ifagfor de NS5A. A proteina NS2 e o
dominio amino-terminal da NS3 constituem a proted$2-3 que catalisa a clivagem
intramolecular do sitio NS2-NS3, esta autoprotéasssencial para alta taxa de replicacdo do
virusin vivo (Liu et al, 1999; Bartenschlaget al.,1995; Dumouliret al.,2003).

A NS3 é uma proteina multifuncional contendo um theonserina-protease na regiao
N-terminal e um dominio helicase/NTPase na regider@inal. Juntamente com a proteina
NS4A forma a NS3-NS4A protease, importante par&lo de vida do virus. Essa protease
processa a poliproteina do HCV clivando as jun¢i®3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A
e NS5A/NS5B. A NS3-NS4A protease € um dos alvaai/imais importantes para a terapia
anti-HCV (Kim et al, 1996; Yanret al, 1998, Pawlotsky & McHutchison, 2004; Pawlotsky,
2006).

A regido central da NS4A atua como um cofator dadaide serina-protease NS3,
permitindo a sua estabilizacdo e localizacdo na bmama RE, bem como a ativacdo da
clivagem na juncdo NS4B/NS5A (Bartenschlageal, 1995, Tanjiet al, 1995). Uma das
funcBes do NS4B € servir como ancora para a membrarcomplexo de replicacdo, além
disso, pode inibir a sintese celular e modulainadade da NS5B, sendo responsavel também
pela inducéo de interleucina 8 (Elaearl, 2004; Grettoret al, 2005; Kadoyat al., 2005).
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A NS5A é uma fosfoproteina cujo numero de fosfodts é influenciado por NS4A.
Varias fungdes foram atribuidas a NS5A baseadouas isteragcdes com proteinas celulares,
ou seja, parece desempenhar um papel na resisténtiaral ao interferon (IFN) e,
possivelmente, estar envolvida na regulacdo docionesto celular e na ativacao
transcricional, assim como na via de sinalizacdolare(Galeet al, 1998; Tellinghuiseret
al., 2002; Pelleriret al, 2004). A proteina NS5B € uma RNA polimerase Riédendente,
necessaria para replicacdo viral, sendo um exeekdnb para terapia antiviral (Mat al,
2005; Pawlotskt al, 2006).

O papel da proteina Frgmeshiff ou ARFP @&lternate reading frame proteimo ciclo
de vida HCV permanece desconhecido, mas foi propestar envolvido com a persisténcia
viral (Baril & Brakier-Gingras, 2005) (A figura lepresenta o modelo estrutural e a

organizacdo do genoma HCV).



a Model structure of HCV
Envelope glycoprotein 1
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Figura 1 - Modelo da estrutura e organizacao do genoma ds dia hepatite C (HCV). Extraido de “Expert
Reviews in Molecular Medicine” (2003) Cambridge Ubnisity Press.

1.1.1.2 Gendtipos do HCV

Uma das caracteristicas mais importante do HCVséuwalto grau de variabilidade
genética. Variagbes do genoma do HCV levaram actassificacdo em seis genotipos
principais e um grande namero de subtipos. Os gm®diferem um dos outros em 31% a
33% ao nivel de nucleotideos, comparado com 20%#& éntre os subtipos (Simmonels
al., 2005).

Deste modo, com base na andlise filogenética geéseia de nucleotideos, varios
genotipos e subtipos do HCV foram identificadosdeeque o genoma completo do HCV foi
determinado por Choet al (1991), apés obter varios isolados sequenciadosl@d de
diferentes partes do mundo (Chetaal, 1989).



Na segunda Conferéncia Internacional de HCV e VRakcionados, realizada em
1994, foi proposto um sistema de nomenclatura uso@l o propésito de ser utilizada em
estudos futuros dos genatipos, subtipos e quasespec HCV. Segundo este sistema o HCV
€ classificado com base na semelhanca da sequéoclaotidica em grandes grupos
genéticos designados genotipos. Deste modo, ogigesndiCV sdo numerados (numerais
arabicos) de acordo com a ordem de sua descobarss cepas mais relacionadas dentro de
alguns tipos de HCV sé&o designadas subtipos, quatg@uidas letras minasculas em ordem
alfabética (Simmondst al, 1994; Mohsen, 2001).

Os genotipos e subtipos apresentam uma distribuje@grafica e epidemiologica
distinta (Simmonds, 1995), sendo que o0s genoétipdd 4 3 sdo encontrados em todos o0s
continentes e constituem a maioria dos isoladdd@@ em muitos paises (Shi & Lai, 2001).
O genotipo 4 é mais frequente no Norte e CentrdeQies Africa, enquanto os genétipos 5 e 6
sdo mais frequentes na Africa do Sul e Asia, rdés@eoente (Martinset al, 2006). O
gendtipo 1b tem sido associado com as mais sevkrascas do figado em individuos
infectados com HCV (Farci & Purcell, 2000).

Analisando 1.688 amostras de sangue de pacierfeztados pelo HCV, mostraram
gue no Brasil os gendtipos 1 e 3 do HCV séo os rnaggientes. A frequéncia geral foi
64,9% (1.095) para o gendtipo 1, 4,6% (78) pararatipo 2, 30,2% (510) para o gendtipo 3,
0,2% (3) para 0 gendtipo 4 e 0,1% para 0 genétigesSes dados também revelaram que a
distribuicdo dos genotipos no Brasil € muito pateadom as distribuicbes dos genoétipos de
HCV em alguns paises europeus, indicando que, vyebssnte, os genotipos de HCV
circulantes no Brasil foram introduzidos depoisctagada dos imigrantes europeus, quando
as préticas de transfusGes sanguineas tornaraomsms (Campiottet al.,2005).

Em outro trabalho, analisando 250 soros positivisHCV na regido Centro-Oeste
do Brasil, concluiram também que os genoétipos 1 f®®r8m os mais prevalentes com
frequéncias de 67,9% e 29%, respectivamente. AssinBrasil, os gendtipos 1 e 3 foram os
mais freqlientes, o que coincide com os gendtipas fmemientes em nivel mundial (Martins
et al, 2006).

1.1.1.3 Diagnéstico

Antes do HCV ser caracterizado em 1989, a ideatiio da hepatite, até entdo
classificada como n&o-A e ndo-B, era realizadavédrada andlise dos niveis de
aminotransferases no sangue. Particularmentejraagist de ALT no soro foi considerada
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como marcador para a referida infeccdo, sendo gueasnde ALT acima de 1,5 vezes do
valor normal era considerado como possivel indicagéinfeccao (Gretch, 1997).

ApOs o virus ser caracterizado, um ensaio de isaswcao enzimatica (ELISA de
primeira geracéo) foi desenvolvido para deteccaantdieorpos anti-HCV no soro. Este ensaio
tinha como alvo somente um antigeno, o peptide6-8lda regido NS4 do genoma do HCV.
Este ELISA foi disponivel comercialmente e amplateamsado em todo o mundo. Desde
entdo, trés geracdes de ELISA tém sido desenvdyickda nova geracédo, proporcionando
melhora adicional na sensibilidade e especificiqada anticorpos anti-HCV (Gretch, 1997).

Define-se como sensibilidade de um teste diagrdsticapacidade de detectar a
doenca em individuos realmente doentes e a espeade pela capacidade de identificar
corretamente a auséncia de doenca (ANVISA, 2004).

No ELISA de segunda geracéo, além da fracdo c1@®@&n adicionadas as fracOes
c33c (NS3) e c22-3cfre). Os resultados falsos positivo, assim como acdéatetardia de
anticorpos recentemente produzidos ou pré-existents ELISA de primeira e segunda
geracao, levaram os pesquisadores a aperfeicaatema de ensaio. Deste modo, surgiu o
ELISA de terceira geracdo que foi desenvolvido pdetectar anticorpos contra quatro
proteinas recombinantes do genoma vicalrd NS3, NS4, NS5). As fracdes antigénicas
(c100-3 e ¢c33c) obtidas por recombinacao genétiddizadas nos testes de segunda geragao
foram substituidas por peptideos sintéticos coomdgntes aos epitopos imunodominantes
dessas fracdes nos testes de terceira geracamraralb, assim, tanto a sensibilidade quanto
a especificidade (Saez-Alquezdral, 2001).

Recentemente, foi desenvolvido o ELISA de quartag® que possui adsorvido na
microplaca uma combinagdo de anticorpos monoclomaiscore HCV e antigenos
recombinantes e peptideos representando as ragidesdominantes NS3 e dmre Este
ensaio visa reduzir a janela imunolégica em relagidemais geracdes (Abbott., 2006).

No entanto, embora os testes anti-HCV sejam alt@rsansiveis e especificos para
detectar a infecgcédo cronica, resultados falso4positpodem ocorrer, especialmente em
populacdes de baixo risco como os doadores de sgAgjeret al, 2003; Dakt al, 2003).

Um diagnostico exato do HCV é necesséario e aco@selhantes do inicio do
tratamento. Deste modo, testes sorologicos supkanesnsdo importantes para a confirmacao
dos resultados positivos obtidos no ELISA. O testanoblot recombinante (RIBA), que
identifica anticorpos contra antigenos individudasHCV e tem maior especificidade do que

0 ELISA, é utilizado para confirmar o diagnostianHCV (Lok & Gunaratnum, 1997).
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Embora o diagndstico da hepatite C atualmentebsejaado na detecg¢do de anticorpos
por ELISA ou RIBA, estas técnicas sdo menos seissias fases iniciais da infec¢do e nao
podem diferenciar entre infeccdo ativa e resolugaodoenca. Além disso, pacientes
imunodeprimidos, como aqueles que estao infectaoimsHIV ou submetidos a hemodialise,
produzem menos anticorpos podendo assim ndo ssstaldds com o uso destas técnicas. A
deteccdo molecular direta do RNA HCV pela trangerigeversa (RT) e PCR qualitativo é
considerada o padrdo ouro para o diagnostico dagab pelo HCV, além de avaliar a
resposta antiviral na terapia com interferon (IMFu ribavirina (Jacoet al, 1997; Luet al.,
1998).

Avaliacdo quantitativa dos niveis de RNA HCV atsda amplificacdo do sinal e
PCR quantitativo (Q-PCR), sdo ferramentas impoetamta conduta clinica dos pacientes
antes, durante e ap0s a terapia. Os ensaios desk@€CRapazes de determinar quantidades
diminutas de RNA HCV no soro ou plasma e ajudasalver o problema com resultados
fracamente positivo ou falsos negativo encontraaoELISA quando os sinais clinicos e/ou
fatores de risco sdo compativeis com a infeccam EN (Daviset al, 1998; McHutchinson
et al, 1998).

1.1.1.4 Tratamento

Como dito anteriormente, o HCV €& uma das mais itaptes causas de doenca
hepética crbnica levando a cirrose e carcinoma tbeglalar (HCC) (Williams, 2006).
Estudos tém demonstrado que aumento da producédetierone (IFN-o) esta fortemente
associada com a resolucdo espontanea da infecli@®® em comparacdo com a pouca
producao encontrada em pacientes com infeccacsfmrsa (Neumann-Haefelet al, 2008).

Caso seja detectada a tempo, a progressdo pargadbepatica grave pode ser
prevenido em 54-63% dos pacientes através de utameato antiviral coma INF
“peguilado” e ribavirina (Mann®t al, 2001; Bradyet al, 2007). A resposta as terapias
baseadas com IFN em pacientes infectados com genbt 1 do HCV sdo muito menores do
gue para o0s genoétipos 2 e 3 (Fraetal, 2007). Sendo assim, clinicamente a genotipagem
do HCV é importante para predizer a resposta daantikento e para determinar a duracao da
terapia antiviral. Além disso, a genotipagem € @mlimportante para a saude publica, pois
ela pode ser util para investigar surtos e complerea epidemiologia da infeccéo (ktial,
2005; Cantaloubet al, 2006).
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Protease e os inibidores da polimerase do HCV foemaliados recentemente,
entretanto, 0 seu uso na pratica clinica podersafefjuado devido ao aumento da taxa de
eventos adversos e relatos de interrupcoes ducantnsaios (Hézodet al, 2006). Ja o
transplante de figado é a Unica opc¢éao terapéudica gacientes que se encontram no estagio
final da doenca hepética (Lauer & Walker 2001; Mit@l, 2006).

Para muitas infecc¢des virais, 0s anticorpos nerdrrales fornecem uma correlacéo de
protecdo mais clara, e a geracdo de tais anticagpasbase da maioria das vacinas que
obtiveram sucesso. No entanto, a relacao entredugéo de anticorpos e controle da viremia
na infeccdo pelo HCV é muito mais complexa devidenarme variabilidade genética do
HCV, superando a do HIV. Além disso, o local de anarariabilidade estd dentro da
glicoproteina do envelope E2 (regido hipervaridyejue é a regido mais imunogénica. Como
consequéncia, raramente € possivel relacionavidate de uma resposta de neutralizacdo do
virus presentes em um determinado paciente ou lméam estudo (Zinkernagel, 2001,
Simmonds, 2004).

O desenvolvimento de uma vacina eficaz deve supesr obstaculos da
heterogeneidade e mutabilidade do virus. Além das,m&és abordagens para o
desenvolvimento de vacinas devem ser adotadas poevenir a infecgao inicial, evitar a
persisténcia viral em individuos infectados e lea@aresposta viroldgica sustentada em
individuos que tém a infeccdo crbnica (ex. vacitemapéuticas) (Houghton & Abrignani,
2005).

1.2 Proteinas Recombinantes

Durante os anos de 1980 o termo biofarmacos toseosindnimo de proteinas
terapéuticas produzidas pela tecnologia de DNA médoante, incluindo também os
anticorpos monoclonais, obtidos pela tecnologia lbridoma. Posteriormente, o0s
medicamentos a base de &cidos nucleicos usadosap@raposta de terapia génica e
tecnologia de antisenso, foram adicionados ao gfWaish, 2002). Entretanto, os produtos
baseados em proteinas recombinantes podem sede@us, atualmente, os principais
representantes desse grupo. O desenvolvimentocdaldgia do DNA recombinante, na
década de 1970, marcou o inicio da era da biotegi@omoderna. Alguns anos depois, em
1982, a insulina humana, desenvolvida pela empeesentech (EUA) chegou ao mercado,

marcando de vez a aplicagéo industrial dessa tegiao|Buckel, 1996).
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Desde entdo, centenas de centros de pesquisa esasmo mundo inteiro tém se
empenhado na pesquisa, no desenvolvimento e nagéodos biofarmacos (Demain, 2004).
Nos Estados Unidos, dos novos medicamentos aprewadee os anos de 2003 a 2006, 24%
eram biofarmacos. O resultado desses trabalhos éamais de 165 produtos aprovados em
todo o mundo, com um mercado estimado, em 2004toemo de 33 bilhdes de ddlares e
projetado para cerca de 70 bilhdes de dolaresgpana de 2010 (Walsh, 2006).

Com a introducédo da nova classe de drogas recontbgao marcado, um novo
conceito da definicdo de substancia foi introduzatobém. Enquanto classicos compostos de
baixo peso molecular foram definidos com base ess saracteristicas fisicas e quimicas, as
“drogas recombinantes” foram classificadas com basesomente sobre essas caracteristicas,
mas também sobre o processo de sua producao tendesta que todos os medicamentos
recombinantes séo isolados a partir de uma matiiereamente complexa (uma célula viva).

As proteinas tém muitas vantagens sobre os coogpagiimicos como agentes
terapéuticos. Por sua natureza, as proteinas péoifisas na sua fungédo tendo assim menor
potencial para o desenvolvimento de reac¢fes idiosgicas, reduzindo os efeitos colaterais.
Além disso, elas podem desempenhar um importantengal na terapia para doencas
genéticas (Russell & Clarke, 1999). Os medicamerdosmbinantes tém demonstrado ser
extremamente seguros (Dingermann, 2008).

Em relacdo a estratégia de producéo de proteinambenantes na forma de epitopos
fusionados ou multiepitopo, eBscherichia colitem se tornado objeto de estudo, visto que,
atualmente, ja existem kits para o diagnostico aendas que utilizam tais proteinas, como
exemplo, os pedidos de patentes W0O2005014627 e 2NM2@36 que descrevem proteinas
para o diagndstico de dengue e leptospirose, rixgpeente.

Ja em bancos de dados de publicacdes cientifitmmacionais, tem-se o exemplo do
trabalho de Diptet al, (2006) que também utilizaram a estratégia ddyg@o de proteinas
multiepitopo para o diagnostico de hepatite C.

Além disso, um kit de deteccdo de HCV (Flaviched®\H teste rapido) baseado na
tecnologia multiepitopo ja se encontra no mercdaa(pro Diagndstics, 2004). Este ensaio
apresenta 100% de sensibilidade e 99,61% de esjmzuife.
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2. Justificativa
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Os kits imunoenzimaticos para o diagndstico daatitep C utilizam antigenos
sintéticos e recombinantes (kits de terceira gedagéi uma combinacdo de anticorpos
monoclonais e antigenos recombinantes (kits detajg@racdo). Tais estratégias tornam os
kits com custos de fabricacdo elevados inviabitibaseu uso na rotina em muitos paises em
desenvolvimento. Nesse sentido, 0 presente trafathece uma estratégia de producdo de
proteina multiepitopo, enkt. coli que foi desenhada a partir de proteinas das e®gid
estruturais e ndo-estruturais do virus da hep@titentendo os epitopos virais dos genotipos
mais prevalentes no Brasil e no mundo. Desta foefassera utilizada no desenvolvimento de
kits de diagndstico anti-HCV mais vidveis econonmeate, visto que, esta técnica substituira
os diversos antigenos presentes nos kits de t&reejuarta geracdo por uma Unica cadeia
polipeptidica multiepitopo. Esta técnica buscarajea qualidade superior tanto nos quesitos,
sensibilidade e especificidade através da adicénogles epitopos na cadeia polipeptidica,
além dos ja presentes nos kits atuais.

Tal estratégia apresenta interesse para o Complexiustrial da Saulde
(GECIS/SUS/MS) e para a industria farmacéuticaotebnoldgica visando a fabricacéo de
kits de diagnosticos com baixos custos para sualidade industrial, aliado a praticidade
utilitaria, oferecendo ao publico consumidor, urpg& de menor custo e com qualidade no
mercado de kits de diagndsticos atuais.

Para tanto, este projeto foi firmado em parcerim @ WAMA DIAGNOSTICA
(CNPJ 66.000.787/0001-08), empresa brasileira ilcacdd no municipio de Sao Carlos SP,
que fabrica e comercializa kits para diagnosticend® assim, tal empresa substituira as
proteinas anti-HCV utilizadas para a fabricacdosedes kits, atualmente importada, pela
proteina multiepitopo desenvolvida neste projeto.

A presente proteina sera patenteada, com o propdsitesguardar o seu direito de
uso, como insumo em kits de diagnéstico para hepddi, producdo de anticorpos
monoclonais e possivel utilizagdo da mesma pasa da pesquisa e desenvolvimento de

vacinas, farmacos e medicamentos.
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3. Objetivos
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3.1 Geral

Expressar e purificar uma proteina multiepitopoonaigsinante desenhada a partir de

sequéncias do virus da hepatite C para ser utllieatkits de diagnéstico para hepatite C.
3.2 Especificos

» Desenhar um gene sintético contendo epitopos \desgegides doore, NS3,
NS4A/B, NS5A/B dos genotipos mais prevalentes rasiBe no mundo;

* Sub-clonar o gene sintético no vetor de express&o doli;

» Expressar o gene clonado &ncoli;

» Purificar a proteina expressa;

e Analisar a atividade imunogénica da proteina npiliio com amostras de
soros reagentes e ndo reagentes para hepatite gagentes para outras

patologias;
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4. Materiais
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4.1 Linhagens deE. coli para a clonagem e expressao heterdloga das prot@in
recombinantes

e DH5a - F ¢80acZAM15 A(lacZYA-argF)U169 dedR recAl endAl hsaR17(k-,
mg+) phoA suE44thi'l gyrA96 relAl A",
* BL21 (ADE3)- F ompT hsdS(rs'mg’) gal dcm(DE3).

4.2 Meios de cultura e solugdes para o cultivo de coli

Todos os meios de cultura utilizados para cultigardcrorganismos foram preparados
com agua destilada e ajustado o pH para 7,2 caho &liridrico e ou hidréxido de sédio 1 M

e esterilizados em autoclave a 120 °C por 20 msnaitb atm.

Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 1 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)
Meio LB-Agar

Meio LB adicionado de agar bacteriolégico 1,5 %W)p

Meio Yeast Tryptone (4YT)

Bacto triptona 3,2 % (p/v)
Extrato de levedura 2,0 % (p/v)
NacCl 0,5 % (p/v)

Meio 4YT-Agar

Meio 4YT adicionado de agar bacteriol6gico 1,50 )

Solucéo estoque de IPTG 1 M

IPTG 0,719
H>O g.s.p 3 mL

Solucéo estoque de ampicilina 100 mg/mL
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Ampicilina (USB) 19

H,O g.s.p 10 mL

Dissolver 1 g de ampicilina em 7 mL de® em seguida completar para 10 mL cop®H
Milli Q e homogeneizar, esterilizar por filtrac&menembrana millipore 0,22 um. Estocar a -
20 °C.

4.3 Reagentes

Os reagentes (qualidade P.A.), kits e anticorpibigados foram adquiridos da Merck (S/A),
Synth, Amersham Biosciences, Sigma Chemical Can@ss de cultivo foram adquiridos da
Difco™ e Sigma Chemical Co.

4.4 Solucdes e tampdes de corrida para gel de etdtrese

Tampao tris-borato EDTA (TEB) 10X

Trizma base 0,89 M
Acido bérico 0,89 M
EDTA 0,08 M

pH ajustado para 8,0

Tampao de Amostra (5X) para analise de DNA por eletforese

TEB 10X 25 % (VIv)
Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,25 % (p/v)

Solucéo estoque brometo de etideo (EtBr)

EtBr 10 mg/mL

A solucéo foi dissolvida em dgua. Concentracad finea 0 uso: 5ug/mL

4.5 Solucbes e tampdes para gel de poliacrilamidashaturante

Tampao de Amostra para proteinas (2X)

Tris-HCI 1 M (pH 6,8) 0,2M
SDS 4 % (p/v)
B-mercaptoetanol 4 % (viv)
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Azul de bromofenol 0,1 % (v/v)
Glicerol 20 % (v/v)

A solucéo foi estocada a -20 °C em aliquotas dé&.1 m

Acrilamida:Bis-Acrilamida (29:1)

Acrilamida 29 % (p/v)
Bis-acrilamida 1 % (p/v)
H.O destilada g.s.p 100 mL

A solucéao foi filtrada em papel de filtro e estogauin frasco escuro a 4 °C.

Tris-HCI 3M pH 8,8

Tris 3 M
Agua destilada g.s.p 100 mL
Ajustar o pH com HCI para 8,8.

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8

Tris 05M
Agua destilada g.s.p 100 mL
Ajustar o pH com HCI para 6,8.

Persulfato de Amonio (APS) 10% (p/v)

APS lg
H20 g.s.p 10 mL

Tampao de Corrida Tris-glicina 5x (Estoque)

Tris 25 mM
Glicina 190 mM
SDS 0,1 % (p/v)
H.O destilada g.s.p 1000 mL

SDS-PAGE 12%

Acrilamida/Bisacrilamida(29:1) 12 %
Tris-HCI (pH 8,8) 375 mM
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SDS
APS
TEMED

SDS-PAGE 4%

Acrilamida/Bisacrilamida (29:1)
Tris-HCI (pH 6,8)

SDS

APS

TEMED

Solucéo Corante SDS-PAGE

Metanol

Acido acético glacial

Comassie blue

Solucéo Descorante SDS-PAGE
Metanol

Acido acético glacial

4.6 SolugGes para Western Blot

Solucéo de Transferéncia (pH 8,3)

Tris-HCI
Glicina
SDS

Metanol

Tampao PBS 10X (Estoque)

NacCl
Na,HPOy
NaNs

0,1%
0,05 %
0,05 %

4 %
125 mM
0,1 %
0,05 %
0,1 %

40 % (viv)
10 % (v/v)
0,25 % (p/v)

40 % (viv)
10 % (v/v)

48 mM

39 mM
0,037 % (p/v)
20 % (v/v)

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



Tampé&o PBST 1X

Tampé&o PBS 1X 1L
Tween 20 0,05 % (v/v)

Solucéo Bloqueadora

Tampéo PBST 1X 100 mL

Leite em p6 desnatado 5 % (p/v)

APB (tampéao para fosfatase alcalina - pH 9,5)

Tris-HCI 0,1 M
NaCl 0,1 M
MgCl, 5mM

Solucdo Reveladora

APB 10 mL
BCIP (fosfato de bromo cloroindolil) 66 uL
NBT (azul de nitro tetrazélio) 33 uL

A diluicdo deve ser feita nesta ordem para evifarmacao de precipitado insolavel.

4.7 Tampdes para purificacdo de proteinas

Tampao de Lise

Ureia 8M
NaH,PO, 0,05 M
NacCl 0,3M
Imidazol. 0,01 M

Ajustar o pH para 8,0

Tampao de Lavagem

Ureia 8M
NaH,POy 0,06 M
NaCl 0,3 M
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Imidazol 0,02 M
Ajustar o pH para 8,0

Tampao de Eluicado

NaH,POy 0,05 M
NaCl 0,3 M
Imidazol 0,01 M

Ajustar o pH para 8,0
4.8 Marcadores de massa molecular

Marcador 1kb DNALadder plugFermentas Life Sciences).

Unstained Protein Molecular Weight Mark@fermentas Life Sciences).
Unstained Protein Molecular Broad Weight MarK&ioRad).

PAGE RULERY PLUS Prestained Protein Lad@Eermentas Life Sciences).

4.9 SolucBes e Tampdes para o ELISA

Tampao de Adsorcéo carbonato-bicarbonato

NaHCG 0,1 M
NaCOs 3,3mM
Ajustar o pH para 9.6

Tampao de Lavagem

Tampao PBST 1X (item 4.6.3)

Solucéo de Bloqueio

Tampéao PBS 1X 100 mL

Leite em p6 desnatado 5%

Solucgéao Diluente do Soro

Tampéo PBST 1X 100 mL

Leite em p6 desnatado 5%
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Conjugado anti-lgG Humano Diluido 1/25000

Anticorpo anti-IgG humano (Fc especifico) conjugado
com peroxidase (Sigma) 1puL

Tampao PBST 1X + 5 % leite em p6 desnatado 25 mL

Solucdes Reveladoras da peroxidase kit Wiener Labote: 0902010640

Revelador A: perdxido de hidrogénio 60 mmol/l empéo

citrato 50 mmol/l pH 3,2. 50 pL
Revelador Btetrametilbenzidina (TMB) 0,01 mol/l em &cido
cloridrico 0,1 N. 50 pL

SIGMA FAST™ OPD Peroxidase Substrate Tablet Set

OPD (©-Phenylenediamine Dihydrochlorige 0,4 mg/mL
Urea Peroxido de Hidrogénio 0,4 mg/mL
Tampao Citrato-Fosfato 0,05M
H,O destilada 20mL

Solucédo Stopper kit Wiener Lab. Lote:0902010640

Acido sulfarico 2 N 50 pL
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5. Métodos
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5.1 Metodologia experimental
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5.2 Estratégia para o desenho do gene sintético

O desenho do gene sintético (MEHCV) foi baseadproteina multiepitopo indiana
(HCVFMEP) elaborada por Diptet al (2006), porém com a inclusdo de sequéncias
imunodominantes dos genoétipos mais prevalentesrasilfla, 1b e 3a). Sendo assim, foram
selecionados, nesta ordem, epitopos representamdseguintes proteinas do HCV dos
genotipos 1a, 1b e 3apre (1a), core (3a), NS4A (1b), NS3 (1a), NS4A (1a), NS5 (1b),
NS4B (1a) e NS5 (1a) (figura 2).

HCV
Regido codificadora da poliproteina precursora

| 5'NTR |

Proteinas
Estruturais

| ¢ || E1 | |E2 | [ NST || NS2 || NS3 || NS4A || NS4B || NS5 |

N \ o]

Core (1a) Core(3a) NS3 (1a) NS4A (1a} NS4A (1b) NSB (1a) NS5 (1a) NS5{1b)

Proteinas Nio Estruturais

Figura 2 — Representacdo dos epitopos selecionados a partjetuma do HCV para construcdo da proteina
multiepitopo r-MEHCV.
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As sequéncias dos epitopos foram obtidas a paotisitt European Hepatitis C Virus
Database - http://euhcvdb.ibcp.fr/leuHCVdliguras 3 e 4).

1 MSTHPKPORKTKEHNTHERPOIWEKEPGGGOIVGGVYLLERRGEPBRLGYRATE CORE
51 KTSERSQPRGRRQPIPEARF PEGRTWAQPEY PWPLYTGHNE GCCGHWAGHLLE P
101 RGSRESWGETDERRRSRMLGKVIDTLTCGFADLMGYI ELVGAPLGGAARA
151 LAHGWRVLEDGVIY ATGHNLEPZCSF 2IF LLALLECLTVERASAY WRINESEL
201 YHVWTHDCENSSIVYEAADAILLHTPGCW PCVREGHASRCWWVAYTETVATRD
201 GELPTTRLRERRHIDLLVGISATLCOCSALYWGDLCGEVE LVGQLETE S FRERHWT
201 TQDCNCSIY PCHITCHRMAWDMMMNWSE PTAALVVAQGLLREI PQATMDMIAG
351 AHWGVLAGTAYFE SMVEIWAR VLWV LLLFAGYDAETHVTGGSAGRT TAGLY
401 GLLTPGAKONIQLINTHGEWHINS TALNCHNESLNT GWLAGLEYOHEFNSS
451 CCIPERLASCRRLTDEAQCWCDI SYANCSCLDERDY CWHY DERICCIVIAK
SNT SWVCGEPYVYCR T PR PVVWETTHREGA PTY SHGAN DT DVFWTNNT RPPTSNEF
551 GCTWMNSTGETEWCGAPPCWIGEWGHNNTLLCPTDCEFREHEPEATY SRCGEG
601 FWITPRCMYVDVYEYRLWHYFPCTINYTIFKVRMY VEGEVEHRLEAACNWTRGE
551 RCDLEDRDRSELSPLLLSTTOW VLD SFTTLEALST LI HLHON TW IR
701 YLYGWGESIASWAIKWEYVVLLFLLLADARVC SCLWMMLLIS QAEAALEN
751 INILNAASLAGTHGLWEFLWVEFCFEFAWY LKGEWVEGAVEAFYGMTEPLLLLL
201 LALPORAYALDTEWVAASCGCGVVLVGLMALTLS PYYKRYT SWCOMWWLOYE L
551 TEVEAOLHWIVEPLMNVRGGEDAVI LIMCVVHPTLYVFDITRKLLLATFGELW
901 ILQASLLEVEYFVRVOGLLEICALARKIAGGHYWVOMALITIKLGALTGT YWY
%51 MHLTPLRODWAHNGLEDLAVAVE PVVERRMETELITWGADTAACGDITINGL
1001 PYSARRGOEILLGPADGMVSKEGHMRLLAPT TAY AQQTRGLLGCIITSLTGR
1051 DENOQWEGEVOLVETATOLE LATCLNE CHL WY HEABT R LAS PRGEY LUM
1101 ¥THNVDQDIWGWEAPQGERELTPCTCGISDLYLYTRHADYI FWRRRGDERG
1151 SLLESPRPISYLKGSSGEGEPLLCOPAGHAVGLE RAAWVC TRGYVAKAVDE IPVEN
1401 LETTMREEVETDNE EFPPAVEOSFOVAHLHADPT GECGKETEWVEAAY AAQCY K
1251 VLWLNEPSVAATLGE GAYMSKAHGVDPHIRTGVRT ITTGSPITYST YGKEL HS53
1301 ADGGCSGGAYDITIICDECHETDAT SILGI GTVLDOAETAGAR LYV LATAT
1351 PPGSVTVEHPNIEEVALSTTGEIPFYGSKAT PLEVIKSGRHLIFCHSKKKC
1401 DELAAKLWVALGLMNAVAY YRELDWVEWY LTSS WY ST DA LML GE T GSDED S
1451 WVIDCHTCWTQTVDESLDPTEFTIETTTLEQDAVSRT QRRGRTGREKPGIYR
1501 FVAPGERPSGMFDISSVLCECYDAGCAMYELTPAET TVRLRAYMMT PGLEV
1551 CUDHLEFREGVETGLTHLIDAHE LEQTRQS GENE EY LAY QAT VUEARAQS P
1601 PESWDOMWHECLIRLKET LHSPT PLLYRLGAVONEVTLTHEITEVIMT CMS
1451 ADLEVVTETWVLVCCVLAALAAYCLETCCWVVIVCRIVLE CKDATIPDREV HS4R
1701 TYQEFDEMERCSQOHTPY TEQGMMI ARQFKOKATGT. LOTASROARVTT PAY
1751 QTHNWORLEWVEWAREMWNEFL SGI Y LAGLSTLPS PATAS LMAFTAAVTE P
1201 LTTGQTLLEMNILGGWVAAQLAAPGAAT AL WVGAGLAGAAT GOVGLGIWVLYVD
1851 ILAGY GAGWVAGALVAFKIMSGEWVPETEDLWVMNLLEATILS PEALWVYEWWCAL
1901 LLERHVGPGEGAVQWMNEL LAFAS RGHHVSEPTHYV PE SUDAAARVTALLEE NS4B
1951 LTVTQLLRRLHQWISSECTTPCSGSWLRDIWDWICE VLS DERKTWLKAKLI
2001 POLPEZIPEVECQRGCYREVWRGDCIMHT RCHOGAET TEHWVKNGTMRIVEER
2051 TCRWMWSGTFPINAYTTGPCTPLEAENTYREFALWEY SAEEYVE IRRVGDEH
2101 ¥WEGEMTTONLKCPCQIPSPEFFTELDGVRLHRFAPPCKPLLREEVEFRVG
2151 LHEYDWGCSQLDCEDEDVAVLT SMLTDDSHITAEAASRRLARCS D DEMAS
272071 SEASOQTEAPSTHKATCTANHNSEPDARTT RANT.THROEMGGNTT RVE SRNEY
2251 VILDSFDPLVAEEDEREWVEWEPAEILRKSEREFARALPVWARFDYNPELVET HS5
2301 WKKPDYEPPVVHGCFLPFPPRSPEVPFFPRREKRTVVLTEST LETALAELATER
2351 SFEERETSCITCONTTT SCEPAPSCCPPLEDVESY SEMPDPLECE PGDEDL
2401 FDGEWSTVESGADTEDVVCCSMAY SWTGALVT PCAAEEQKLPIMALSNEL
2451 LEHHNLVYSTTERSACQROKKVTE DRELOVLDEHY QDWVLEEVEAALSKVEA
2501 NLLEVEEACSLT PPHEAKSKFGYGAKDVRCHARKAVAHINSVWKDLLEDS
2551 VIPIDTTIMAKNEVFCVOPEKGGREKPARLIVE PDLGVREVCEKMALYDVVE
2801 KLPLAWVMGS SYGFQYSPGORVEFLWVOAWK SKRTEMGF SYDTRCFDSTVTE
26851 SDIRTEEATYQCCDLDPQARVAIKSLTERLYVEGPLTMSREGENCGEYRRCR
2701 ASGVLTTSCGNTLTCYWI KARAACRAAGLODCTMLY CEZDDLWVVICE SAGVQ
27531 BEDAASLRAFTEAMNTRYSAFPGUEPOFEYDLEL LTSS 5NV EYAHDGAR K
2801 VYYLTRDETTPLARAAWETARHT PVNEWLGHI IMEFAPTLWARMI LMTHE F
2851 SVLIARDQLEQALNCEIYSACY SIEPLDLEPPIIQRLHGLEAF SLHEYEPG
2901 ETINRVAACLRKLGVPPLRAWRHRARSVRARLLERGGRAAT CGEY LENWAY
2951 RTELELTPIAAAGRLDLSSWETASY SGGDITHSYSHARPFRWEWE CLLLLA
3001 AGVEIYLLEMR

Figura 3 - Sequéncia primaria da poliproteina HCV.Em vermelho, as regides correspondentes aos
epitopos usados para construir a proteina multippit-MEHCV.
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Core

MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQ VGGVYLLPRRGPRLG (1a) AF009606
MSTNPKPQKKNKRNTNRRPQDVKFPGGGQ VGGVYLLPRRGPRLG (1a) M62321
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQ VGGVYLLPRRGPRLG (1a) V67463
MSTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGGQ VGGVYLLPRRGPRLG (1a) r- MEHCV
MSTLPKPQRKTKRNTI RRPQDVKFPGGGQ VGGVYVLPRRGPRLG (3a) r-MEHCV
NS3

YMBKAHGVDPNI RTGVRTI TTGSPI TYSTYGKFLADGGCSGGAYDI (1a) AF009606

YMSKAHGVDPNI RTGVRTI TTGSPI TYSTYGKFLADAGCSGGAYDI (1a) V67463

Il
YMSKAHG DPNI RTGVRTI TTGSPI TYSTYGKFLADGGCSGGAYDI | (la) M62321
Il
YMSKAHGVDPNI RTGVRTI TTGSPI TYSTYGKFLADGGCSGGAYDI | | (1a) r-MEHCV

NS4A

| | PDREVLYQEFDEMEECSQHLPY! EQGVVL AEQFKQKAL GL (1a) AF009606
| | PDREVLYREFDEMEECSQHLPY! EQGVIML AEQFKQKAL GL (1a) Mp2321

| | PDREVLYQEFDEMEECSQHLPY! EQGVML AEQFKQKAL GL (1a) M57463

| | PDREVLYREFDEMEECASHL PY! EQGVQLAEQFKQKAL GL (1b) D90208

| | PDREVLYREFDEMEECASHL PY! EQGVQLAEQFKQKAL GL (1b) V68335

| | PDREVLYQEFDEMEECSQHLPY! EQGVIML AEQFKQKAL GL (1a) r- MEHCV
| | PDREVL YREFDEMEECASHL PY! EQGMQL AEQFKQKAL GL (1b) r- MEHCV
NS4B

| AFASRGNHVSPTHYV (1a) AF009606

| AFASRGNHVSPTHYV (1a) Mp2321

| AFASRGNHVSPTHYV (1a) M57463

| AFASRGNHVSPTHYV (1a) r- MEHCV

NS5

PPLVETWKKPDYEPPVVH (1a) AF009606

PPLVETWKKPDYEPPVVH (1a) Mp2321

PLLVETWKKPDYEPPVVH (1a) M57463

PPLLESWKDPDYVPPVVH (1b) D90208

PPLLESWKDPDYVPPVVH (1b) V68335

PPLVETWKKPDYEPPVVH (1a) r- MEHCV

PPL L ESWKDPDYVPPVVH (1b) r- MEHCV

Figura 4 - Alinhamento das diversas regifes imunodninantes de isolados HCV sorotipos la/b e 3as
sequéncias utilizadas para este alinhamento fot#idas do GenBank sob os nimeros de acesso AF009606
M62321 e M67463 e do site http://euhcvdb.ibcp.tH€Wdb/. Em vermelho, estdo as sequéncias selea@snad
para compor a proteina multiepitopo. As diferent@s sequéncias dos gendtipos e subtipos de caéda esgao
sublinhadas. r-MEHCV representa a sequéncia cooseass 0 desenho da proteina multiepitopo construid
nesse trabalho.

Esses epitopos foram distribuidagandemseparados por um pequdinker flexivel
formado por residuos de glicina e serina. Com wibpd@le purificar a proteina recombinante
expressa na bactéria, foi adicionado um segmenéordsiduos do aminoacido histidindig-

tag) (ver figura 5).
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core (1a) core (3a)
MBTNPKPQRKTKRNTNRRPQDVKFPGGEGEQ VGGVYLLPRRGPRL GSGSAVSTLPKPQRK
NS4A( 1b)
TKRNTI RRPQDVKFPGGEEQ VGGVYVLPRRGPRLGSGSA | PDREVL YREFDEMEECAS
NS3( 1a)
HLPY! EQGVIQLAEQFKQKAL GL GSGSGYMSKAHGVDPNI RTGVRTI TTGSPI TYSTYGK
NS4A( 1a)

FLADGGCSGGAYDI | | GSGSA | PDREVL YQEFDEMEECSQHLPYI EQGVML AEQFKQK
NS5( 1b) NS4B( 1a) NS5( 1a)

ALG.GSGSGPPLLESVKDPDYVPPVWWHGSGSGE AFASRGNHVSPTHYVGSGSGPPLVET

VKKPDYEPPVVHL EHHHHHHH

Figura 5 - Sequéncia primaria da proteina multiepibpo r-MEHCV, com as diversas regides
imunodominantes cpre 1la e 3a, NS3, NS4A/B e NS5) e a termina¢dis-tag (HHHHHH), tamanho
aproximadamente 34 kDa. Gskers flexiveis estdo destacados em vermelho.

Com a finalidade de acelerar e otimizar o procedsoexpressdo heterdloga das
proteinas, os epitopos selecionados que represexstqroteinasore (1a),core (3a), NS4A
(1b), NS3 (1a), NS4A (1a), NS5 (1b), NS4B (1a) esN%a) do genoma do HCV, foram
sintetizados quimicamente e clonado no vetor pEd @dla empres&poch Biolabs Além
disso, o gene foi desenhado copdon usageara ser expresso e coli e com sitios de

restricdo (enzimaNdd e Xhd) nas extremidades do gene para facilitar a clemaffigura 6).

CATATGAGTACAAACCCAAAACCT CAGCGCAAAACAAAACGT AATACAAAT CGT CGTCCACAGGATGT
AAAGT TTCCAGGAGGCGEEECAGATAGT CGEEGECGTATACCTGT TACCACGT CGCGGTCCTCGTTTAG
GTAGT GGGT CAGGTATGAGCACCT TACCCAAACCT CAGCGCAAGACCAAGCGT AACACGAT CCaCcaT
CCGCAGGACGTAAAGT TTCCGEEEEET GGT CAGAT CGT GEECEEEGET GTACGT GT TACCGCGCCGT GG
CCCACGT TTAGCCTCTGGT TCTGGAATCAT TCCGGACCGT GAAGT GT TATATCGCGAGT TTGACGAAA
TGGAGGAGT GCGCAAGT CACCT GCCATACAT CGAGCAGGGECATGCAGCT GGCCGAGCAGT TTAAGCAG
AAGGCT CTGEGT CTGEGTAGT GGTAGCGGT TATAT GAGT AAAGCCCACGGEGEGT CGATCCCAATATACG
CACTGGAGT TCGTACTATAACGACGEGT TCACCAATCACCTATAGTACT TATGGCAAGT TTCTGECCG
ACGGAGCCTGTAGCGGT GGCCCGTATGATATTATTAT TGGAT CTGECT CAGGGATTATTCCCGATCGC
GAGGT GCTGTACCAAGAGT TCGAT GAAATGGAAGAAT GTTCACAACAT CTGCCGTATATTGAACAAGG
TATGATGCTGGECGGAACAAT TCAAACAGAAAGCACT GEECCTGEGATCTGECTCTGECCCTCCGCTGC
TGGAATCATGGAAAGATCCGGATTACGTGCCTCCCGT TGT TCATGGT TCAGGT TCTGGTATTGCTTTC
GCAAGCCGCGEGAAT CATGT TAGCCCGACCCACT AT GT TGGAAGCGGAAGCGGACCGCCGCTGGTCGA
AACCTGGAAGAAACCGGAT TATGAACCT CCTGI TGT CCACCT CGAGCACCACCACCACCACCAC

Figura 6 - Sequéncia nucleotidica do gene r-MEHCV com tamanh®48 bp. As sequéncias em vermelho
representam os sitios de restricdes nas extrenadafddd) e 3'(Xhd). As sequéncias em azul representam os
genes que codicam os aminoacidos histina.

Existem diversas opcdes de vetores a serem utkizpdra expresséo induzida de
proteinas recombinantes dn coli. Sendo assim, para expressado dos genes. amli, neste
trabalho, foi escolhido um vetor de expressao da p&T Plasmid for expression byT7 RNA
Polimerasg, o plasmideo pET21a, por ser um sistema altanwamtolavel de expressao da

proteina alvo, cuja expressao esta sob o contmlera@motor de transcricdo bacteriofago T7
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que é reprimido pela regido operadt@aonde se liga o repressiac. Para utilizacdo deste
vetor € preciso transfoma-lo em uma célula que yzoss gene da T7 polimerase no
cromossomo, como é o caso Hacoli BL21 (DE3), que possui esse gene sob controle do
promotor lacUV5. Além desse gene, o genoma possui 0 daoke que codifica para o
repressotac, o qual se liga ao promottarc, impedindo assim, que a T7 RNA polimerase seja
produzida em auséncia de IPTG. O gémed também esta presente no vetor pET. Sob
condicOes de repressao (auséncia do indutor IPIEG)p o gene da T7 RNA polimerase
quanto o gene alvo estéo transcricionalmente bbmpge por causa da ligacdo do repressor
lacl na regido operadora. ApGs a adicdo do indutoGIParepressao é eliminada. (ver figuras
7 e 8). O vetor obtido foi denominado pETMEHCV.
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Ava | (158)
Xho I (158)
Not | (16E)

Sty | (57)
Eag | (1BE)

Bpul 1021 E0) Hind IIl {173)
Sal 1 (179)
Sac | (190)
Eco Rl (192)

BarmH | {198
Dra lll (5201) e | o {158
Hde 1 (238)
Hha 1 [(27E6)
Bl I {342)
f1 origin Sgra1(383)  Sphl(539)

EcoM | (599)
PAIM | (546)
ApaB | (748)

(4977-5432)

Sca | (4538)
P | (d428) Ml 1(1064)
Pst | (4303) Ap (3908-4845) Bcl I (1073)
lac] EstE Il (1245)
- + (714-1743 Ermg | (1273)
Bsal (4119) pE(-g‘qu'L;( ) Apa | (1275)

TD?BHDE ! BssHIl (1475)
(4055) EcoR W (1514)
Hpa | (1570)
Alwh | (3581) PshA | (1909

Ppuld [ (2171
Psps Il (2171)
Epull | (2271)

s

BsplLU11 1 (3165)
Sap | (3049
Bzt 1107 1 [2936)
Tth 111 | (2910) BspG | (2691)

Figura 7 - Mapa fisico do vetor pET-21a(extraido do catalogo de produtos da Novagen).

T7 promoter primer #69348-3

Bglll T7 promoter lac operator Xba | rbs

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
- Eagl Aval .
_Ndel Nhel — Tr-Tag PET"219 ponH I EcoR | Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xho! His-Tag
TATACATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSerMetThrGlyGlyGInGInMetGlyArgG|lySerG| uPheGluLeuArgArgGlinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleu
PET-21b .. .GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
pET-21IC\ijCO| ...GlyArgAspProAsnSerSerSerVal AsplyslLeuAlcAlaAlaleuGluHisHisHisHisHisHIsEnd
.. .TACCATGGCTAGC. . . pET-21c.d .. .GGTCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
MetAlaSer. .. .. .GlyArglleArglleArgAlaProSerThrSerlLeuArgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlu

Bpu1102 | T7 terminator
GATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCECTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

pET-21a-d(+) cloning/expression region

Figura 8 - Mapa da regiao dagpolylinker do vetor pET-21a.0 gene sintético r-MEHCYV foi clonado entres os
sitios deNdd e Xhd dovetor pET-21a, acrescido da sequénciddistagno C-terminal (extraido do catélogo

de produtos da Novagen).
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5.3 Preparo de células termocompetentds coli DH5a e BL21 (.DE3) pelo método de
(CaCly)

Inicialmente foram adicionados 20 pL das célulasidbu BL21Q.DE3) em placa de
Petri contendo meio LB &gar, em seguida com auxlididoolinhas de vidro estéreis foram
feitas estrias sobre 0 meio de cultura para onsatdo das colonias e posterior incubacédo a
37 °C por 16 hora®No outro dia, fez-se um pré-inéculo de uma coldswdada em 5 mL de
meio LB sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C por l6shdPasteriormente, 2 mL deste pré-
indculo recém preparado foi adicionado em 30 mimeéé LB, seguido por agitacdo de 250
roma 37 °C até atingir a densidade Opticagfi) de 0.3.

Apos atingir a OD desejada, a cultura de célulasrdmsferida para um tubo 50 mL
previamente resfriado e estéril, seguido de incibap gelo por 15 minutos. Em seguida, a
cultura de células foi centrifugada a 500@ yor 10 minutos a 4 °C e pellet obtido foi
ressuspendido em 10 mL de CaCb0 mM seguido por incubacao no gelo por 15 meuto
Centrifugou-se novamente a 500@ yor 10 minutos a 4 °C epelletfoi ressuspendido em
1 mL de CaGi100 mM com 15 % de glicerol. Em seguida, foramate#liquotas de 100 ul
da solucdo de células competentes resultantes geleolas em nitrogénio liquido. Essas

aliquotas foram armazenadas no freezer a -80 °C.
5.4 Transformacéo deE. coli DH5a por choque térmico

Antes de iniciar a transformacédo, fez-se uma dilmid:10 em KD Milli Q do
plasmideo pETMEHCV, obtendo uma concentracéo fleal,0 ng/pL.

Na transformacdo foram adicionados 10 pL dessacdduem 100 pL de células
competentes DHbe incubado no gelo por 30 minutos. Posteriormdat@plicado o choque
térmico a 42 °C por 90 segundos seguindo-se pa& umad incubacédo no gelo por 10 minutos
e logo em seguida adicionado 1 mL de meio LB nacsa (plasmideo + célula competente) e
incubado em “banho maria” a 37 °C por 1 hora, h@megando a cada 15 minutos. Em
seguida, 50 e 20 pL da solugéo foram plaqueadgdasas de Petri contendo 20 mL de meio
LB agar e 20 pL de ampicilina utilizando bolinh&swidro para fazer as estrias sobre o meio
de cultura da placa. Centrifugou-se a solucaomest5000 g por 2 minutos e descartou-se
800 pL do sobrenadante. Em seguidapetiet obtido foi ressuspendido no restante do
sobrenadante e 20 pL do mesmo plaqueado em plag®etdesob as mesmas condi¢bes

descritas acima. Essas placas foram incubadagufa as37 °C por 16 horas.
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5.5 Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala@aanalise de restricdo

Apés a transformacao, as colbnias isoladas forarmouladas em aliquotas contendo
cada 5 mL de meio LB e 5 pL de ampicilina (100 mg/nessas culturas foram crescidas sob
agitacao de 250 rpm a 37 °C por 16 horas. Paragiedo plasmideo intacto ()P ETMEHCV),
foram feitas mini-preparacdes das culturas obtiditizgando o kit ‘lllustra plasmidPrep Mini
Spin” (GE Healthcare), conforme especificagées do fabteca

5.6 Digestao com as enzimas de restricalalel e Xhol

Para confirmacéo da liberacdo do inserto, o plasonfulrificado foi digerido com
enzimas de restricdo da seguinte forma: 1 pg de ORB\ pL do plasmideo intacto
PETMEHCYV) foi digerido com 0,2 uL déldd e 2 uL deXhd na presenca de 4 pL de
tampao NEB4, 0,4 uL de BSA e 6,6 pL de agua Millidgsistema foi incubado em banho
maria a 37 °C por 2 horas. Posteriormente a arddise digestdo foi feita em gel de agarose

0,8 % com brometo de etideo utilizando o marcaddy DNA Ladder plugFermentas®).
5.7 Transformacéo dek. coli BL21 (ADE3) por choque térmico

O plasmideo obtido da mini-prep (item 5.5) foi sfammado nas células competentes
produzidas no (item 5.3) conforme protocolo dedfamacdo por choque térmico descrito
no item 5.4.

5.8 Inducao da expresséo do gene MEHCV ek coli

Apés a transformacédo, escolheu-se um clone isaladwaca de transformacao, fez-se
um pré-indculo com o mesmo em 5 mL de meio 4YT rAgid. de ampicilina (100 pL/mL).
A cultura foi crescida sob agitacdo de 250 rpm @@%or 16 horas. Posteriormente, um
inoculo foi feito adicionando 1,25 mL do pré- inf@wem 25 mL de meio 4YT mais 25 pL de
ampicilina, seguindo-se incubacdo sob agitacdo B Pm a 37 °C até atingir um
crescimento celular com QBnmigual a 0,6. A partir daqui, iniciou-se a cinétaminducao,
foi retirado duas aliquota de 1 mL cada e centaifiag a 5000 x3 por dois minutos, o
sobrenadante foi descartado e cpdHet obtido foi ressuspendido em 25 pL de tampéao de
amostra 2X SDS-PAGE, em seguida, juntou-se asalitasotas (tempo zero). No restante da
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cultura foi adicionado 25 pL de IPTG a 1 mM (agenttutor), seguido de incubacéao a 250
rpm a 37 °C.

Aliquotas da cultura foram coletadas de duas ens cas (2 a 8 horas) e
centrifugadas a 5000 ¢« por 2 minutos, cadgellet foi ressuspendido com 50 pL de tampéao
2X SDS-PAGE para posterior analise em gel SDS-PAGE

As aliquotas dos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 horas famatisadas no gel SDS-PAGE (Gel
concentrador 5 % e separador 12 %). Apos a corodgel foi corado comCoomassie
Brilliant blue R-250e descorado com metanol 40 % e acido acéticoad)2@i%.

O restante da cultura foi coletada por centrifugaeg&000 g a 4 °C por 15 minutos e
o pelletobtido foi armazenado no freezer a -80 °C pargepos purificacao.

5.9 Purificacdo do r-MEHCV

O pellet contendo as células expressando r-MEHCYV foi sbhasio com 1 mL de
tampéao de lise (item 4.7.1), seguido por incubagd@b°C por 16 horas. Posteriormente, a
amostra foi sonicada (5 pulsos de 10 segundos ntervalos de 1 minuto / Sonics Vibra
Cell) e incubada no gelo por mais duas horas. Aglastlisadas foram centrifugadas a
5000 xg por 25 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi tegiasf para um tubo Eppendorf de
1,5 mL contendo 500 pL de resiNa Sepharose 6 Fast FlogAmersham Biosciences) pré-
equilibrada com tampéao de lise. O sistema foi iadalbsob agitacdo no orbital por 1,5 horas a
4 °C. Em seguida, o sistema foi centrifugado a 50@por 1 minuto e o sobrenadante
denominaddlow-through foi coletado para posterior analise no gel SDS-BABepois, a
coluna foi lavada 4 vezes com tampéo de lavagem (#4.7.2), e eluida 3 vezes com tampéao
de eluicéo (item 4.7.2).

Apéds cada etapa de eluicdo, foram coletadas algquini sobrenadante para posterior
analise em gel SDS-PAGE.

As aliquotas obtidas anteriormente foram analisamasdois géis SDS-PAGE (Gel
concentrador 5 % e separador 12 %). Um dos géisofaido contCoomassie Brilliant Blue
R250,e descorado com metanol 40 % e acido acéticoajladi%. O outro gel foi utilizado
para imunodeteccdo da prote(léestern blot)por meio de uma membrana de nitrocelulose.

5.10 Western blot

Apéds a corrida do gel em cuba de eletroforese, smmoeoi incubado na solugdo de

transferéncia por 30 minutos. Posteriormente, resteaéncia para membrana de nitrocelulose
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Hybond™- C Extra(Amersham Biosciences) foi realizada utilizand@seansferidoirans-
Blot SD Semi-Dry Transfer Ce(BIO-RAD) na amperagem de 15 mA por 15 minutos.
Depois de realizada a transferéncia a membranadioicada na solucdo bloqueadora e
incubada a temperatura ambiente por 2 horas sebalgitacdo. Em seguida, a membrana foi
lavada 3 vezes com tampéao PBST 1X homogeneizando leaagem por 5 minutos. Foi
adicionado 50 mL do anticorpo diluido em PBS 1XL.000)Monoclonal Anti-polyHistidine-
Alkaline PhosphataséSIGMA-ALDRICH) e incubado a temperatura ambiepte 2 horas
sob leve agitacdo. Novamente, a membrana foi laddezes com tampdo PBST 1X
homogeneizando cada lavagem por 5 minutos, emdsegumembrana foi lavada uma vez
com tampdo APB. Posteriormente, foi adicionada la¢&o reveladora do kiBCIP/NBT
(Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabecayos descartar a solugcédo reveladora,
lavou-se a membrana exaustivamente com agua destldinalmente deixou-se a mesma

secar a temperatura ambiente.
5.11 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) anti-HCV

Primeiramente, foi feito uma diluicdo da proteifdEHCV no tampao de adsorgéo.
Em seguida, foi realizada a sensibilizacdo da mlasa de poliestiro (Greener) através da
adicdo de 100 pL/poco dessa diluicdo, de modo quenaentracdo final de proteina
adsorvida foi de 20 ng/poco. A placa foi homogemddz batendo gentiimente em suas
laterais e posteriormente incubada a 4 °C na gedapler 16 horas

No outro dia, retirou-se a placa da geladeira godea por 10 minutos a temperatura
ambiente. Depois, o material foi descartado e gegpdoram lavados 3 vezes, utilizando-se
um volume de 300 uL/poco de tampéo de lavagem. égnida, foram adicionados 200
pL/poco da solucao de bloqueio e incubado por uona & 37 °C. Descartou-se o material e
0s pocos foram lavados 3 vezes, utilizando-se ulmme de 300 pL/pogo de tampéo de
lavagem. Subsequentemente, foram adicionadas 10pgeb de amostras de soro humano
(diluicdo 1/20 em tampéo diluente do soro) e indob@or uma hora a 37 °C. Em seguida, o
material foi descartado e os pocos lavados 3 vesézando-se um volume de 300 pL/pogo
de tampé&o de lavagem. Posteriormente, foram adidas 100 plL/poco do conjugado
(1/25000) e incubado por uma hora a 37 °C. Des¢a®oo material e 0s pocos foram
lavados 3 vezes, utilizando-se um volume de 30(Qqio de tampédo de lavagem. Em
seguida, foram adicionados 50 pL do revelador A @b do revelador B do kit da Wiener
Lab. e incubado por 30 minutos a temperatura artéi@osteriormente, a reagéo foi parada
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utilizando-se 50 pL/poco da solucstopperdo kit da Wiener Lab. A absorbancia foi lida no
espectrofotdmetroEnSpire™ 2300 Multilabel Reader PerkinElmer) no comprimento de

onda 450 nm.
5.12 Dicroismo Circular (CD)

Dicroismo circular € uma técnica que permite ingastas alteracdes na estrutura
secundéria e terciaria de proteinas. Pode sermadplia qualquer composto opticamente ativo
que tenha um croméforo que, no caso de proteineeptdeos, sdo as ligacbes amidas, as
cadeias laterais de aminoacidos aromaticos e kgaddsulfeto. O principio dessa técnica
consiste na utilizacdo da luz circularmente podatezpara direita e esquerda, na auséncia de
um campo magnético.

As medidas de dicroismo circular da proteina r-MEH{fdram obtidas em um
espectropolarimetro Jasco, modelo J-815, equipato em controlador de temperatura
Peltier-Type Control SystelRFD425S e um banho termostatizado. Os espeatrasnf
coletados usando-se cubeta de quartzo de 2 mmuehmaoptico na regidao do UV-distante
(195-260 nm). A concentragdo da proteina foi de8D,hg/mL e as medidas feita nos
tampoes tris-HCI 5 mM, pH 7 e 8, a 25 °C. Os dddamm corrigidos pela contribuicdo do
tampéo e transformados em elipticidade molar pgidu®s §], usando-se um peso médio do
residuo de 115 Da (Adlet al.,1973).

O conteudo de estrutura secundaria da proteinasfonado a partir dos espectros de
dicroismo circular na regido do UV-distante, usaseloo programa CDNN (CD Spectra
Deconvolution) (Bohnet al., 1992). Esse programa compara 0 espectro obsecaadaim
conjunto de proteinas de estruturas conhecidasstaa) conteudo de estrutura secundaria até
obter o melhor ajuste. Também utiliza cinco tipesedtruturas secundariashélice, folhap
antiparalela, folhg- paralela, voltag-e estrutura irregular).

A termoestabilidade da proteina foi analisada dirpde espectros obtidos em
temperaturas que variaram de 25 a 95 °C (adquiadzsia 10 °C), na faixa de comprimento
de onda de 195 a 260 nm. A curva de desnaturagdxicééfoi obtida no comprimento de

onda fixo de 208 nm, variando a temperatura de Z5°.
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6. Resultados e Discussao
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6.1 Analise de restricao

A partir do plasmideo contendo o gene sinteticarforealizados ensaio confirmatério
da presenca dos sitios de restricdo e corretaafiierdo inserto inserido. Para tanto, apos a
selecao dos clones transformados com plasmideo RETNW emE. coli DH5a, foi realizada
extracdo dos plasmideos, em pequena escala e, geridlageestes foram digeridos com as
endonucleasebBldd e Xhd para confirmagdo da clonagem do gene. Os sitosesdtricdo
devem estar, exclusivamente, no inicio e fim dai@edga desenhada liberando o inserto de

maneira correta, sem que ocorra clivagem no megedaéncia (Figura 9).

1 2 3 4

pET21a(5443ph)

r-MEHCY (948 pb)

Figura 9. Analise de restricdo do plasmideo pETMEH®para confirmacéo da clonagem do gene, em gel
de agarose 1%.1) Marcador 1kb DNALadder plus(Fermentas®) 2) Plasmideo digerido cdidd; 3)
Plasmideo digerido codhd; 4) Plasmideo digerido cohidd e Xhd.

Em gel de agarose 1 % foi possivel observar duaddsa uma correspondente ao
vetor (5443 pares de bases) e outra correspondemtserto (948 pares de base), mostrando

assim gue o plasmideo-inserto foi digerido nossifinicos par&ldd e Xhd.
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6.2 Inducao da expressédo da proteina r-MEHCYV er&. coli BL21 (ADE3)

A expressao da proteina recombinante r-MEHCYV falizada com a linhage. coli
BL21 (ADE3), utilizando-se o IPTG como agente indutor oacentracdo final de 1 mM.
Uma aliquota foi coletada antes da adicdo de IP#f ja observacdo da ocorréncia de
alguma taxa de expressao basal (tempo zero). Adeexpressao foi verificada nos seguintes
tempos de inducgdo (2h, 4h, 6h e 8h) através désaréth SDS-PAGE 12 %, aplicando-se no
gel 10 e 20 pL do marcador e das amostras regpetnte.

E perceptivel que, no decorrer da inducéo, ha @scente aumento na quantidade da
proteina expressa com o passar do tempo, atingim@oconcentracdo consideravel apos oito
horas de indugédo. Sendo assim, foi identificadagabuma banda de aproximadamente

37 kDa, correspondente a proteina recombinanterif)0).

s 1B kDa

W B62kDa

o Y45 kDa
1-MEHCV

-~
135 kDa

25 kDa

Figura 10 - Analise em gel SDS-PAGE 12% da cinéticde inducdo da expressao da proteina r-MEHCV
em E. coli. Amostras da cultura foram coletadas nos tempo$, @ h, 4 h, 6 h e 8 h representadas
respectivamente pelos numeros 1, 2, 3, 4 e 5. Madar de massa moleculdnstained Protein Molecular
Weight Marker(Fermentas).

6.3 Purificacdo da proteina r-MEHCV

A purificacéo foi realizada por cromatografia denigfade utilizando resina acoplada
ao niquel. A cromatografia de afinidade foi esadhpara purificacdo das proteinas de

interesse devido as mesmas possuirem uma caudstidena advinda do vetor de expressao
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pET21a utilizado. Esse método de purificacdo poafgumas vantagens, como a ligacdo
especifica e reversivel da proteina alvo na colalan de alta seletividade e rendimento.
Além disso, uma vantagem na adicdo dessa caud#él adentificacdo da proteina por
anticorpos anti-His em técnicas de imunoensaio,ocalizados neste traballfss amostras
foram analisadas em gel desnaturante SDS-PAGE Ebfam aplicados 10 pL do marcador
pré-corado e 20 pL das amostras, sendo 16 pL datanmoais 4 pL de tampdo de amostra
5X (figura 11).

200 kD a se—
116 kDa

——— . .,
97 A kDa S
68,2 kDa ———
450 kDa
L} H
, r-MEHCV
P — -

31,0 kD3 S

-
215 kDa S

Figura 11 - Purificacdo da proteina r-MEHCV por cromatografia de afinidade Ni-NTA, analisada em gel
SDS-PAGE 12%.M marcador de massa moleculdnstained Protein Molecular Broad Weight Marker
(BioRad); 1 flow through 2, 3 e 4 representam a 12,22 e 32 eluicdo réspeente.

Nota-se que apoOs quatro etapas de lavagem da cdhir@ossivel obter a proteina
r-MEHCV purificada nas trés aliquotas de eluicaan{aros 2, 3 e 4) praticamente livre de
contaminagdo por outras proteinas de origem banteri

Para confirmar a presenca da proteina purificadf@ito a imunodeteccéo de proteina
em membrana de nitrocelulosé/éstern blgt utilizando-se anticorpo monoclonal anti-poli-
histidina conjugado com fosfatase alcalina dilu{dal000) em tampdo PBS 1X. Foram
aplicados no gel destinado a fax@estern blots uL do marcador pré-corado e 20 puL da
amostra, sendo 16 pL da mostra mais 5 pL de taspaonostra 5X (figura 12).
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S0 kD=

37 kD=
r-MEHCYV

25 kDa

Figura 12 - Western blot da purificacdo da proteina-MEHCV por cromatografia de afinidade Ni-NTA.
Foi utilizado anticorpo anti-polihistidina. M maner de massa protéica pré-corado PAGE RUIER
(Fermentas); flow-through 2, 3 e 4 representam a 12, 22 e 32 elui¢do rbspmente.

Esta técnica permitiu a deteccdo da proteina r-M¥ld@sorvida em uma membrana
de nitrocelulose (nimeros 2, 3 e 4) pela reacdo eotitorpos especificos (anti-poli-

histidina) que reconheceu o polipeptidio que estéle analisado.

6.4 — Andlise prévia das amostras de soros humanoteHCV a serem utilizadas no
ensaio ELISA r-MEHCV.

As amostras de soros humanos fornecidas pela emnvédvA DIAGNOSTICA,
utilizadas nos ensaios com ELISA r-MEHCV “caseid®senvolvido neste trabalho, foram
previamente analisadas utilizando-se um kit disggmo mercado ELISA anti-HCV. Sendo
assim, aliquotas desses soros foram encaminhadas paboratorio de hepatites virais do
Instituto Oswado Cruz (IOC/FIOCRUZ) e analisadas ankit ELISA (Hepanostika® HCV
Ultra - M/S. BEIJING UNITED BIOMEDICAL CO. LTD., CHNA/Lote: BJ02598) que
possui peptideos sintéticos adsorvidos na micraplde poliestireno que reconhecem
anticorpos das regides dore, NS3, NS4 e NS5 do virus da hepatite Guibff estabelecido
neste kit foi com a OD igual a 0,404 nm (figura.13)
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ELISA HepandsticaHCV Ultra Lote: BJ02598
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Figura 13 — Analise prévia das 30 amostras de sorosumano que foram utilizadas no teste
imunoenzimatico com proteina r-MEHCV: O ensaio foi realizado com kit comercial HepanastikCV
Ultra. Os soros foram diluidos 1/10. As barras enl eepresentam os soros reagentes para HCV erias ba
em vermelho os soros nédo reagentes para HCV. Alzdrsna foi lida no comprimento de onda 450 nm.

Das 30 amostras de soros analisadas, 17 (1 arBm feagentes e 13 (18 a 30) nao
reagentes para HCV. Esses resultados tiveram 10@ oncordancia com as informacdes
repassadas pela empresa WAMA DIAGNOSTICA, que éfpaec quais desses SoOros
analisados eram reagentes e quais ndo eram reagangeHCV. Entretanto, a empresa néo
repassou informacfes como qual o kit utilizado nea® e os resultados da absorbancia
obtida de cada soro. Deste modo, foi fundamenth&ise desses soros utilizando um kit
padronizado para ter acesso a essas informacodsltpy@ e poder comparar os resultados
obtidos com ELISA “caseiro” desenvolvido com a pfoa multiepitopo r-MEHCV.

6.5 — ELISA r-MEHCYV “caseiro”

AplOs a analise prévia das amostras de soros comkiunkELISA anti-HCV
padronizado, estas mesmas amostras de soros foralisadas em triplicatas contra a
proteina r-MEHCYV e os resultados foram obtidosvésada média das absorbancias de cada
soro menos a média das absorbancias do branco ¢@ pgoteina adsorvida nos pocos +
soro anti-HCV reagente + anticorpo conjugado). Ramdizacdo deste ensaio a proteina
r-MEHCV foi adsorvida na placa de poliestireno manaentracdo de 20 ng/poco. As
amostras de soro humano foram diluidas 1/20 no&ardp diluicdo dos soros e a diluicdo
do conjugado anti-lgG humano foi de 1:25000. A cétureveladora de peroxidase (A e B),
assim como, a solucao stopper foram adquirida dé&iticomercial anti-HCV da empresa
WIENER LABORATORIOS (ARGENTINA, Lote: 0902010640) gtilizadas conforme
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instrucdo do fabricante. A leitura da placa foilizsala no espectrofotdmetr&rfSpire™
2300 Multilabel Reader PerkinElmer) no comprimento de onda 450 nm (agL4).

ELISAr-MEHCYV "caseiro” revelador da peroxidase kit Wiener Lab.
3.0 - SOROS
£ B CEAGENTES
c i
o 25 -SOROSNAO
9 REAGENTES
a 20 -
o
S 15 -
Q
g
‘€ 1.0 -
)
» 05
g -
0.0
(o L N P\ TP T Tt N R O T S P T TN T - TR S T - T N N PR T - L. R g N L )
Qy?oQ-°°Q90Q-°°e9°¢°ge9QQ-°QQ~°°Q-°QQ~°\Q-°NQ~°NQ-°NQ-ONQ-°Nq-oNQS"\Q-°NQS"\Q-°wegWQ-°WQ9¢Q-°¢@°¢Q-°¢Q~°¢¢-°¢Q-°¢Q-°ﬁ
FLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLPLL PP

Figura 14 — ELISA r-MEHCYV *“caseiro” com amostras de soro lumano reagente e nao reagente para
HCV utilizando o revelador da peroxidose do kit Wiaer Lab. As barras representam a média das triplicatas
de cada soro com seus respectivos desvio padréamFRalsorvidas 20ng/poc¢o da proteina r-MEHCV nagpla
Os soros foram diluidos 1/20 e o anticopplyG humano conjugado com peroxidase 1/25000. Aalde cor
laranja representa o controle “branco” do ensaing@Proteina + soro reagente 1 + anticorpo conjpigaks
barras em azul representam os soros reagente$ifdfa@ as barras em vermelho representam os soms na
reagentes para HCV. A absorbéncia foi lida no camgmto de onda de 450 nm.

Comparando os resultados apresentados nas fig8rasl#, observa-se que as 17
amostras de soros reagentes para HCV analisadks BQISA Hepanostika HCV Ultra,
foram também reagentes no ELISA r-MEHCYV “caseipis, estes soros tiveram os valores
das absorbancias alto quando comparado com osesalias absorbancias dos soros nao
reagentes no mesmo ensaio, sendo assim, o ensaol®® % de concordancia com
Hepanostika HCV Ultra, ou seja, ndo apresentaraulteslos falsos negativo. Entretanto,
estes soros reagentes tiveram os valores das ahs@b no ELISA r-MEHCV maiores do
que os valores obtidos com kit ELISA HepanostikavHtra.

Em relacdo as amostras de soros ndo reagentealoossvdas absorbancias obtidas
no ELISA r-MEHCV também foram maiores do que osdu® no kit ELISA Hepanostika
HCV Ultra, principalmente 3 soros (20, 21 e 22) giweram os valores de absorbancias
muito elevados. Resultados falsos positivo podeonrec com soros de mulheres gravidas e
pacientes portadores de doencas auto-imunes gqueegmsauto anticorpos circulantes no
soro. Diante disso, os soros 20, 21 e 22 poderaraardos de pacientes que se enquadram
em alguma dessas condi¢cfes e pelo fato deste drs@iese de um ELISA “caseiro”, ou
seja, os reagentes que compde este kit ndo esgaathmente padronizados, a solucao de
bloqueio, por exemplo, pode ter sido ineficienteapastes soros. O uso dos reveladores da
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peroxidase do kit da Wiener Lab. pode ter sido ams@vel pelos altos valores de
absorbancias obtidos neste ensaio, jA que essefaderes foram padronizados nas
concentracdes adequadas para serem utilizadossoutros reagentes do proprio kit.

Sendo assim, na tentativa de reduzir os altoseslde absorbancia, um novo ELISA
r-MEHCV *“caseiro” foi feito utilizando os mesmos rametros do anterior, substituindo
apenas os reveladores da peroxidase do kit da Wigte pelo reveladorSjgma FAST™
OPD Peroxidase Substrate Tablet )Seteguindo instrugcbes de uso fornecidas pelo
fabricante. Neste ensaio a absorbéancia foi lidaamprimento de onda de 450 nm (figura
15).

ELISAr-MEHCV “caseiro” revelador da peroxidase OPD Sigma

Absorbancia OD 450nm
-

Figura 15 — ELISA r-MEHCYV “caseiro” com amostras de soro lumano reagente e ndo reagente para
HCV utilizando o revelador da peroxidose OPD SigmaAs barras representam a média das triplicatas de
cada soro com seus respectivos desvio padrdo. Fataarvidas 20 ng/poco da proteina r-MEHCV na placa
Os soros foram diluidos 1/20 e o anticopplyG humano conjugado com peroxidase 1/25000. fabde cor
laranja representa o controle “branco” do ensaingProteina + soro reagente 1 + anticorpo conpigaks
barras em azul representam os soros reagente$ifdfae as barras em vermelho representam 0s soms na
reagentes para HCV. A absorbéncia foi lida no camgmto de onda de 450 nm.

Comparando os resultados apresentados na figuedl®4observa-se claramente que
os valores das absorbancias foram menores figufaritfetanto, os soros 20 e 22 continuam
ainda com os valores das absorbancias altos emacelaocs demais soros sabidamente
negativos, ja o soro 21 foi possivel observar ueitar menor. Como dito anteriormente,
trata-se de um ensaio “caseiro” no qual os reagerde estdo devidamente padronizados,
esta hipotese pode ser justificada pela melhora rdssltados obtidos com apenas a
substituicao do revelador de peroxidase. Uma soldedbloqueio adequada poderia talvez
solucionar o problema encontrado com 0s sorosZX) apesar de algumas solucdes ja terem

sido testada sem sucesso (dados ndo mostrados).
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A etapa de padronizacao requer condicbes adeqeapassoal com experiéncia na
area. Deste modo, toda etapa de padronizacdo derétrealizada pela empresa WAMA
DIAGNOSTICA que possui conhecimento na area.

Neste ensaio nao foi possivel testar o soro 1& @anesmo néo tinha quantidade

suficiente para ser analisada.

6.6 — ELISA r-MEHCYV “caseiro” teste de reatividadecruzada.

Utilizando-se os mesmos parametros e sob as mesmdg;6es do ensaio anterior
que utilizou o revelador da peroxidase OPD da Sjgmmanovo ELISA r-MEHCYV “caseiro”
foi preparado com propdésito de analisar se a prateiMEHCV interage com anticorpos
presentes em amostras de soros humanos que s@&atesagara outras patologias, ou seja,
se ocorre “reacdo cruzada” com outros anticorposamdi-HCV, gerando resultados falsos

positivo.

Para tanto, foram analisadas 20 amostras de s®odp 3 reagentes para HCV, 3

nao reagentes para HCV e 14 reagentes para oatdegas de acordo com o quadro 1.

Quadro 1- Soros humano reagentes para diversas patologias.

SOROS PATOLOGIAS

"Branco HCV (+)

1,2e3 HCV (+)

4,5e6 HCV (-)

7e8 HAV (virus da hepatite A)

9,10e11 HAV e HBsAg (antigenos de superficie do virus daaltiee B)
12 HBsAg

13e 14 RUB-IgG (Rubéola) e CMV-IgG (Citomegalovirus)
15 HBsAg

16 RUB-IgG, CMV-IgG e TOX-IgG (Toxoplasmose)
17 RUB-IgG e TOX-IgG

18 CMV-IgG

19 CMV-IgG e TOX-IgG

20 HBc

"Branco: 0 ng de proteina nos pogos + soro reagemeHCV (4) + anticorpo conjugado.

Os soros foram analisados em triplicata e os st obtidos através da média das

absorbancias de cada soro menos a média das absashdo branco (figura 16).
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ELISAr-MEHCV "caseiro" teste de reatividade cruzada
SOROS 1,2 e 3 HCV (+)

30 SOROS 4,5 e 6 HCV ()
25 SOROS 7 e 8 HAV (+)
£ SOROS 9, 10 e 11 HAV(+)/HBs (+)
3 Lo | SORO 12 HBs (+)
s SOROS 13 e 14 RUB G (+)/ICMV G (+)
o SORO 15 HBs (+)
8 151 SORO 16 RUB G (+)ICMV G (+)ITOX G (+)
:rE SORO 17 RUB G (+)ITOX G (+)
5 1.0 1 SORO 18 CMV G (+)
A SORO 19 TOX G (+)/ICMV G (+)
< o5 |
0.0 -

Figura 16 — ELISA r-MEHCV “caseiro” teste de reacdo cruzaé com amostras de soros humanos
reagentes para outras patologiasAs barras representam a média das absorbanc@sldesoro em triplicata
com seus respectivos desvios padrdo. Foram adaergiaing/poco na placa. Os soros foram diluidds /@
anticorpoa-lgG humano conjugado com peroxidase 1/25000. Aab@e cor laranja representa o controle do
ensaio “branco”, em azul, soros reagentes para HEZW,vermelho ndo reagente para HCV e em verde
reagentes para outras patologias. A absorbancia#&ono comprimento de onda de 450 nm.

Diante dos resultados apresentados, observa-seogjuanticorpos presentes na
maioria dos soros de outras patologias ndo intemragcom a proteina r-MEHCV adsorvida
na placa, pois, comparando os valores das absdabaonbtidos nos soros anti-HCV
reagentes (1, 2 e 3) com os valores das absorkaolotalos com os soros anti-HCV nao
reagente (4, 5 e 6) e 0s soros reagentes para @attalogias (7 a 20, com excecéo do 18),
observa-se que nestes os valores da absorbanem fmenores. Entretanto, o soro 18
(CMV-IgG reagente) apresentou o valor da absorbapodbximo ao dos soros anti-HCV
reagentes (1, 2 e 3), porém, ndo se pode afirnmar ajmenas este ensaio que a proteina
r-MEHCV reage com anticorpos anti-CMV IgG, tendo emsta, que esses anticorpos
também estédo presentes nos soros (13, 14, 16 euE9por sua vez, apresentaram os valores
das absorbancias préximos aos valores das abs@daitidos com os soros anti-HCV néo
reagente, indicando neste caso que a proteinaagarcom os anticorpos anti-CMV IgG .

N&o obstante, isso reforca a hipétese levantadaaade que, por se tratar de um
ELISA “caseiro”, a solucdo de bloqueio utilizadasnensaios possa ser ineficiente para
alguns soros e/ou também outros reagentes e paodnoeimo, quantidade de lavagem da
placa, tempo e temperatura de incubacado de cagpa,etnda ndo estdo devidamente
padronizados para este ensaio. Além do mais, sstes ndo foram analisados em um kit

comercial anti-HCV, portanto, o paciente (soro d&e ser HCV reagente.
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6.8 — Dicroismo Circular

Proteinas que apresentam sua estrutura secunaldniada predominantemente por
hélices exibem bandas dicroicas negativas em ZZ2 exm e banda positiva entre 190 e 195
nm (figura 17).

A proteina r-MEHCV foi expressa a partir de um geirgetizado constituido de
nucleotideos especificos que, supostamente, cadific uma proteina de conformagéo
aberta. Essa forma molecular foi devidamente péal@epara ser expressa, visando a obtencao
de uma molécula que apresentasse epitopos ex@mstadvente, o que facilitaria os teste de
reconhecimento de anticorpos anti-HCV. No entasaanalises de dicroismo circular em pH
7 e 8 mostraram que essa proteina apresentou uréopdd dobramento compativel com
estruturas secundaria e terciaria. O padrao daioaliade dos espectros dicroicos é
compativel com estruturas erhélices (banda em 208 e 222nm (figura 18) e faiteda (218
e 190 nm).
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Figura 17 - Espectros dicroicos para proteinas copredominancia de estruturas secundariasOs espectros
dicroicos ilustram estruturas secundéaria$iélice (preto), folha (vermelho) e estruturas randémicas (verde)
(http://www.ap-lab.com/circular_dichroism.htm
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Figura 18 — Espectros de dicroismo circular da praina r-MEHCV em pH 7 e 8.

A estimativa do conteldo e tipo de estrutura seftimdia proteina foi baseada no
espectro de dicroismo circular na regidao do UVadits, utilizando o programa CDNN. Para
os calculos, foi considerado o banco de dados der@®8inas com estrutura tridimensional
conhecida, apresentando proteinas dos tipos: ttalaewla beta, alfa/beta e alfa mais beta.

A porcentagem das estruturas secundarias da patdtHCV analisadas nos pH 7
e 8 em 28C foram semelhantes, havendo uma predominanciallizsf na estrutura (quadro
2).

Quadro 2 — Predicéo da estrutura secundaria da proteingHGA/.

195 - 260 nm
pH=7| pH=8
a-hélice 13,2%| 12.7%

folhasf antiparalelag 29.7%  29.9%
folhasf paralelas 5.7% 5.6%

volta{3 20.1% | 20.3%
estrutura desordenaga 32% 32.5%
Soma total 100.7%100.9%
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Figura 19 — Espectros de dicroismo circular da praina r-MEHCVem pH 7 sob acdo de diferentes
temperaturas. As bandas dicroicas sofreram alteracdes compstteen desnaturacdo térmica, indicada pelo
desaparecimento do sinal dicroico.
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Figura 20 — Espectros de dicroismo circular da praina em pH 8 sob acéo de diferentes temperaturaks

bandas dicroicas ndo sofrera

m grandes alterac@epativeis com desnaturacdo térmica, indicado petdap

gradual do sinal dicroico com o aumento da tempeaat
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Figura 21 — Curva de desnaturacao térmica da protad r-MEHCV em tampao tris-HCI pH 7. A transicao
do estado nativo para desnaturado ocorre aproximzmtg na temperatura de 65 °C e a desnaturacdo tota
ocorreu na temperatura®@® indicado pelo desaparecimento do sinal dicroico.
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Figura 22 — Curva de desnaturagdo térmica da protea r-MEHCV em tampao tris-HCI pH 8. Nestas
condi¢cBes a proteina teve maior estabilidade térinidicado pela perda gradual do sinal dicroico perde-lo
completamente.

Comparando os espectros dicroicos sob acio da tamm@e(25 a &) da -MEHCV
nos pH 7 (figura 19) e pH 8 (figura 20) observeckamente que essa proteina apresenta
mudancas conformacionais e estabilidade térmicéindis sob acdo dessas diferentes
condicdes idbnicas do meio. Em pH 7 a proteina pendestabilidade estrutural apresentando
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transicdo do estado nativo para o completamenteatieado de 6% a 75C (figuras 19 e
21). Em contrapartida, em pH 8 a proteina apresemaior estabilidade térmica, indicado
pela diminuicdo gradual do sinal dicroico sem, ntaeto, atingir valores préximos a zero
(figura 20 e 22). Nessas condicfes, a proteinasapteu alteracdes conformacionais na faixa
de temperatura entre ®D e 65C (figura 22), mas manteve-se parcialmente esad&yr
mesmo na temperatura de 95°C.

As diferencas estruturais da r-MEHCYV indicadas pelalise dos espectros dicroicos e
das curvas de desnaturacdo térmica decorrem da®rdihs do padrdo de ionizacdo das
cadeias laterais de alguns aminoacidos (principatinex histina). Nesse contexto, as
distancias e orientacbes de atomos que estdo é@m®lwom ligacbes ndo covalentes,
responsaveis pela organizacdo e estabilidade wstrutla proteina no microambiente
modificado pela acdo do pH, podem ter sido alterdelzando ao enfraquecimento ou ruptura

dessas interacdes, o que comprometeu a estabitiglaniea da molécula.
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7. Conclusoes e Perspectivas
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Este trabalho teve como objetivo a expressdo efigagdo de uma proteina
multiepitopo recombinante desenhada a partir deu&egas do virus da hepatite C
constituidos pelos epitopos na ordexore (1a),core (3a), NS4A (1b), NS3 (1a), NS4A (1a),
NS5 (1b), NS4B (1a) e NS5 (1a), para ser utilizantakits de diagndstico para hepatite C.
Sendo assim, tal objetivo foi alcancado, tendo &tayque apds 8 horas de inducdoEm
coli obteve-se a proteina expressa (figura 10). E traeés da cromatografia de afinidade
utilizando resina acoplada ao niquel foi possivdoa proteina multiepitopo recombinante
r-MEHCV purificada (figuras 11 e 12). Alem do maligi possivel demonstrar parcialmente
através da elaboracdo de um ensaio, ELISA “casetitizando a proteina r-MEHCV, que a
mesma reconhece anticorpos anti-HCV presente ens $mmano, levando em consideragao
que, todos os soros sabidamente reagentes para(fi¢Qx& 13), reagiram contra a proteina
multiepitopo (figura 14) e que a maioria dos sosabidamente ndo reagente para HCV
(figura 13), com excecbes de alguns, tiveram osrgaldas absorbancias menores do que os
valores das absorbancias obtidos com o0s soros ntesgepara HCV (figura 14).
Adicionalmente, de acordo com os resultados aptades na figura 16, foi possivel
demonstrar parcialmente que a proteina -MEHCVreagiu contra anticorpos presentes em
soros humanos de pacientes infectados com outt@legias com excec¢ao do soro 18.

Para obter um resultado completo desse estudogipaimente serd preciso padronizar
todos reagentes que compde um kit de diagnéstaototo ELISA quanto outras
metodologias de kits de diagndésticos que se dessgnvolver, validando esses kits com um
namero maior de soros reagentes para HCV e oudtakpias e ndo reagente para HCV.

Apesar da proteina r-MEHCV ter sido expressa @irpde um gene sintetizado
constituido de nucleotideos especificos que, sapwstte, codificariam uma proteina de
conformacdo aberta, as analises de dicroismo air@mh pH 7 e 8 mostraram que essa
proteina apresenta um padrao de dobramento corepebiv estruturas secundaria e terciaria
(figura 18). Entretanto, ndo é possivel afirmar @penas este ensaio se esta estruturacao da
proteina ira dificultar o de anticorpos anti-HCV.

Tendo em vista, que a proteina r-MEHCV desenvolnigste projeto sera utilizada em
kits de diagnosticos, 0 processo de sua producder@cser otimizado pela empresa com o
uso de fermentadores. Deste modo, uma quantidad® o proteina podera ser obtida
visando atender a fabricacéo dos kits em escalarh
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Além do mais, kits de diagndsticos anti-HCV utitida a proteina r-MEHCV, como
por exemplo, ELISA e os testes imunocromatografitestes rapidos) se encontram em fase
de desenvolvimento na empresa WAMA DIAGNOSTICA.
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