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RESUMO

A conducao de triagem sorolégica de doadores de sangue é obrigatoria e regulada
na legislacdo brasileira. De acordo com o BNDES, o Brasil gasta em média 200
milhdes de ddblares ao ano com insumos de imunodiagndstico. Com a finalidade de
minimizar estes gastos e disponibilizar um kit de alto valor diagnéstico para o SUS,
foi criado o Instituto Nacional de Inovacdo em Diagndstico para a Saude Publica
(INDI-Saude), com sede e coordenacéao no Instituto Carlos Chagas — ICC/FIOCRUZ.
O projeto de doutorado constitui-se de um subprojeto do INDI-Saude, cujo objetivo
foi produzir e verificar antigenos sintéticos de HIV1-2, HCV e HTLV 1-2 que seréo
futuramente incorporados nos kits de diagndsticos multiplex (utilizando o sistema
XMAPLuminex) a serem desenvolvidos no Brasil. Para este fim, foram criadas
sequéncias consenso e cepa especificas como também modelos de antigenos
diferentes. Entre eles antigenos completos, truncados, sem regido trans-membrana,
regides hidrofilicas e construgfes hibridas. Foram utilizadas sequéncias de virus
circulantes no Brasil. Foram construidos 42 antigenos, entre eles 27 foram
expressos e purificados usando o sistema de expressao procariota. Os protocolos
usados para producdo dos antigenos variam com cada antigeno e foram
estabelecidos e modificados durante o desenvolvimento desta tese. A verificacdo da
antigenicidade foi feito com Western Blot, ELISA e xXMAPLuminex, usando soros de
referéncia. Desta forma foram construidos 10 antigenos com alta especificidade e
sensibilidade e mais 5 promissores que ainda precisam ser verificados pelo
XMAPLuminex. A partir desses resultados foram iniciados os pré-testes para o
desenvolvimento de um teste multiplex para HIV incluindo os antigenos p24HIV1,
gp41AHIV1, gpl120AHIV1, usando a tecnologia xXMAPLuminex. Possibilitando ainda
a inclusdo de antigenos de outros virus futuramente no mesmo teste. Sobretudo, foi
submetido um artigo ao Journal of Virological Methods (Classificacdo Capes, Saude
Coletiva: A2).

Palavras-chave: antigenos, microesferas, ELISA, sorologia, HIV, HCV, HTLV
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ABSTRACT

The conduction of serological screening of blood donors is mandatory and regulated
by Brazilian legislation. According to BNDES, Brazil spends an average of $ 200
million per year for immunodiagnostic supplies. In order to minimize these expenses
and to apply those diagnostic kits in laboratory facilities of the SUS, was created the
National Institute of Diagnostics and Innovation for Public Health (INDI-Saude),
based and coordinated at the Institute Carlos Chagas - ICC/ FIOCRUZ. This PhD
project constitutes a subproject of INDI-Saude, whose goal was to produce and
prevalidate synthetic antigens of HIV1-2, HCV and HTLV1-2 which will be
incorporated in future multiplex diagnostic kits (usinag XMAPLuminex tecnology) to
be developed in Brazil. To this end, consensus and strain specific sequences, from
circulating virus in Brazil, as well as different models of antigens were created. Those
include complete, truncated and hybrid forms as well as those without
transmembrane region or the use of only hydrophilic regions. Like this, 42 antigens
were built and 27 expressed and purified using the prokaryotic expression system.
The protocols used for the production of antigens vary with each antigen and were
established and modified during the development of this thesis. Verification of
antigenicity was done by Western Blot, ELISA and xMAPLuminex using reference
sera. Thus, 10 antigens with high specificity and sensitivity and five more to be
promising, which still need to be checked by xXMAPLuminex, were built. From those
results pretests for developing a multiplex assay including HIV p24HIV1, gp41AHIV1
and gpl120AHIV1 antigens using the xMAPLuminex technology were initiated. Still
allowing the inclusion of more antigens and from other viruses in future, in the same
test. Above all, it was an article submitted to the Journal of Virological Methods (
Rating Capes , Public Health: A2) .

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

Ao longo das ultimas décadas a pratica da medicina progrediu intensamente,
salvando vidas de milhares de pessoas, devido ao desenvolvimento de métodos
diagnésticos, tratamento e esclarecimento de fatores de riscos. Um desenvolvimento
gue se destaca € a transfusdo de sangue. Esta € realizada em casos de perdas de
sangue aguda (acidentes, cirurgias e anemias sintomaticas), queimaduras graves e
doencas hereditarias (hemofilia) (OLIVEIRA et al., 2003). A primeira transfusdo de
sangue foi realizada no século 19, embora ainda pouco eficiente, devido aos seus
efeitos adversos.

Com a descoberta dos grupos sanguineos os A, B e O por Landsteiner no
inicio do século 20, essa avancou para um tratamento mais seguro relacionado aos
efeitos adversos de incompatibilidade entre doador e receptor do sangue. As
reacoes adversas sao classificadas em aguda (reacdo hemolitica aguda - ABO),
tardia, imunolégicas e ndo imunoldgicas. Entre as reac¢fes tardias ndo-imunoldgicas
se encontram as doencas infecciosas causadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), virus da hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV), citomegalovirus
(CMV), virus linfotropico da célula T humana (HTLVI/II), Virus do oeste do Nilo
(WNV), Malaria, Brucelose, Babesiose, Doenca de Chagas, Parvovirose e Sifilis
(OLIVEIRA et al., 2003).

Com o surgimento dos primeiros casos de HIV/AIDS, na década 1980, e a
descoberta da transmissdo desse virus por transfusdo sanguinea, o foco para
melhorar a seguranca e diminuir os riscos tardios mudou para a deteccdo de
agentes etioldgicos. Calcula-se que nos EUA, Japao, Franca e Canada entre 1980 e
1990, milhares de pessoas foram infectadas por transfusbes com sangue
contaminado. A falta de regulamento legislativo, administracdo politica falsa e a
comercializacdo de produtos sanguineos foram identificadas como causadores
desses escandalos (ANDERSON et al., 2007). O historico mostra a trajetéria pessoal
e 0 impacto social relacionado a transfusbes, como também esclarece a
responsabilidade politica para definir uma Hemovigilancia adequada. Assim, a partir
dessa época, varios paises estabeleceram normas para melhorar a seguranca dos
produtos sanguineos. Parte dessas sdo a triagem sorologica do sangue, selecéo de
doadores e processamento adequado das bolsas sanguineas e hemoderivados. A
legislacdo brasileira, Portaria n°® 1.376/1993 e Resolucdo n° 343/2002 do Ministério
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da Saude, determina que para cada doacdo seja obrigatorio a triagem soroldgica,
com exames laboratoriais de alta sensibilidade dos seguintes agentes
infectocontagiosos os: HIV1 e HIV2, HTLV | e HTLV Il, HCV, HBV, T. cruzi,
Treponema pallidum, Plasmodium em areas endémicas de malaria e CMV para
pacientes imunossuprimidos (CARRAZONE et al., 2004).

Nas ultimas décadas, uma grande variedade de testes diagndsticos foram
desenvolvidos, como por exemplo, técnicas de isolamento viral, PCR e ELISA,
sendo os dois ultimos os mais utilizados (KUHNS et al., 2006; STUERMER et al.,
2009;).

Os testes diagndsticos em geral movimentam mundialmente cerca de 25
bilhdes de dodlares por ano, constituindo um setor de biotecnologia altamente
dindmico, embora a disseminacéo da producao ainda seja restrita. No Brasil, ainda
nao existe uma tradicdo neste campo industrial, criando-se uma dependéncia
comercial em relacdo a importacdo desses produtos. De acordo com o BNDES, o
Brasil gasta em média 200 milhdes de ddlares ao ano com insumos de
imunodiagnostico (GADELHA, 2008).

Com a finalidade de minimizar estes gastos foi criado (dentro da iniciativa dos
projetos de Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia — INCT do CNPQ) o Instituto
Nacional de Inovacdo em Diagndstico para a Saude Publica (INDI-Saude), com sede
e coordenacdo no Instituto Carlos Chagas — ICC/FIOCRUZ. A meta deste INDI-
Saude € a nacionalizacdo de insumos e sistemas de diagndsticos, reduzir 0s custos
de importagcdo no setor de imunodiagnoéstico, reduzir a dependéncia tecnoldgica
brasileira, fortalecer o Sistema Unico de Salude — SUS e qualificar recursos
humanos, aumentando assim ainda a oferta de empregos nesta area emergente.

Este projeto de Doutorado € um subprojeto do INDI-Saude, cujo objetivo
principal foi produzir e verificar antigenos sintéticos de HIV1-2, HCV e HTLV 1-2 que
serdo futuramente incorporados nos kits de diagndsticos multiplex a serem
desenvolvidos, usando novos meétodos diagnoésticos, como o sistema de
XMAPLuminex. A meta foi a producdo de antigenos protéicos, de alta qualidade,
para aumentar a sensibilidade e a especificidade dos kits de diagnéstico em
desenvolvimento por este instituto. E necessario salientar, que para este fim, foram

usados especialmente antigenos de subtipos de virais circulando no Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agentes etioldgicos

Virus sdo os menores dentre 0s organismos autoreplicantes e a sua estrutura
€ usada para sua taxonomia. Essa inclui a morfologia viral (tamanho, forma, simetria
do capsideo, presenca ou auséncia do envelope), propriedades fisicas (estrutura do
genoma, sensibilidade ao tratamento quimico ou fisico, carboidrato, proteinas
estruturais e nao estruturais), propriedades biologicas e antigenicidade (estratégia
de replicacéo, hospedeiro, modo de transmissao, patogenicidade). Os virus causam
uma variedade de doencas no hospedeiro ou se manifestam como infeccbes

latentes em individuos assintomaticos.

2.1.1 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

2.1.1.1 Historico

HIV-1 e -2 foram identificados como cross-especies que evoluiram
filogeneticamente do simian immunodeficiency virus (SIV) de macacos africanos e
gue foram transmitidos por primatas nao-humanos (BUTLER et al.,, 2007). Um
“ancester” virus de HIV-1/2 provavelmente ja existiu no inicio do século 20, todavia o
HIV apareceu somente na década 80 quando foram relatados os primeiros casos
inexplicaveis de linfadenopatia e imunodeficiéncia em humanos. Em 1983, o HIV-1
for extraido de individuos assintomaticos por Luc Montagnier (Instituto
Pasteur/Franca) e posteriormente em pacientes com AIDS por Robert Gallo
(NIH/EUA). O virus inicialmente foi nomeado HTLVIIlI e mais tarde renomeado em
HIV-1. Em 1986 um virus parecido, mas imunologicamente distinto, foi encontrado

em individuos habitando em paises da Africa oeste, chamado HIV-2 (FIELDS, 2007).

2.1.1.2 Transmissao e Doenca

A transmissao dos HIV-1/2 ocorre por via sexual, vertical de mée para filho ou
pelo contato direto com sangue infectado, como por exemplo, transfusbes de
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sangue, acidentes, compartilhamento de agulhas e seringas entre usadores de
drogas intravenosas (STUERMER, 2009). Os virus infectam principalmente os
linfécitos T (CD4+), como também macrofagos e provavelmente células dendriticas
as quais sdo importantes para o sistema imune do hospedeiro. O tropismo celular &
devido aos receptores de superficie celular, necessarios para a entrada do virus na
célula. Normalmente, o receptor CD4 e um dos coreceptores da familia de
quimocinas séo usados in vivo pelo virus. A maior diferenca entre HIV-1 e HIV-2 é a
patogénicidade reduzida e um controle imune maior no caso de HIV-2 (REEVES et
al., 2002). A infeccao por HIV-1/2 pode ser latente por algum tempo, mas com o
progresso da infeccdo (2-10 anos) geralmente se desenvolve para AIDS (sindrome
de imunosuficiéncia adquirido) que pode levar a morte. Sendo o desenvolvimento
para AIDS, em caso da infec¢cdo por HIV-2, mais lento. AIDS é caracterizado por
linfoadenopatia, infeccbes oportunistas especificamente  pneumonia  por
Pneumocystis carinii, retinite associado ao citomegalovirus, cryptococcal meningite e
uma variedade de cancer incomum, como o linfoma ndo-Hodgkin e Kaposi Sarkoma
(SEDDON et al., 2011).

2.1.1.3 Epidemiologia

Atualmente estima-se que aproximadamente 34 milhdes de pessoas em todo
o mundo sejam HIV — positivos, com 2.5 milhdes infec¢cdes novas cada ano (BRUN-
VEZINET; CHARPENTIER; 2013). A previs&o para 2030 é que o nimero de Obitos
aumente e gire em torno de até 6,5 milhées (MATHERS et al., 2002). No Brasil,
estima-se que 1/3 da populacdo com AIDS da América Latina esteja neste pais
(UNAIDS, 2010). Em 2006 foram 630.000 individuos infectados registrados, com
uma incidéncia em 2008 de 18 por 100.000 habitantes (GRANGUEIRO et al., 2006).
Um estudo feito no Instituto Oswaldo Cruz em parceria com a UFRJ identificou 15
amostras soropositivas por HIV-2 em diversos estados, mostrando esse virus
timidamente circulando no Brasil (GRANGUEIRO et al., 2006).

Os dois tipos de HIV circulando mostram alta diversidade genética, sendo
necessario observar também a distribuicdo do virus no nivel molecular. Estudos
filogenéticos distinguiram varios subtipos que em caso de HIV-1 foram classificados
em trés grupos: M (ingl. Main), O (ingl. Outlier), N (ingl. Non-M, non-O) e em caso de
HIV-2 em A até H (BUTLER et al., 2007). Mais de 95% de todos os HIV-1 detectados
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globalmente fazem parte do grupo M e sédo divididos ainda em subgrupos: A, B, C,
D, F, G, H, J, K (grupos E e | ndo existem) e pelo menos 43 formas recombinantes
(CRF), circulando em areas geograficas distintas (Figura 1) (STUERMER et al.,
2009). Sobretudo, foram definidos também sub-subtipos do virus tipo A, C e F
(BUTLER et al., 2007). A variacao entre os diferentes subtipos pode ser de 25-30%,
dependendo do subtipo e das regides gendmicas examinadas (HELEMAR et al.,
2006; REEVES et al, 2002). O virus do grupo O tem semelhanca de
aproximadamente 65% com os virus do grupo M e foi achado em Camaréo, Gabon e
Guiné Equatorial. Enquanto cepas do virus do grupo N foram identificados em seis
individuos infectados do Camerdes. Esses virus falharam na deteccéo soroldgica,
em teste diagndéstico padrdo, o ELISA. Entre os subtipos de HIV-2, 0 A e B sédo os
mais comuns, circulando principalmente em Costa do Marfim. Os tipos C até H sao
raros e foram encontrados somente em pacientes Unicos de Serra Leoa (BUTLER et
al., 2007).

Figura 1 - Distribuicdo global dos subtipos de HIV ~ -1.
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Fonte: Woodman et al. (2009)
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No Brasil, predominantemente se encontra o HIV-1 do grupo M, subgrupo B e CRF
(HELEMAR et al.,, 2006). Dependendo da regido, também os subtipos F, C e
pequenas proporcdes do subtipo D podem ser encontrados. Por exemplo, nos
estados do sul e sudeste o subtipo B € presente em quase 50%, enquanto o0s
subtipos C e F representam 28% e 7%, respectivamente. No Nordeste, o subtipo B
prevalece com mais de 80%, seguido pelo subtipo F e CRF-BC recombinante em
<3% (REQUEJO et al., 2006).

2.1.1.4 Aspectos moleculares

O HIV faz parte da familia Retroviridae, género Lentivirus. O genoma viral de
HIV1 é constituido de duas fitas simples de RNA com tamanho de ~9kb que
codificam nove open reading frames (ORF). Trés desses codificam as poliproteinas
gag, pol, env (comuns em todos os retrovirus) que apdés a sua tradugdo, sao
processados em proteinas individuais por proteases virais (em caso de gag, pol) ou
protease celular (em caso de env). As quatro proteinas que resultam da poliproteina
gag (Pr55°%9), MA (matrix, p17), CA (capsideo, p24), NC (nucleocapsideo, p7), p6 e
as duas glicoproteinas da precursora ENV (gpl160), a gp120 (superficie) e a gp4l
(transmembrana) sdo os componentes estruturais que fazem o core do virion e a
membrana externa, o envelope, respectivamente (Figura 2). As trés proteinas
resultando da clivagem da proteina precursora pol (Pr160°%"®), PR (protease, p11),
RT (transcriptase reversa, p66/p51) e IN (integrase, p31) disponibilizam funcdes
enzimaticas importantes e também se encontram encapsuladas na particula viral. Os
outros seis genes codificam proteinas Unicas para o HIV, conhecidas como
proteinas acessorias ou nao estruturais. As proteinas nef, vif, vpr se encontram na
particula viral, tat e rev disponibilizam fun¢gbes para o regulamento génico e vpu

participa do empacotamento do virion (FRANKL et al., 1998).
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Figura 2- Org anizacdo genémica e representacao da particula  viral de HIV.
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Fonte: Scarlata et al. (2003)

Os Long terminal repeats (LTR), localizados em ambos os lados do provirus
(genoma viral integrado), servem como elementos regulatorios e sitios para a
iniciagdo da transcricdo. Eles sdo compostos de regides U3/R/U5 que contém
elementos para a ligacdo da RNA polimerase I, fatores de transcricdo e a TATA-
box. Os RNA feitos podem ser distinguidos em trés formas. Um é o RNA unspliced
que serve como mRNA para a proteina precursora gag e gagpol e como RNA
genbmica para novos virions. A segunda forma se constitui em cerca de 5 kb, a qual
€ usada para traducdo das proteinas env, vpu, vpr e vif. As outras formas sdo
spliced em pequenas mMRNAs (1.7 — 2kb) para a traducéo em proteinas ref, tat e nef.
A maioria das proteinas € traduzida no citoplasma. Com excecdo do mRNA ENV o
gual é traduzido no reticulo endoplasmatico (ER), onde também ocorre a glicolisacédo
da proteina (FRANKL et al., 1998).

A estrutura genética do HIV-2 é parecida com a do HIV-1. A homologia de
nucleotideos é de 60% (REQUEJO et al., 2006). O tamanho do genoma é de ~9,7kb,
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se diferenciando do HIV-1 devido ao tamanho dos LTR (GUYADER et al., 1987). O
precursor poliproteina Gag € de 57kDa e processado em pl6, p26 e pl2 kDa
proteinas. O ORF de Pol leva a p64 e p36 antigenos as quais correspondem a
transcriptase reversa e endonuclease do HIV-1 (GUYADER et al.,1987). HIV-2 se
distingue principalmente na glicoproteina ENV e outros epitopos antigénicos
(BUTLER et al., 2007). O precursor de ENV tem tamanho de 140kDa e € clivado em
gpl125 (proteina da superficie) e gp36 (proteina trans-membrana) (REEVES et al.,
2002). Sobretudo tem uma proteina vpx, em vez da vpu de HIV-1, que tem funcao
no transporte nuclear (BUTLER et al., 2007).

Os subtipos do grupo M mencionados acima sao variantes, principalmente na
sequéncia do gene ENV, que codifica a glicoproteina gp120, mas também de outras
regides gendmicas do virus (HELEMAR et al., 2006).

2.1.1.5 Replicacéo viral

A entrada do virus comeca pela interacdo de receptores e co-receptores
especificos da célula alvo com o virus. A ligacdo de alta afinidade entre a proteina
viral gp120 e o receptor CD4 induzem a mudanca conformacional de gp4l que
permite a fusdo da membrana viral com a membrana plasmética celular do linfécito T
(Figura 3). Esse processo permite a liberacéo do core virion no citoplasma. Para nao
linfécitos, o uso de membros da G protein-coupled receptor superfamilia serve como
receptores. Além disso, os receptores a-chemokine (CXCR4) e B-chemokine (CCR5)
sdo importantes como co-receptores para o HIV-1 (FREED et al., 2002), enquanto
0os CCR1, CCR2b, CCR3 e CCR5 sdo usados por HIV-2 (BUTLER et al., 2007).
Apos a entrada do virion, ocorre o processo de desnudamento que permite a
liberacdo do genoma viral e a criagdo de um reverse-transcription complex (RTC) e
preintegration complex (P1X).

Nesses complexos, o genoma viral de RNA é transcrito reverso em DNA pela
RT viral. Logo apds, o DNA é transportado para o nucleo onde se integra como
provirus nos cromossomos da célula do hospedeiro. A insercdo é catalisada pela
enzima viral, IN. Em seguida, o provirus € usado como molde para a sintese dos
RNAs virais que codificam todas as proteinas citadas acima, necessarias para a
replicacdo do virus e do RNA gendmico (FRANKL et al., 1998).
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Figura 3- Ciclo viral de HIV.
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Logo depois da sintese de todas as proteinas virais, comeca a montagem de
novas particulas virais. A proteina mais importante envolvida nesse processo € a
proteina precursora Pr55°%9. Essa proteina se liga & membrana plasmatica,
encapsula o RNA gendmico, se associa com as glicoproteinas env e estimula o
budding para fora da célula. Em seguida ao brotamento, ocorre o amadurecimento
da particula viral. A protease viral PR corta as poliproteinas precursoras gag e
gagpol gerando proteinas gag e pol maduras, que por sua vez levam ao

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

2.1.1.6 Imunologia

Logo apds a infeccdo com HIV, uma resposta imune imediata pode ser

observada que inclui linfécitos T/CD4+, linfécitos T citotdéxicos (CTL) e células NK.
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As células T CD4+ produzem citocinas que aumentam a resposta imune antiviral,
enquanto a resposta dos CTL atinge diretamente as células infectadas. A acdo dos
CTL é especifica ao antigeno e necessita o0 contato entre as células. A presenca de
células CTL e NK normalmente é encontrada em altas taxas durante a fase latente
da infec¢do. Um declinio dessas células ao longo do tempo da infec¢do, pode, mas
nem sempre € relacionado ao um desenvolvimento da AIDS. A resposta imune nos
casos que nao desenvolvem AIDS provavelmente é substituida pela producéo de
anticorpos neutralizantes contra as proteinas env gpl20 e gp4l (13 dias pos-
infeccdo em cepa B, 3-8 semanas em cepa C). Essas levam a uma menor carga
viral no plasma e induz uma citotoxicidade celular dependente do anticorpo (ADCC)
com as células NK envolvidas (KARPAS et al., 2004).

Estudos feitos sobre a presenca de anticorpos ao longo da infeccéo, incluindo
a fase mais precoce apOs transmissdo, mostraram que 0 aparecimento de
anticorpos contra determinadas proteinas marcam o progresso da infec¢cdo na fase
aguda.

A infeccdo aguda por HIV pode ser definida pelo tempo entre a aquisicdo do
virus e a conversdo soroldgica (infeccdo primaria). Passando meses, até uma
infeccdo com uma carga viral estavel e um aumento de concentra¢des de anticorpos
com afinidade contra antigenos de HIV, foi desenvolvido. Durante a infec¢cdo aguda,
um pool viral latente se desenvolve, o sistema imune sofre danos irreparaveis e 0
individuo fica altamente contagioso. Assim, a infeccdo por HIV pode ser
caracterizada por padrdes de antigenos virais e respostas por anticorpos diferentes
(COHEN et al., 2010). Os anticorpos séao feitos contra as proteinas gag, pol, env e
podem incluir varios isotipos, como IgM, IgG, IgA, IgE e subtipos IgG, 1gG,, 1gG3,
IgGs (TOMARAS et al, 2009). A porcdo FAB do anticorpo determina a
especificidade para a ligacdo de um antigeno. A porcéo Fc € utilizada para a ligacao
de fatores de complemento e atividades antivirais (estimulando fagocitose, secrecéo
de citocinas e quimocinas, recrutamento da atividade citolitica) apos a sua interacéo
com os receptores de Fc. Os receptores Fc sdo expressos na superficie das células
da imunidade inata e células B. Os isotipos produzidos durante a infeccéo
determinam a funcdo efetiva dos anticorpos e constituem assim a imunidade
humoral adaptiva (TOMARAS; ALTER; 2010).

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

que ocorre apos a fase inicial (eclipse), (Figura 4) (ALTER et al., 2010):
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Fase de eclipse: ApGs a transmisséo, o virus se estabelece no tecido onde foi
exposto. A disseminagdo na circulacdo em niveis detectaveis ainda ndo ocorreu.

Esta fase demora até cerca de seis dias.

Figura 4- Fases de Fiebig nos primeiros trés meses da infeccd o por HIV.
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Fase | (ramp-up phase): Com a disseminacdo no tecido linféide e no sangue,
a replicacdo do virus ocorre rapido. Esta fase é caracterizada como “periodo da
janela” na qual o RNA viral no sangue pode ser detectado e anticorpos ainda nao
sdo detectaveis. Ao mesmo tempo podem ser evocados mutantes de escapes da
resposta imune mediada por células do virus.

Fase II: Sete dias depois € caracterizada pela deteccao de antigeno p24. Nao
obstante, o p24 comeca transientemente a aparecer na ramp-up phase quando os
niveis de HIV-1 RNA se elevam a 10.000 c6pias/ml sangue.

Fase lll: Cerca de cinco dias depois do teste para o antigeno p24 é positivo,
anticorpos da classe IgM podem ser detectados em ensaios imunes de enzimas
(EIAS) sensitivos.

Fase IV: E representada por um Western Blot indeterminado

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

que ocorre cerca de um més apos a infeccao inicial.
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Foi relatado, que os primeiros anticorpos HIV-1 sdo de anti-gp41 da classe
IgM que seguem uma transferéncia (class-switching) para anticorpos da classe 1gG,
IgA e seus subtipos. As células B seguem uma mudanca da classe de
imunoglobulinas normalmente nos linfonodos. Esse pode ser influenciado pelas
propriedades do agente etiolégico, como por exemplo, tamanho, capacidade de
ativar fatores de complemento, capacidade de se ligar aos receptores de células que
representam antigenos ou formacéo de complexos imunes (TOMARAS et al., 2010).
Aproximadamente dias e até semanas apos da deteccdo do RNA viral no plasma, se

encontram 0s seguintes anticorpos:

a) 13° dia: env (gp41);

b) 18° dia: gag (p24, p55);

c) 28°dia: env (gpl120);

d) 33°dia: gag (pl7);

e) 40° dia: env (gpl120, regido V3);
f) 53° dia: pol (p31).

Figura 5- Desenvolvimento da infeccdo por HIV e o padrédo de anticorpos/antigenos
encontrados no soro
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Outros estudos incluem também anticorpos contra outras estruturas virais e
relatam o aparecimento do primeiro anticorpo contra p24 e do gp4l logo apés
(Figura 5) (DASKALAKIS et al., 2011).

Além disso, podem ser distinguidos anticorpos neutralizantes e néao
neutralizantes. Os anticorpos produzidos durante os primeiros 40 dias apés a
deteccdo dos RNA virais no soro sdo caracterizados como anticorpos néao
neutralizantes. Nestes, falta a capacidade de mediar a inibicdo do virus (TOMARAS
et al., 2010).
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2.1.2 Virus linfotropico de células T humana (HTLV)

2.1.2.1 Histoérico

Na década 1970 se concentraram casos de um novo tipo de leucemia na
regido geografica do Japao. Em 1980, o agente etiolégico, o HTLV-1, foi descoberto
e identificado como o primeiro retrovirus associado ao cancer no ser humano
(MATSUOKA et al., 2007). Depois, também outros tipos de HTLV foram
identificados. O HTLV-2, apesar de ndo estar relacionado ao desenvolvimento de
uma doenca, foi isolado primeiro em um paciente com a leucemia de células pilosas
(KALYANARAMAN et al., 1982). Em 2005 foram relatados, o isolamento de HTLV-3
e HTLV-4 de individuos na Africa (MAHIEUX et al., 2005).

2.1.2.2 Transmisséo e Doenca

O virus € transmitido sexualmente, através de sangue contaminado e
verticalmente de méae para filho, pela amamentagdo ou durante o parto. Durante
muito tempo pensou-se que o virus tinha um tropismo para células linféide T (CD4+),
aonde as proteinas virais produzidas iam induzir alteracfes intracelulares que levam
a imortalizacao, transformacéo e proliferacdo da célula alterada (MATSUOKA et al.,
2007). Entretanto, outras células também mostram suscetibilidade ao virus, como os
linfécitos T supressores, linfécitos T citotdxicos, os monécitos do sangue periférico,
macréfagos, as células dendriticas, células NK, os linfocitos B, astrocitos presentes
no sistema nervoso central, células gliais, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais
e células progenitoras CD34+ (RICHARDSON et al., 1990).

De acordo com a OMS, o HTLV-1 é reconhecido como agente etioldgico da
Leucemia de célula T no adulto (ATL). Além da ATL, o virus também é responsavel
por varias outras doencas, como por exemplo, a mielopatia associada ao HTLV-
1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP), uma doenca neurodegenerativa; a
uveite, uma doenca oftalmoldgica; a dermatite infecciosa (IDH) ou desordem
psiquiatricas (GONCALVEZ et al., 2010). Todavia, apenas 2-6% dos portadores do
HTLV-1 desenvolvem uma das doencas relacionadas ao virus e geralmente s6 40 a
60 anos pos-infeccdo, sendo, portanto, a maioria dos individuos infectados
portadores assintomaticos (MATSUOKA et al., 2007).
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2.1.2.3 Epidemiologia

Mundialmente 10-20 milhdes de pessoas s&o infectadas com HTLV-1. Areas
endémicas com mais de 1% da populagéo infectada s&o: Jap&o, Africa Subsaariana,
América do Sul e as llhas do Caribe (MATSUOKA et al., 2007). De acordo com
dados mais recentes obtidos em estudos com doadores de sangue, o Brasil tem o
maior numero absoluto de pessoas infectadas pelo HTLV-1 no mundo. Estimativas
calculam 2,5 milhdes de brasileiros infectados (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).
Um estudo feito nas capitais dos 27 estados no Brasil mostrou a maior prevaléncia
na regido Norte e Nordeste. Com 10/1000 em Séao Luis (Nordeste) comparados com
0,4/1000 em Florianopolis (Sul). Pernambuco mostrou uma prevaléncia de 7,5/1000
pessoas infectadas (Figura 6) (CATALAN-SOARES et al., 2005).

Figura 6- Distribuicao de HTLV-1 no Brasil
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Mundialmente foram classificados sete subtipos de HTLV-1, nomeados A
(Cosmopolitana), B (Africa Central), C (Asia), D (Africa Central-Camardes), E (Africa-
Congo), F (Africa Central-Gab&o) (SLATTERY et al., 1999) e G (Camardes) (CHEN
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et al., 1995; DE ALMEIDA REGO et al., 2010). O subtipo Cosmopolitana ainda pode
ser dividido em mais cinco subgrupos que séo: a (Transcontinental), b (Japonés), ¢
(Africa Oeste), d (Africa Norte), e (Afro Peruano). Enquanto HTLV-Il mostra quatro
subtipos, A (Europa, América do Norte e Central), B (Asia, Europa, América do Norte
e Sul, Africa), C (variante lla no Brasil) e D (Africa Central) (SLATTERY et al., 1999).

Os subtipos de HTLV-1 encontrados no Brasil sdo Aa (Cosmopolitana-
transcontinental) (DE ALMEIDA REGO et al.,, 2010). O HTLV-2 subtipo C se
encontra principalmente em populacdes indigenas no Amazonas (ISHAK et al.,
2003) enquanto subtipo B foi encontrado em populac¢des urbanas no Sul do Brasil
(RENNER et al., 2006).

2.1.2.4 Aspectos moleculares

O HTLV-1 é um retrovirus delta, que faz parte da familia Retroviridae do
género de HTLV-BLV. O virus € envelopado e contém spikes de glicoproteinas. O
gene env codifica a glicoproteina poliprecursora (gp61) cuja forma madura é
composta de duas subunidades, a proteina trans-membrana (TM-gp21kDa) e a de
superficie (SU-gp46kDa) (YAO et al., 2000; GHEZ et al., 2010). Enquanto o gene
env do HTLV2 codifica 484 aminoacidos resultando em uma glicoproteina glicolisada
de 67kDa que apos sua clivagem gera uma gp52 e gp21 (SODROSKI et al., 1984).
O centro é um nucleocapsideo com um genoma constituido de duas fitas simples de
RNA de nove mil bases (9kb) divididos nas regifes: LTR, gag, pol, env e pX. As
sequéncias gag, pol e env representam genes que codificam as proteinas estruturais
e enzimas virais comuns em todos os retrovirus. A proteina gag € clivada apos
traducdo em proteinas matriz (MA-19kDa), capsideo (CA-24kDa) e nucleocapsideo
(NC-15kDa). As enzimas sdao RT-transcriptase reversa, IN-integrase, PR-protease,
tRNAP®, Sobretudo, existe a regido pX que codifica as proteinas reguladoras tax
(40kDa), rex (27kDa), p21, pl2, pl3, p30. Uma caracteristica do HTLV-1 é a
proteina HTLV-1-binding bZIP factor (HBZ, 31kDa), codificada na fita complementar
do provirus. Os longos terminais de repeticdo (LTR), que tém sequéncias idénticas,
servem como promotores para o virus e a regulagédo da transcricdo dos RNA virais
(MATSUOKA et al., 2007). A primeira fita de RNA transcrita representa uma fita
completa da sequéncia e € chamado RNA primario ou unspliced.
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Figura 7 - Organizacdo genémica do HTLV1
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Nota: O genoma do HTLV apresenta diversas ORFs sobrepostas, as quais codificam as proteinas
env, gag e pol, além das proteinas regulatérias Tax, Rex, HBZ e proteinas acessérias menoras. O
DNA proviral com os LTRs e os transcritos (mMRNA) ndo processados e processados pelo mecanismo
de splicing alternativo sdo mostrados na figura. As linhas pontilhadas representam os introns,
enquanto as linhas continuas, os éxons.

Este é submetido a um processamento alternativo entre os trés éxons e leva
ao um RNA single spliced ou double spliced. Assim é criada uma variedade de
MRNA. Adicionalmente é feito um MmRNA codificado na fita negativa do provirus
(DNA viral integrado) induzido pela agdo do promotor 3'LTR (Figura 7) (MATSUOKA
et al., 2007).

Geneticamente, a homologia entre HTLV-1 e HTLV2 ¢é de 60%
(SHIMOTOHNO et al., 1985). A regido N-terminal do glicoproteina mostra cerca de
65% homologia enquanto a regidao C-terminal ~85% (SODROSKI et al., 1984). As
divergéncias das sequéncias no gene env e LTR foram usadas para a classificagéo
dos subtipos de HTLV-1 (SLATTERY et al., 1999). Na classificacdo de subtipos de
HTLV-2 também a regido do gene tax foi usada (LAL et al., 1997). O HTLV-1 e
HTLV-2 mostram uma estabilidade da sequéncia marcante, ndo obstante variacdes
de 3-8% (CADEONT et al.,, 2000) e 3-6% (ISHAK et al., 2003) entre os subtipos,

respectivamente.
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2.1.2.5 Replicacéo viral

O ciclo da vida de HTLV-1 pode ser dividido em duas fases (Figura 8). A
primeira inclui a entrada do virus, transcricdo reversa de RNA viral em DNA, a
localizag&o nuclear do DNA proviral e a sua integracdo randomizada no genoma do
hospedeiro. Todos esses processos sao realizados pelas proteinas estruturais e
enzimaticas localizadas dentro do virion e em auséncia de uma expressao génica
viral nova e a montagem de novos virions. A segunda fase usa a maquinaria de
transcricdo génica e proteica celular para expressdo dos genes virais e sua
montagem de novas particulas (YAO et al., 2000). Para a entrada do virus numa
nova célula, o contato direto da célula infectada com a célula n&do infectada &
necessario. Assim, se forma um centro organizador de microtubulos (MTOC) na
juncao entre as células e uma sinapse pela qual o complexo gag e o RNA gendémico

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

2.1.2.6 Imunologia

Na infeccdo com HTLV, se observa uma resposta forte de células T
citotéxicas (CD8+) contra células infectadas. A proporcdo de células CD8+ na
circulacdo que reconhecem um uUnico epitépio de HTLV-1 fica acima de 1%
(BANGHAM et al., 2000). O periodo da janela imunoldgico varia entre 41 e 65 ou
mais dias (GONCALVEZ et al., 2010). Os primeiros anticorpos especificos que
aparecem apoOs a infeccdo com HTLV-1 sdo direcionados contra a proteina gag
(BANGHAM et al., 2000) sendo primeiro detectavel o anti-p24, seguida por anti-p19
(MANNS et al., 1991). Esses predominam nos primeiros dois meses. Em seguida
podem ser detectados também os anti-env e ao final 50% de pessoas infectadas
produzem concentracdes detectaveis de anticorpos contra a proteina tax
(BANGHAM et al., 2000). O titulo de anti-HTLV-1 é proporcional a carga proviral.
Todavia, néo fica claro se os anticorpos participam na protecdo contra ou causam a
doenca HAM/TSP.
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Figura 8- Ciclo viral na célula infectada por HTLV1.
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Nota: O ciclo viral comeca com a ligacdo das glicoproteinas na superfie da particula viral com o
receptor da célula. Apos a fusdo das membranas e entrada do virus 0 RNA gendmico é liberado e
transcrito reverso em DNA proviral. O DNA é transportado para o nlacleo onde ocorre a integracéo no
genoma da célula. Ele Server como molde para transcricdo de mRNAs e produgdo de novas
genomas virais. Apds da tradugdo sdo montados novas particulas virais que em seguidasaem da
célula pelo brotamento.
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2.1.3 Virus da hepatite C (HCV)

2.1.3.1 Histoérico

Na década de 1970 se observou que 90% da hepatite pds-transfusional nao
foi causado por HAV ou HBV, chamada essa hepatite ndo-A, ndo-B (NANBH). Em
1988, a clonagem do virus causador das infec¢cdes non-A, non-B foi conseguida e
nomeado HCV (ALBELDAWI et al., 2010).

2.1.3.2 Transmisséo e Doenca

As formas mais importantes para adquirir uma infeccdo por HCV é
compartilhar seringas no uso de drogas intravenosas (40%), hemodialise cronica
(10-33%) e transmissdo por transfusdes de sangue néo testados. A transmissao
sexual e vertical € mais rara em HCV do que em HBV (MARTINS et al., 2011;
LAVANCHY et al., 2009) e infec¢Bes por HIV mostram um maior risco em adquirir o
HCV (ALBELDAWI et al., 2010).

Apbs a infeccdo, o virus caminha pelo sangue para o figado onde se replica e
em 25% causa uma hepatite aguda e em 70% uma hepatite crénica. Dos individuos
infectados agudamente se recuperam 20% e mostram uma clearance viral
espontanea. Enquanto 25% dos casos crénicos desenvolvem uma cirrose e uma

parte desses desenvolvem uma carcinoma hepatocelular (LAVANCHY et al., 2009).
2.1.3.3 Epidemiologia
Existem 130-170 milhdes pessoas (2.2% a 3%), cronicamente infectados por

HCV mundialmente. Nos paises em desenvolvimento sdo relatados a cada ano até
4.7 milhdes de casos novos (Figura 9) (LAVANCHY et al., 2009).
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Figura 9- Prevaléncia global da infec¢do por HCV.
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Estima-se que no Brasil existe uma prevaléncia de infec¢cdes por HCV,
dependendo da area, entre 1-2% (Figura 10) (MARTINS; KERSHENOBICH; 2011).

Figura 10- Prevaléncia da infeccdo por H CV no Brasil.

Fonte: Martins et al. (2011)
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O HCV consiste de seis gendtipos (1-6) e da existéncia de ainda mais de 100
subtipos (la-c, 2a-c, 2k, 3a,b,k, 4a, 5a, 6a,b,d,g,h,k...) (SIMMONDS et al., 2005;
TANG et al., 2009). O gendtipo 1 a 3 é mais comum nos Estados Unidos e Europa, o
genotipo 4 e 5 na Africa e o gend6tipo 6 na Asia (SIMMONDS et al., 2005). No Brasil,
foi relatada a seguinte distribuicdo genotipica (G): G1 (64.9%), G2 (4.6%), G3
(30.2%) e G4 (0.2%) (KERSENOBICH et al., 2011). A divergéncia da sequéncia
entre 0s genotipos é de 31-33% e 20-25% entre os subtipos (SIMMONDS et al.,
2005).

2.1.3.4 Aspectos moleculares

HCV é um virus envelopado, com tamanho de 50nm, que pertence a familia
Flaviviridae, género Hepacivirus. O genoma é de RNA fita simples (9.6kb), carga
positiva, codificando uma Unica poliproteina com tamanho de cerca 3000
aminoacidos. O ORF é flanqueado pelas regides 5" e 3" nado traduzidas (UTR),
essenciais para a replicacao viral como também para a traducéo da proteina (TANG,
2009). As proteinas estruturais se encontram na regido 5 (N-terminal) e as
proteinas ndo estruturais na regiao 3’(C-terminal). A poliproteina é processada por
proteases celulares e virais para gerar 10 polipeptidios (Figura 11) (FABIANI et al.,
2007).

Figura 11- Organizacdo genémica e processamento da poliprotein a de HCV.
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As proteinas estruturais sdo a Core (21kDa), E1 (31-35kDa), E2 (70kDa) e p7
(7kDa). A proteina Core se liga ao RNA viral e forma o nucleocapsideo do virus,
proteinas E1 e E2 séo glicoproteinas que formam o envelope as quais sao
associadas a ligacdo ao receptor e entrada do virus na célula.

Na proteina E2, os primeiros 27 aa formam uma regiao hipervariavel (HVR)
que leva a uma selecdo maior de anticorpos e variantes de escape imunoldgicos. O
p7 é uma pequena proteina politopica da membrana, encontrada principalmente em
membranas de Reticulo Endoplasmatico e Mitocondria, havendo atividade de Canal
I6nico. As proteinas ndo estruturais sdo NS2 (21kDa), NS3 (69kDa), NS4A (6kDa),
NS4B (27kDa), NS5A (5-58kDa) e NS5B (68kDa). NS2 € uma proteina integral de
membrana a qual é essencial para a formacdo do complexo da replicacdo. NS3 é
uma proteina multifuncional que interage com varias proteinas celulares e que tem
atividade de protease. Esta é fortalecida pela presenca do cofator NS4A que ao
mesmo tempo protege o NS3 contra a degradacdo. A proteina NS4B induz
alteracdes de membranas, necessarios para a interacdo entre o limen de RE e o
citosol, como também para a replicacdo viral. NS5A € uma fosfoproteina essencial
para a replicacdo do genoma viral, enquanto o NS5B serve como RNA-dependente
RNA polimerase (FABIANI et al., 2007). A diversidade entre os gendtipos de HCV é
divido a falta de atividade controle (ingl. Proofreading) da polimerase (RdRp) (TANG
et al., 2009) e se encontra principalmente na regido NS5B e Core/E1 (SIMMONDS et
al., 2005).

2.1.3.5 Replicacéo viral

HCV primeiro se liga a superficie da célula. As glicoproteinas do envelope
interagem especificamente com receptores celulares que permitem a endocitose da
particula viral, pela membrana plasmatica. Dentro da célula, o endossoma é
acidificado e assim leva a libertacdo do nucleocpsideo no citoplasma.

Em seguida o RNA gendmico € liberado e traduzido numa poliproteina. Essa
€ modificada durante e apos a traducdo, produzindo proteinas virais maduras que
levam a montagem de novos virions. Ao mesmo tempo, as proteinas nao estruturais
catalisam a transcricdo de RNA intermediaria (fita-negativa), de quais moléculas de
RNA progenitores (fita positiva) sdo gerados e incluidos nos virions. Os virions

progenitores entram no limen do RE e saem da célula do hospedeiro pela via
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segregatoria (ingl. secretory pathway), completando assim um ciclo de vida viral
(figura 12) (TANG et al., 2009).

Figura 12 - Ciclo viral de HCV.
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Nota: ApoOs ligacdo do virus ao receptor celular, o HCV entra na célula por endocitose. O genoma
viral é liberado por acidificacdo do endossomo e traduzido numa poliproteina no citoplasma. E é
usado para replicacdo do RNA gendmico. A poliproteina é clivada em proteinas estruturais e nao
estruturais. Novas particulas sdo montadas e em seguida segregadas pela via secretdrio para o
exterior da célula.

2.1.3.6 Imunologia

HCV RNA pode ser detectado em titulos altos no soro uma semana apos a
infeccdo e declina aproximadamente 8-12 semana depois (REHERMANN et al.,
2005). Enquanto a resposta humoral ocorre somente cerca de dois meses depois.
Na fase aguda da infeccdo por HCV, que € marcada por niveis mais altos de
transaminase seérica (ALT), o HCV RNA declina, anticorpos especificos podem ou
nao aparecer e o inicio de uma resposta de célula T HCV-especifico no figado é
observado. ApoOs desaparecimento de HCV, também os titulos de anticorpos

declinam até niveis indetectaveis (TANG et al., 2009).
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Figura 13- Aparecimento de RNA viral e anticorpos no soro dura  nte a infeccdo com HCV.
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A fase cronica é caracterizada por niveis estaveis de HCV RNA, em 2-3 log
mais baixos do que na fase aguda. Titulos de anticorpos HCV-especificos (inclusive
anticorpos neutralizantes contra multiplas cepas) aumentam e mostram 0S seus
niveis mais altos (Figura 13).

A presencga de anticorpos, como no caso de HIV, ndo pode indicar certamente
o progresso da doenca. Sobretudo, titulos de anticorpos especificos ao HCV
geralmente declinam e podem desaparecer completamente 10-20 anos apés a
recuperacdo (REHERMANN et al., 2005). O perfil de soroconverséo inclui anticorpos
contra oito proteinas virais, a Core, E1, E2, NS3, NS4, NS5 (LAVILETTE et al.,
2005). Sendo os anticorpos contra Core (97%), NS4B (86%), NS3 (68%) e NS5A
(53%) os mais abundantes encontrados em soro de pacientes infectados por HCV
genotipo 1-4 e positivo por HCV RNA (SILLANPAEAE et al., 2009). Sendo as
imunoglobulinas principalmente restritas ao isotipo IgG1l (CHEN et al.,, 1999).
Anticorpos especificos contra as glicoproteinas E1 e E2 tem efeito neutralizante
(REHERMANN et al., 2005).
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2.2 Producéo de proteinas recombinantes

2.2.1 Proteinas

Proteinas sado sintetizadas por todas as formas vivas como parte do seu
metabolismo natural. A produgcdo de proteinas recombinantes tem aplicacdo em
areas diferentes, como fins terapéuticos, desenvolvimento de vacinas, estudos
basicos ou desenvolvimento de teste diagnostico. Na década 1970, enzimas
produzidas foram ainda derivadas de plantas ou animais, mostrando desvantagens
como a limitagdo na producgdo, custos altos e reacdes adversas para 0s pacientes.
Com o aparecimento da tecnologia recombinante de DNA e engenharia protéica,
enzimas e outras proteinas podem ser obtidas com mais facilidade e superior
gualidade (ARNOLD et al., 2009).

Proteinas sdo moléculas com grande variedade em tamanho e fungdo. Os
aminoacidos sdo os componentes que, conectados um ao outro, determinam uma
proteina ou polipeptidio. Existem 20 aminoacidos, cada uma codificada e
representada pela composicdo de trés bases numa sequéncia de DNA. Todavia,
uma combinacdo de bases diferentes pode ser usada para codificar um mesmo
aminoacido (Figura 14) (LEWIS et al., 2006).

Figura 14- Cédigos genéticos para aminoacidos
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- u (S | ,
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gﬁc Leucina (Leu) | cca r';()h‘ﬂﬂ c 15! g ¢ — Arginina (Arg)
| rol - Glutamina
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uu _lsol gg Ul Asparagina Y L Serina (Ser)
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Fonte: Branden et al. (1991)
Nota: O quadro mostra as possiveis combinac¢des de bases (U = Uracila, C= Citosina, A= Adenina,

G= Guanina) e sua localizacdo num cédon (primeira, segunda ou terceira base) 0s quais sdo usados
como cédigo genético para cada aminoéacido.
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Cada aminoacido tem uma estrutura basica, composto de um carbono no
centro e uma cadeia variavel, cadeia lateral (R), (Figura 15) que determina a
propriedade (por exemplo, tamanho e polaridade). Essa propriedade influencia a
interacdo entre os mesmos e a formacédo da estrutura tridimensional da proteina.
Aminoacidos podem ser classificados também devido a sua cadeia variavel em:

a) carga positiva (aminoacidos hidrofilicos);
b) carga negativa (aminoacidos hidrofilicos);
c) sem carga (hidrofébicos).

Figura 15- Estrutura basica de um Aminoacido

H H
H-N-C 1
H R

Fonte: Branden et al. (1991)

O

Apos transcricdo do DNA em mRNA, ele é utilizado nos ribossomos como
matriz para leitura e montagem da cadeia peptidica. O ribossomo desliza ao longo
da fita de mRNA e os diferentes tRNA isoaceptores que fornecem os aa,
reconhecem especificamente trés bases, aliais um cddon, entregando assim o aa
apropriado. Conectando varios aminoacidos, é criado um polipeptideo que recebe
suas modificacdes (p.e. a formacdo de pontes dissulfeto ou a glicolisacdo) no
reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi. As proteinas diferentes se distinguem
na sua divergéncia da sequéncia de aa (LEWIS et al.,, 2006). Proteinas de
membrana, por exemplo, se encontram integradas numa bicamada lipidica e por isto
tem mais aminoacidos com residuos hidrofobicos (SCHLICK et al., 2010).

Existem quatro niveis para descrever a estrutura de proteinas. A estrutura
priméria a que é a sequéncia de aminoéacidos, a estrutura secundaria a qual define o
padrdao da estrutura de a-hélices, B-sheets ou combinacdo de motivos, a estrutura
terciaria a qual mostra a ordem tridimensional de todos os atomos na cadeia de um
polipeptidio e a estrutura quaternaria, usado para proteinas grandes com

subunidades diferentes, para determinar a interagdo tridimensional dos mesmos
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(SCHLICK et al., 2010). A funcdo biologica da proteina depende muitas vezes da
sua conformacgédo estrutural. Cada proteina existe numa uUnica forma nativa, a qual se
encontra sob condi¢bes in vivo, incluindo meio aquatico com pH neutro e
temperatura de 20-40°C. Desta forma, proteinas podem ser denaturadas, perdendo
0 seu dobramento nativo sob condi¢des de temperatura alta, pH &cido ou béasico ou
solventes ndo aquosos. Todavia, o redobramento das proteinas no laboratorio €
possivel (LEACH et al., 2001).

2.2.2 Sistemas de Expresséao

O primeiro passo para gerar uma proteina recombinante € a obtencdo da
sequéncia génica (DNA) de uma determinada proteina. Apds a subclonagem do
DNA em vetores de expresséo e a introdu¢cdo do mesmo num sistema de expressao,
a proteina desejada é traduzida. Qualidade, funcionalidade, rapidez e eficiéncia na
producao, sao consideradas os fatores mais importantes em escolher um sistema de
expressdo apropriado. Como sistemas de expressdao sao usados sistemas
procarioticos (bactérias) e eucarioticos (levedura, fungi, células de insetos, células
mamiferos, animais transgénicas, plantas transgénicas). Todavia, a expressao
nesses sistemas pode ser ainda uma tarefa muito ardua (ARNOLD et al., 2009).

A primeira causa de desregulamento na producéo de proteinas heterdlogas é
0 padréo de utilizacdo dos codons (ingl. biased cédon usage). Neste existe uma
discordancia alta no uso do tipo do cédon para reconhecimento dos aa entre a
espécie do gene e do hospedeiro usado como sistema de expressdo. Os codons
sinbnimos em geral sdo utilizados ndo-randémicos. Alias, existe uma preferéncia no
uso de cbédons o qual corresponde diretamente as concentracdes intracelulares de
moléculas de tRNA isoacceptores especificas (EVANS et al., 2011). Varias
estratégias sdo usadas para minimizar especialmente o cédon usage bias. Uma,
extensivamente usada, é a estratégia da otimizacdo dos codons. Através do uso de
algoritmos genéticos (ferramenta de computacao) € possivel conceber sequéncias
de DNA sintéticas otimizadas. Essas sdo compostas apenas pelos cddons
preferenciais, utilizados para expressao das proteinas enddégenas no organismo da
expressao (por exemplo, bactéria ou levedura). Existem programas computacionais
como o Leto Entelechon que sao usados para fazer estas modificagbes na

sequéncia de DNA. Outra estratégia € ajustar as concentracbes das moléculas
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especificas de tRNA isoacceptor intracelular. Para isto, se usa plasmideos que
codificam especificamente os tRNAs raros no organismo de expressao . As outras
causas que podem interferir na producdo de proteinas recombinantes sado: a
toxicidade de produtos génicos, a solubilidade das proteinas, a estrutura secundaria
e a estabilidade de RNA. Os algoritmos genéticos também sdo capazes de detectar
e evitar a expressdao dos elementos regulatérios negativos como, estruturas
secundarias do mRNA, regides ricas em GC e elementos repetitivos (EVANS et al.,
2011).

2.2.2.1 Sistema procarioto (E. coli)

A bactéria Escherichia coli (E. coli) é o sistema mais comum utilizado na
producdo de proteinas recombinantes. Um plasmideo que contém a sequéncia da
proteina desejada é transformado na bactéria e a expressao induzida.

Os plasmideos contém o elemento origem de replicacdo (ori), um marcador
antibiotico de resisténcia, um promotor, uma regido de inicicia¢cdo de traducéo (TIR)
e terminadores para a transcricdo e traducdo. A replicacdo dos plasmideos na
bactéria € estavel devido a pressdo de selecdo com um antibiético como, por
exemplo, Ampicillina, Kanamicina ou Tetraciclina.

Extremamente importante para a expressao de proteinas na bactéria é a
atividade basal baixa do promotor, para evitar uma producdo constante das
proteinas heterdlogas. Esta pode induzir um estresse celular e assim levar a perda
do plasmideo. A indugdo do promotor pode ocorrer de modo térmico ou pelo uso de
quimicos. O mais usado indutor € a molécula isopropyl-beta-d-thiogalactopyranoside
(IPTG). Para a iniciagdo da traducdo na TIR, o mRNA necessita um ribosomal
binding site (RBS) e um cdédon da iniciacdo da traducdo qual é o AUG. O STOP
coédon (preferencialmente UAA usado em E. coli) localizado 3 terminal do gene,
media o término da traducédo. A eficiéncia do término também pode ser aumentada
pela insercdo de um STOP codon consecutivo ou de um STOP codon prolongado
(UAAU) (SOERENSEN et al., 2005).

Para a producao de proteinas recombinantes em bactérias, também a escolha
da cepa € importante. Ela deve ser deficiente de proteases agressivas, naturalmente
presentes em procariotas. A cepa E. coli BL21 é a cepa mais usada no sistema de

expressao procariota, porque cresce em meio mMinimo e € nao-patogénica
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(SOERENSEN et al., 2005). Recentemente também apareceram no mercado E. coli
geneticamente modificada, entre eles os chamados E. coli Origami e Rosetta. As
modificacdes feitas nas células Origami sdo mutacdes dos genes de thioredxoin
reductase e glutathione reductase que permitem a formagdo de pontos de
disulfideos no citoplasma (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU, 2011). Uma funcédo
normalmente restrita a células eucariotas. As células Rosetta contém sete tRNAs de
cédons, em geral encontrados raramente em bactéria (NOVAGEN, 2004). Assim,
uma otimizacdo dos coédons, na sequéncia de DNA, por algoritmo genético ndo é
necessario. Sobretudo, foram reportados E. coli que permitem a producdo de
proteinas com N-glicolisacdo e actetilizacdo (MAKINO; SKRETAS; GEORGIOU,
2011).

Para facilitar a deteccdo e purificacdo das proteinas recombinantes, uma
variedade de parceiros (tags) foi concebida para gerar proteinas de fusdo. Em
alguns casos, o uso de tags também aumenta a solubilidade e até apoia o
dobramento préprio da proteina. A curta sequéncia de DNA do tag faz parte do
plasmideo e se localiza N- ou C-terminal das sequéncias subclonadas para
expressdo. Ele € usado, por exemplo, para estratégias de purificagdo por afinidade,
como o polihistidina (HIS-tag), gluthatione-S-transferase (GST-tag) ou para a
visualizacdo por microscopia de fluorescéncia, como o green fluorescent protein
(GFP-tag). A separacdo do tag da proteina de fusdo recombinante pode ser
necessaria devido a possibilidade em interferir com a estrutura ou a atividade
biolégica da proteina parceira. Esta pode ser alcancada em alguns casos,
dependendo da sequéncia, por clivagem com endoproteases (Factor Xa, proteases
virais) ou Exoproteases (caboxzpeptidase, aminopeptidase) (SOERENSEN et al.,
2005; WAUGH et al., 2011).

As vantagens gerais no uso das procariotas S&0 um crescimento e expressao
rapida, facilidade no cultivo, rendimento alto e baixos custos. Todavia, o0 uso de E.
coli também mostra algumas dificuldades. Por exemplo, o crescimento da célula em
densidade alta pode levar a toxicidade devido a formacéo de acetato. Essa formacéo
pode ser regulada pelo controle de niveis de oxigénio durante o crescimento
(ARNOLD et al., 2009). Também a atividade biolégica de proteinas terapéuticas
pode ser influenciada especialmente em bactéria, pela formacéo incorreta de pontes
de disulfideo (ZHANG et al., 2011). Além disso, foi descoberto recentemente, que

em cDNA de Flavivirus, usados para a expressdo em bactérias, existem motivos
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ECP (ingl. E. coli cryptical promotors) que a propria E. coli reconhece como
promotor. Em caso ativo, essas sequéncias levam a uma toxicidade intrinseca e
expressao baixa das proteinas virais (PU et al., 2011).

Um dos maiores problemas que pode ocorrer durante a expressao em E. coli
€ a agregacdo da proteina recombinante em corpos de inclusdo (ingl. inclusion
bodies), deixando a proteina insoltvel e inativa. Necessitando primeiro a extracao
dos corpos de inclusdo para posterior purificacdo da proteina e um protocolo
adequado para o redobramento da proteina na sua forma nativa (ARNOLD et al.,
2009). Todavia, em alguns casos, a insolubilidade da proteina também é
considerada vantajosa, mostrando pureza da proteina desejada na fracdo e um nivel
de protecdo maior contra proteases bacterianas (VALLEJO; RINAS, 2004). Para a
extracdo dos corpos de inclusdo, a quebra mecéanica da ceélula bacteriana, por
exemplo, pela sonicagéo é usado. Esta ocorre em conjunto com uso de detergentes,
para tirar contaminacdes por proteinas das membranas celulares. Apds, para a
solubilizacédo e purificacdo da proteina recombinante, € necessario o uso de altas
concentracbes de reagentes caotrépicos (ingl. chaotropic agents), como por
exemplo, a Urea ou o guanidinium hidrocloridico. Também o uso de solu¢cdes com
pH extremo foi reportado. Nesse processo, também o uso de reagentes thiol, como
por exemplo, DTT ou B-mercaptoetanol, sdo necessérios para reduzir a formacéo de
pontes dissulfidicas anormais, ocorrendo por oxidacdo durante o processo da
disrupcéo celular (VALLEJO; RINAS, 2004).

Em seguida, o redobramento (interacdes intramoleculares) correto tem que
ser alcancado, usando métodos que diminuem o dobramento incorreto (ingl.
missfolding) ou a agregacéo (interacdes intermoleculares) da proteina. O melhor
meétodo depende de cada proteina e tem que ser avaliado empiricamente. Para este
devido fim foram reportadas técnicas como a diluicdo direta, dialise, métodos
cromatograficos e métodos por assisténcia de um matriz. Propriedades fisicas e
quimicas, como por exemplo, alteracdo de temperatura e uso de chaperonas, podem
ajudar neste processo (VALLEJO; RINAS, 2004). Em 2006 foi langcado um banco de
dado chamado REFOLD DATABANK onde sdo listadas 200 proteinas com
parametros de interesse para purificacdo e redobramento das mesmas (CHOW et
al., 2006).

Para melhorar o sistema de expresséo E. coli foram feitos varios modificacdes

ao longo do tempo, como o uso de promotores diferentes nos plasmideos para
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regular a quantidade da sintese de proteinas, o uso de cepas de E. coli diferentes
como ja mencionado acima (MAKINO et al., 2011), a co-expressao de chaperonas e
foldases, baixar a temperatura durante o crescimento, a secre¢cdo de proteinas no
meio de cultura, a troca do meio de cultura durante o tempo de crescimento, a
expressdo de proteinas truncadas, a fusdo da proteina com peptideo leader, a
denaturacdo in vitro, o redobramento da proteina (ARNOLD et al., 2009) e a
insercao de mutacdes silenciosas (PU et al., 2011).

N&o obstante, a maior diferenca entre proteinas obtidas por um sistema

procariético e eucaridtico é a auséncia de modificacbes poOs-traducdo, como a
glicolisagdo. A (glicolisacdo influéncia a solubilidade, o dobramento, a
susceptibilidade a protedlise, a estabilidade térmica, a ligacdo aos receptores e as
atividades in vivo da proteina (CELIK et al., 2011). Para fins imunodiagnosticos a
producdo de proteinas glicosiladas pode ser necesséria, devido ao aumento da
imunogenicidade de um antigeno e assim a interacdo com seu proprio anticorpo.
A literatura cientifica mostra, que varias proteinas virais ja foram expressas em
sistema procarioto, como por exemplo, gp21HTLV1 (RUSSO-CARBOLANTE et al.,
2007), gp125HIV2, gp36HIV2 (MARCELINO et al., 2006) e Core_ HCV (BOULANT et
al., 2005).

2.2.2.2 Sistema eucarioto (Levedura K. lactis)

As leveduras representam organismos eucariéticos de uma Unica célula.
Dessas, existem muitas cepas com caracteristicas diferentes, usadas para a
expressdo de proteinas recombinantes. Entre elas se encontram a Saccharomyces
cerevisiae, Pichia pastoris, Kluyveromyces lactis e Hanselua polimorpha (CELIK et
al., 2011).

As vantagens do uso das leveduras como sistema de expressao sao a
permissdo de modificacdes pos-traducdo semelhante a de eucariotas mais altas,
como por exemplo, o dobramento correto, a formacao de pontes de disulfideo, a N-
e O-linked glicolisacdo e o processamento proteolitico de sequéncias de sinais. As
proteinas recombinantes glicosiladas em levedura podem ainda possuir um padrao
de glicolisacdo ndo-humana o qual pode afetar a meia vida ou a immunogenicidade
(VAN OOYEN et al., 2006). Todavia, com o aumento das informacdes genéticas

dessas eucariotas, também foram geradas cepas as quais produzem uma N-
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glicolisacdo humana (CELIK et al., 2011). Sobretudo, parte das vantagens faz uma
producdo estavel de clones recombinantes, rendimento de proteinas relativamente
alto e custos mais baixo do que o uso de sistemas eucariotas multicelulares (CELIK
et al., 2011; DEMAIN et al., 2009;).

A Kluyveromyces lactis (K. lactis) € um non-saccharomyces budding Yeast
aerobico que pertence a espécie phylum ascomycota. Desde 1950, K. lactis € usado
como fonte de lactase, uma enzima que degrada o acucar de leite para a producéo
de produtos ausente de lactose. K. lactis também tornou-se importante na industria
de alimentos devido ao seu estado GRAS (ingl. Generally Recognized As Safe)
obtido pela Food and Drug Administration (FDA), considerando-a um organismo
seguro. Em 1993, a K. lactis foi reportada, pela primeira vez, como hospedeiro na
expressao de oito proteinas heterdlogas. Em 2006 este nimero aumentou para mais
de quarenta. Entre eles se encontram proteinas de origem viral, bacteriana, fungo,
plantas e mamiferos, como por exemplo a expressao da glicoproteina E2 de HCV e
o antigeno S da Hepatite B (HBsAg) (VAN OOYEN et al., 2006; CELIK et al., 2011).
Todavia, existem mais de 50 cepas de K. lactis as quais foram utilizadas para avaliar
a capacidade de secrecado da albumina sérica humana recombinante, mostrando
grande variabilidade no rendimento da proteina. A cepa selvagem GG799 mostrou
uma sintese excelente e capacidade de secrecdo (VAN OOYEN et al., 2006). Como
na bactéria, um plasmideo é usado para introduzir a sequéncia desejada na célula.
Os vetores usados em K. lactis podem se replicar extracromosomal (vetor episomal)
ou se integram no genoma (vetor integrativo). Os vetores episomais mostram um
namero de cépias maior no hospedeiro apés a transfec¢cdo, mas podem ficar
instaveis na célula no caso da auséncia de pressdo de selecdo. Ao contrario, 0s
vetores integrativos possuem sequéncias homologas com regidées do cromossomo
da levedura que direcionam a insercdo do vetor no genoma por recombinagéo
homéloga (ingl. homologous site directed recombination mechanism). Um método
comum para o0 uso de vetores integrativos é a insercdo no genoma no locus LAC4 e
0 uso desse forte promotor para a expressao (VAN OOYEN et al., 2006). A maior
desvantagem de vetores integrativos € o nimero de cépias menores. Todavia, uma
integracdo multipla ou tandem do vetor integrativo pode ocorrer no mesmo sitio da
integracdo na levedura (READ et al., 2007). Além do promotor LAC4, também os
promotores da S. cerevisiae, 0 phosphoglycerate kinase (PGK) e o acid phosphatase
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(PHO5) séao usados em K. lactis. O promotor LAC4 é ativado pela presenca de
galactose ou lactose e os outros dois por fosfato no meio de cultura.

Para a selecdo de K. lactis € usado o antibidtico Geneticina (G418) ou outros
quimicos como acetamide, bleomycina (BLE) e aureobasidin A (AUR1). O
acetamide, degradado pela enzima amds, leva a producdo de amdnio e assim
fornece uma fonte de nitrogénio, necessario para seu crescimento as leveduras
(VAN OOYEN et al., 2006). Todavia se mostrou que, usando o promotor LAC4 em
conjunto com o G418 somente 2-5% das col6nias tem inseridas em tandem 2-10
vetores no genoma. Usando o acetamide, como método de selecdo, aumentou a
integracdo em >90% das colbnias, mostrando 2-6 copias em tandem (READ et al.,
2007). O aumento de coldnias com integracfes multiplas usando o acetamide é
provavelmente devido a vantagem de crescimento dessas células (VAN OOYEN et
al., 2006).

As técnicas usadas para a transformacédo de K. lactis incluem o transfer de
DNA mediado por polyethylene Glycol (PEG), por acetato de litio e a eletroporacao.
As vantagens no uso de K. lactis sdo a sua manipulacdo genética facil, o uso de
vetores de expressao integrativos e episomais, 0 crescimento em meio estandard de
leveduras e a secrecdo de proteinas com peso molecular alto. Além disso, nao
necessita o uso de equipamento de fermentacdo segura contra explosao, para a
producdo em larga escala (CELIK et al., 2011).

A literatura cientifica mostra poucas publicacdes de proteinas virais expressas
em K. lactis. Todavia, como ja mencionado acima, a expressao da glicoproteina E2
de HCV e o antigeno S da Hepatite B (HBsAg) foram reportadas (VAN OOYEN,
2006; CELIK et al., 2011). Outras leveduras como a S. cerevisae € mais usada para
estudos de mecanismos virais (WICKNER et al.,, 2013), foram reportados, por
exemplo, a expressao da proteina precursora HTLV1 (KUGA et al., 1986) e dominios
do envelope de HIV (BARR et al.,, 1987) em artigos mais antigos. Entre outros, se
encontram publicacdes reportando a expressdo de proteinas virais em Pichia
pastoris, como por exemplo, a glicoproteina do envelope do HIV (ZHAO et al., 2007)

ou formas truncadas das proteinas de envelope E1 e E2 de HCV (CAl et al., 2010).
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2.2.3 Selegéo de antigenos

2.2.3.1 Definicao antigeno

A resposta imune humoral é baseada na habilidade de anticorpos
reconhecerem e se ligarem aos antigenos, apresentados por organismos invasivos
como bactéria ou virus. Este antigeno € chamado antigeno de célula B e é definido
como uma substancia que pode interagir com um anticorpo especifico secretado no
espaco extracelular ou com o receptor na superficie da célula B (REIMER et al.,
2009). Também existem antigenos de célula T que sédo fragmentos de um antigeno
que foi degradado dentro da célula infectada e apresentados através do complexo
major de histocompatibilidade (MHC) na superficie de uma célula corporal. O
receptor da célula T reconhece tal antigeno e destréi a célula infectada (JANEWAY;
TRAVERS; 2005).

Antigenos mais frequentemente usados na imunologia experimental séo
proteinas. Todavia, para induzir a producdo de anticorpos, ndo € necessario
apresentar a proteina completa, mas somente a fragdo imunogénica (REIMER,
2009). Outros antigenos potencias, por exemplo, sao carboidratos, acidos nucléicos,
haptenos que muitas vezes s6 induzem uma resposta imune se forem ligados a uma
proteina carregadora, um imunégeno (JANEWAY; TRAVERS; 2005)

O determinante antigénico de uma molécula antigénica ao qual se liga um
certo anticorpo € conhecido como epitopo. Diferentes anticorpos podem se ligar aos
distintos epitopos no mesmo antigeno (JANEWAY; TRAVERS; 2005)

Sobretudo, se distingue entre epitopos lineares/continuos (9-12 mers) e
epitopos conformacionais/descontinuos (15-22 mers). Os epitopos lineares sao
segmentos de uma corrente de polipeptidios que podem ser reconhecidos pelo
anticorpo. Ao contrario, a formacdo de epitopos conformacionais depende da
estrutura tridimensional da proteina. Segmentos diferentes precisam se juntar
através do dobramento correto da proteina, gerando assim este tipo de epitopo. Em
geral, mais do que 90% de epitopos de célula B sdo descontinuos (JANEWAY;
TRAVERS; 2005).
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2.2.3.2 Métodos e Ferramentas

Para criar antigenos imunogénicos que podem ser usados em teste

diagndstico € necessario identificar as regides protéicas ou sequéncias génicas que
em seguida vao ser usadas para expressao no sistema de expressao escolhido. Nao
existe um procedimento padrdo para gerar antigenos, mas existem métodos
diferentes e ferramentas que podem ajudar na escolha da sequéncia apropriada.
Um meétodo, especialmente encontrado em artigos cientificos antigos, faz uso de
sitios de enzimas de restricdo presente ao longo de sequéncias de DNA. Sao
usadas enzimas de restricdo que cortam mais proximo a um fragmento de DNA viral
que conttm o gene desejado. Esse fragmento em seguida € usado para
subclonagem em vetores de expressao (VLASUK et al., 1989).

Uma outra estratégia é a identificacdo de regibes hidrofilicas. Existem
proteinas que apesar de serem expostas no exterior da célula, também sé&o
encaixadas na membrana celular ou viral, como por exemplo, a proteina viral gp41
do envelope de HIV. Essas proteinas de membrana sdo compostas de regides
hidrofilicas e hidrofobicas, a ultima também chamada regido trans-membrana. Assim
se define que os dominios hidrofilicos sdo potencialmente mais antigénicos do que
os hidrofdbicos, devido a possibilidade de causar uma resposta imune e o
reconhecimento pelos anticorpos (VALERIE et al., 1991).

As diferentes regibes na proteina sao feitas, devido a estrutura das
membranas celulares que sdo compostas por moléculas lipidicas. Estas tém uma
cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofobica. As moléculas lipidicas se localizam
opostas uma a outra, formando dessa forma a bicamada lipidica. Assim, duas
superficies hidrofilicas (uma para o exterior e outra para o interior da célula) e uma
superficie hidrofobica (localizada no meio) sao formadas (BRANDEN; TOOZE;
1991).

Tirar regides hidrofébicas da sequéncia usada para expressao pode mostrar
outra vantagem, como foi reportado para a expressédo de glicoproteinas do envelope
de HIV e HTLV. Mostrou-se, a reducdo da toxicidade das proteinas expressas em
sistema procariota e 0 aumento da expressdo, de niveis ndo dectaveis até o
acumulo da proteina recombinante de 10-15% da proteina celular total (SISK et al.,
1992).
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Um método para identificar regibes hidrofilicas e trans-membranas € o
Hydrophicity plot. Esse foi designado para mostrar a distribuicdo de residuos polares

e apolares de AA ao longo duma sequéncia protéica (Figura 16).

Figura 16 - Aminoacidos e seu hydropathy score .
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Fonte: Branden et al. (1991)

Nota: Apresentados sdo o score de hidrofobicidade de um aminoacido utilizando o método
Kyte/Doolittle. Valores negativos indicam aminoacidos hidrofilicos, quando maior o nimero negativo,
maior € a hidrofilicidade. Valores positivos mostram aminoacidos hidrofébicos, quando maior o
namero positivo, maior é a hidrofobicidade; os aminoacidos sdo apresentados na primeira linha,
utilizando o seu cddigo de uma Unica letra;

Todos os aa recebem um hidropathy score, representando um score de 4.6
(mais alta hidrofobicidade) até -4.6 (mais alta hidrofilicidade). Uma ferramenta
computacional comum, entre outros, € o Kyte Doolittle Hydrophathy Plot. Para
identificar as regifes é necessario definir um window size (ws) que define o nimero
de aa examinados em conjunto. Um ws de 5-7 ou 9 é bom para idenficacdo de
regibes hidrofilicas, enquanto um ws de 19-21 identifica dominios da membrana
(hidrofébicos) se apresenta um score >1.6. O numero do score de hidrofobicidade,
calculado pelo programa, € apresentado em forma de curvas em relacdo aos
nameros dos residuos de uma proteina, num diagrama (Figura 17) (CLERGEOT et

al., 2001).
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Figura 17- Exemplo de um Kyte-Doolittle Hydrophathy Plot
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Fonte: Clergeot et al. (2001)

Nota: A andlise mostra ao longo da sequéncia protéica, regies de aminoacidos com alto e baixo
(nimeros negativos) score. Neste exemplo, foram identificadas quatro regides -transmembranas
(TM1--4), havendo um score de >1.6.

Na selecéo de antigenos devera ser considerado que a sensibilidade analitica
de um teste diagnostico também depende do gendtipo ou subtipo viral. Muitos virus
mostram uma variabilidade alta nas suas sequéncias e por isto foram classificados
em subtipos os quais muitas vezes circulam em regides geograficas diferentes. Esta
variabilidade ocorre por criacdo de altas raz6es de mutacdes, principalmente devido
a falta de atividade proofreading da Transcriptase reversa (RT) viral (FREED et al.,
2002). Dessa forma foram observadas diferencas de até 10 vezes na sensibilidade
entre testes diagnosticos, usando subtipos de HBV diferentes (WEBER et al., 2005).
Também teste diagndéstico contra antigenos de Influenza virus mostrou menor
sensibilidade, devido a mudancas genéticas e antigénicas do virus (LANDRY et al.,
2011). O uso de teste diagndstico onde o subtipo circulando na populacéo varia do
virus usado para producdo do teste, isto pode influenciar significantemente no
resultado do teste, aumentando resultados falso-negativos (WEBER et al., 2005).

O uso de banco de dados possibilita 0 acesso a sequéncias gendémicas de diferentes
subtipos e assim a selecdo adequada das sequéncias usadas para producdo de
proteinas recombinantes. Um banco muito usado para obter sequéncias registradas
na América Latina, € o Los Alamos Sequence Database. Esse tem registrado

especialmente sequéncias de HIV e HCV, fornecendo além disso informacdes sobre



58

0 genaétipo, subtipo, sitio de start e stop, pais de coleta, cidade, data e tecido
(KUIKEN et al., 2003; KUIKEN et al., 2008). Outros bancos de dados sao o National
Center of Biotechnology Inforamtion (NcBI) Reference Sequence (RefSeq) database
com datas gendmicas, protéicas e transcritos de mais de 3700 organismos incluindo
procariotas, eucariotas e virus (PRUITT et al., 2007) ou o NIH (ingl. National Institute
of Health) genetic sequence database GenBank, com mais de 27.000 genomas
virais completos registrados (BRISTER et al., 2010).

Métodos mais modernos para selecédo de antigenos apropriados vém da area
da Biologia estrutural, envolvendo analises computacionais. A identificacdo de
regibes onde epitopos se encontram localizados na proteina é importante para
garantir a funcionalidade do antigeno em teste diagndstico. Cerca de 30 anos atras
comecou a tentativa para identificar epitopos. Nesta época foram avaliadas as
propriedades diferentes de aminoacidos ao longo de uma sequéncia protéica.
Todavia se mostrou que um perfil de aminoacidos Unicos ndo pode ser usado
confiantemente para determinar a localizagcdo de um epitopo. A grande mudanca
veio através da biologia estrutural que reconhece epitopos conformacionais de
células B pela estrutura 3-dimensional da proteina (REIMER et al., 2009). Devido
aos custos altos e um procedimento demorado para identificar novos epitopos,
foram desenvolvidas também ferramentas bioinformaticas ou epitope prediction
software para prever a presenca de epitopos. Esses algoritmos de previsdo sao
baseados na sequéncia de aminoéacidos, estrutura 3D ou outras caracteristicas de
proteinas como hidrofilicidade, acessibilidade e flexibilidade (CHEN; RAYNER; HU;
2011). N&o obstante, ja foi identificada a presenca de epitopos em muitas proteinas
virais, normalmente usadas em teste diagnostico, e assim podem ser achadas
também em publicacdes cientificas.

Outro método que faz uso da Biologia estrutural € o uso de proteinas scaffold,
como a proteina Top7, para inser¢cdo de epitopos conformacionais ou regiées com
alta probabilidade de serem imunogénicas. A simulacdo da dinamica molecular é
usada para analise da estabilidade e estrutura protéica. Assim, a selecdo das
proteinas quimeras mais promissoras podem ser obtidas usando ferramentas
computacionais e em seguida usadas para expressao em bactéria (VIANA et al.,
2013).
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2.3 Testes diagnésticos

2.3.1 Métodos e critérios gerais

Um teste diagnostico serve para identificar a presenca de uma doenca ou
patdgeno em individuos assintomaticos. Métodos diagndsticos classicos para virus
incluem a manuntencdo do virus em células de cultura (MAHONY et al., 2008),
imunoensaios como o ensaio de imunofluorescéncia (SCHINDERA et al., 2010),
testes soroldgicos (MAHONY et al., 2008) como o imunoensaio ligado a enzima
(EIA) e o teste de inibicdo da hemaglutincdo. Esses testes sdo intensivos no
desempenho de trabalho, consumem muito tempo até chegar ao resultado e muitas
vezes mostram reatividade cruzada alta, sensibilidade baixa e a necessidade de
testes confirmatorios com métodos moleculares (KEHL et al., 2009). Sobretudo, sédo
capazes de detectar somente um Unico alvo. Para aumentar o nivel de sensibilidade,
minimizar a janela de diagndstico, incluir novos patdégenos, facilitar o uso em
laboratorio de rotina, garantir um diagnostico acurado também em paises de renda
baixa, o desenvolvimento de novos testes continua.

Devido aos avancos metodoldgicos foram desenvolvidos também testes
multiplex que permitem a deteccéo e identificacdo simultdnea de mdltiplos tipos de
virus ou proteinas numa unica reacdo. Ao lado dos beneficios em diminuir custos e
tempo, a quantidade do material biolégico (sangue), usado no teste, pode ser
reduzida. Todavia, os métodos seguem principios diferentes, usando, por exemplo,
microesferas, placas de multiplos pogos ou suporte de vidro para acoplamento do
antigeno, mostrando critérios especificos para sua aplicacdo e vantagens e
desvantagens especificas (Tabela 1). Para triagem soroldgica ja existem testes
diagndésticos multiplex na base de acidos nucléicos e PCR, como por exemplo, o
COBAS TagScreen MPX Test para HCV, HIV-1, HIV-2, o Procleix Ultrio Assay e
Procleix Ultrio Plus Assay para HBV, HCV e HIV-1 (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2013).
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Quadro 1- Métodos diagndsticos multiplex usados em virologia.
METODO DETECCAO VANTAGEM DESVANTAGEM
DNA PROTEINA
ELISA NAO SIM Baixo problema de contaminagéo Numero de patdégenos por
por carry-over ; teste limitado;
Equipamento comum; Quantidade grande de material
Uso: deteccdo de infec¢Bes bioldgico usado;
primarias (IgM) e secundarias (IgG); (ELLINGTON, 2010)
(OLIVEIRA, 2004)
MICROESFERAS SIM  SIM <200 patogenos diferentes/test Perda substancial de
LIQUIDOS High throughput microesferas em caso 0 soro
Uso: laboratério de rotina nao for diluido; Variabilidade
Quantidade baixa de material na mensuracao devido as
bioldgico necessario; diferencas em didmetro de
(ELLINGTON, 2010) microesferas; Vazamento,
aclmulo de microesferas;
(ELLINGTON, 2010)
MICROARRAY SIM SIM High throughput e screen; Equipamento especial;
Bem desenvolvido para DNA; Método complexo;
Uso: pesquisa, deteccéo de Interagdo entre proteinas;
biomoléculas; Amplificacdo do target pelo
Teste automatizado; PCR necessario;
Inclusao de replica tas multiplas (FOURNIER-WIRTH, 2010)
para melhor precisdo possivel;
(FOURNIER-WIRTH, 2010)
PCR/RT-PCR SIM  NAO Alta sensibilidade e especificidade; Alto risco de contaminacgéo por
(KEHL, 2009) carry-over de amplicons;
Equipamento comum em laboratério (MAHONY, 2008)
de rotina e pesquisa; Métodos adicionais para
Uso: laboratério de rotina detecgdo necessarios;
(TANAKA, 2009) (TANAKA, 2009; SZEWCZUK,
2010)
Perda de material durante a
extracdo de DNA e RNA;
Possivel interferéncia de
primers; (SZEWCZUK, 2010)
REAL-TIME PCR SIM NAO Alta sensibilidade e especificidade; Numeros de patégenos

Baixo risco de contaminagao por
carry-over;

Teste automatizado;

Uso: laboratério de rotina e
pesquisa

(RAYMOND, 2009; Huang, 2008)

limitados (Max. 5)/ teste devido
a falta de marcadores
fluorescentes; (MOLENKAMP,
2007); Equipamento carro;
Possivel interferéncia de
primers e sondas

(HUANG, 2008)

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

incluem: a infraestrutura do laboratério, a simplicidade do procedimento, o
equipamento necessario para performance do teste, a vida Gtil dos reagentes e as
condi¢cBes para guardar o teste, a habilidade do técnico, a rapidez, o preco, o alvo
desejado seja a deteccdo de antigeno ou anticorpos, a sensibilidade e
especificidade altas e a variante do virus dependendo da regido geogréafica (p.e.
HIV-1, grupo O) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005).
Importante para a avaliacdo da qualidade de um novo teste diagnostico é:

a) areprodutibilidade;

b) a acuracia;

c) a sensibilidade e especificidade;

d) o valor preditivos positivos ou negativos.

A reprodutibilidade se mostra pela repeticdo do teste, esperando
igualdade nos resultados e ao mesmo tempo se encontrando entre discordancia (-1)
e concordancia total (+1). Essa depende também do fator técnico, como por
exemplo, como foi conduzido o teste e por quem (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2005). A acuracia pode ser definida comparando o novo teste diagnostico
com um padrdo ouro. O padrdo ouro sao testes diagnosticos de referéncia,
disponiveis com o melhor critério diagndstico e geralmente sdo os mais invasivos,
caros e/ou complexos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005).

A sensibilidade € definida como a habilidade de detectar corretamente
soros com anticorpos (ensaio de referéncia positivo). Assim, a sensibilidade é o
namero dos soros identificados verdadeiramente positivos (a), divididos pelo nimero
dos soros identificados no ensaio de referéncia como sendo positivos (a+c),
expresso em percentagem, (sensibilidade = a/(a+c)) (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2005).

A especificidade do teste € definida como a habilidade de detectar
corretamente soros que nao tem anticorpos (ensaio de referéncia negativo). Assim,
a especificidade € o numero de soros verdadeiramente negativos (d), dividido pelo
namero de soros identificados no ensaio de referéncia como sendo negativos (b+d),
expresso em percentagem, (especificidade = d/(b+d)) (Tabela 2) (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2005).
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O critério minimo de performance de um teste diagndstico estabelecido
pela OMS é uma sensibilidade de >99% para testes rapidos e 100% para ELISA e
uma especificidade de pelo menos 98% (OMS, 2005).

Quadro 2- Definicdo dos resultados para calculo da sensibilidade, especificidade e valores

preditivos.
Estado verdadeiro do soro
positivo negativo
Resultado do ensaio a b
+ verdadeiro positivo falso positivo a+b
c d c+d
- falso negativo verdadeiro negativo
a+c b+d

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2005)

O valor preditivo positivo (VPP) ou negativo (NPV) mostra a
probabilidade de um teste com ou sem anticorpos, caso o teste seja positivo ou
negativo, respectivamente. Para este calculo pode ser usado uma férmula simples
que determina um valor aproximado: VPP = a/atb, NPV = d/c+d ou incluir a

prevaléncia de HIV na populacéo para valores mais precisos.

VPP = (prevaléncia) (sensibilidade)

(prevaléncia) (sensibilidade) + (1 - prevaléncia) (1 - especificidade)

NPV = (1 - prevaléncia) (especificidade)

(1 - prevaléncia) (especificidade) + (prevaléncia) (1 - sensibilidade)

Define-se, que quanto maior a prevaléncia da infeccdo por HIV na
populacdo maior a probabilidade do resultado positivo mostram uma infec¢do do
individuo por HIV. Dessa forma em regidées com maior prevaléncia, a proporcao de
soros testados falso-positivos diminui (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE,
2005).
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O intervalo de confianca de 95% (IC95) pode ser usado para determinar

se as diferencas de sensibilidade e especificidade observadas entre ensaios séo
significantes ou ndo. Também o valor p determina a significancia de um teste e é
complementar ao 1C95, sendo significativo se for abaixo de 0.05 (p<0.05).
Para definicdo de resultados positivos é também necessario determinar o ponto de
corte (ingl. cut-off). Assim, se define que individuos que mostram uma mensuracao
no teste igual ou abaixo do ponto de corte, sédo classificados como sendo negativos
ou ndo infectados. De uma maneira geral se calcula, quanto menor o ponto de corte,
maior a habilidade do teste de classificar os infectados como sendo positivos
(MARTINEZ et al., 2003). Todavia, quanto menor for o ponto de corte também menor
sera a especificidade. Os testes diagnosticos ja estabelecidos no mercado usam
célculos de ponto de corte diferentes, como por exemplo, (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2005):

a) média DO controle positivo no ELISA x 0.23 (Enzgnost HIV Integral 11);

b) média DO controle negativo no ELISA + 0.20 (Genedia HIV Ag-Ab ELISA);

c) média DO controle negativo no ELISA + 0.15 (Murex HIV Ag/Ab
Combination);

d) média DO controle negativo no ELISA + 0.10 (Vironostika HIV Uni-Form |l
Ag/ADb).

Para determinar a sensibilidade e especificidade de um teste diagnostico
se usa também a curva ROC (ingl. Receiver Operating Characteristic; Caracteristica
de Operacédo do Receptor) que tem capacidade discriminativa para um numero de
valores (pontos de cortes). Nesta se trata de uma apresentacao grafica que ilustra a
performance de um teste onde a fracdo verdadeira positiva de positivos totais
(sensibilidade) na ordenada Y é representado em % contra os falsos positivos entre
negativos totais (1-especificidade) na abscissa X . A escolha do ponto de corte pode
influenciar um teste. Na curva ROC, os valores individuais (por exemplo cada soro
usado) sdo apresentados como pontos de corte individuais, criando assim uma
curva, permitindo a discriminacdo e valores com maior otimizacdo da sensibilidade
em funcdo da especificidade. O melhor ponto, onde isto acontece, € aquele que se

encontra mais proximo do canto superior esquerdo no diagrama (Figura 18).



Figura 1 8- Apresentacdo de uma curva ROC.
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Nota: Na ordenada Y se mostra a sensibilidade e abcisso X a especifidade. Cada valor é colocado
criando assim uma curva. Quanto ao valor mais préximo no canto esquerdo superior, melhor
representa um bom desempenho, mostrando assim, maior sensibilidade e menor falso positividade.
Valores que se encontram em cima ou abaixo da linha no meio representam um teste diagnéstico
com mal desempenho.

Sobretudo, a curva ROC também é usada para quantificar a exatidao do

teste que é proporcional a area sob a curva (AUC). O teste diagndstico com maior

desempenho é aquele que mostra maior AUC. Isto ocorre quando a curva se

aproxima mais possivel a area superior esquerda (Figura 19).

Figura 1 9- Discriminagéo da area de uma curva ROC
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Nota: Mais perto a curva se aproxima ao lado esquerdo superior, maior seja a area calculada (area

cinza escura) e assim

maior a exactiddo do teste.
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2.3.2 Principio: Ensaio de imunoabsorcao ligado a enzima (ELISA)

7

O ELISA é um teste imunologico que faz parte dos métodos de
diagnostico convencionais. Existem trés tipos diferentes, o ensaio direto, indireto e
de captura (Figura 20). O principio é a formacdo de um “modelo sandwich” entre o
antigeno sintético, ligado a superficie de plastico da placa com 96 pocos, o0 anticorpo
ou antigeno presente no soro e 0 segundo anticorpo anti-humano usado para
detec¢do. Outra forma é o uso de um anticorpo ligado a superficie da placa, para
capturar o antigeno viral circulando no sangue. Os epitopes utilizados para o ELISA
tém que ser linear, imunodominante e conservados entre cada tipo de virus
(ELLINGTON et al., 2010).

Figura 20- Principios do teste ELISA

Substrate

Substrate %4 a

o
o

Sluhstram)

i ?
C L Secondary )
? £E " antibody

- conjugats

Primary

4 Primary
antibody ¢
conjugate antibody Capture g
antibody
Direct Assay Indirect Assay Capture Assay

“Sandwich"

Fonte: Piercenet (2013)

Nota: A figura ilustra os principais tipos de ELISA, o ensaio direto, indireto e de captura. Sendo o
ensaio indireto usado para o desenvolvimento deste trabalho. Neste caso, 0 antigeno (Ag)
representa a proteina recombinante expressa e purificada e o anticorpo primario, o anticorpo
presente no soro dos individuos infectados.

A visualizagdo € feita por métodos de coloragdo e mensuragdo num
espectrofotometro. O ELISA comum €& o monoplexo que permite a deteccdo de
anticorpos virais especificos para um epitopo. Foi relatado que a sensibilidade de
um teste 11-plex diminuiu por fator 1.7-5.0 devido a reatividade cruzada de
anticorpos, em comparagdo com um ELISA monoplex (ELLINGTON et al., 2010).

Todavia, um ELISA multiplex, usando um multiepitopo recombinante
(antigeno tandem) chamado MEP foi desenvolvido. O MEP consiste de uma juncao

de até seis epitopos diferentes interligados por linkers flexiveis ou rigidos. Esse foi
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desenvolvido para a detec¢cdo de cepas de regides geograficas diferentes dos HIV-1
e HIV-2 (TALHA et al., 2010) ou HCV (DIPTI et al., 2006).

2.3.3 Principio: Microarranjos liquidos (xXMAPLuminex)

A metodologia dos microarranjos liquidos usa microesferas de poliestireno de
~5uM em diametro que atuam como suporte solido para a captura de diferentes
moléculas-alvo, sejam elas anticorpos, antigenos, peptideos ou acidos nucléicos. A
juncd@o das moléculas de captura, as microesferas, ocorre por carboxylate functional
groups na superficie das moléculas. O uso de microesferas de vidro ou polimeros
para imobilizagdo do substrato & conhecido desde os anos 80, todavia este sistema
hoje é principalmente conhecido como sistema MAPX Luminex (THIGE et al., 2013).
Cada microesfera é corada internamente com proporcdes distintas de corantes
fluorescentes laranja e vermelho (Figura 21), permitindo a criacdo de até 200
(sistema Luminex 100/200™) ou 500 cédigos de cores (sistema FLEXMAP3D®)
(WWW.LUMINEXCORP.COM) Unicos e especificos para cada grupo de
microesferas. Dessa forma, cada grupo acopla a molécula de captura desejada, e

apos incubacao com o material biolégico captura as moléculas-alvo.

Figura 21- Microesferas coloridas e seus codigos
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Fonte: Viracoribt (2013)
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Em seguida, num segundo passo de incubacdo, uma molécula reporter é
adicionada, sendo um anticorpo marcado com phytoeritrin green interagindo com o
target e formando um modelo “sandwich”. Este é usado para a quantificacdo das

microesferas as quais capturaram a molecula-alvo. A reacdo é analisada pelo

sistema xXMAPLuminex (Figura 22).

Figura 22- llustracédo do aparelho Luminex

Fonte: Viracoribt (2013)

Nota: (A) Hardware Luminex; (B) As microesferas entram pela sonda de amostra na maquina, onde
passam por dois lasers. Um laser vermelho que detecta e identifica as microesferas e um laser verde
que quantifica os nimeros de cada microesfera.

Teoricamente, todas as moléculas-alvo podem ser detectadas, identificadas e
quantificadas em um uUnico ensaio multiplex. Assim, microarranjos liquidos podem
ser usados como ensaios imunoldgicos qualitativos e quantitativos e como ensaio de
hibridizagao de DNA (VIGNALI et al., 2000).
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Os parametros de ensaio do sistema Luminex deveriam ser avaliados. Assim
por exemplo, a selecdo de moléculas de captura € crucial para ndo ocorrer
reatividade cruzada com moléculas inespecificas. Para este fim, as sequéncias de
epitopos escolhidos para producdo de moléculas de captura sdo pré-avalidadas a
sua reatividade, ap0s expressao em sistema eucariota ou procariota. Sobretudo, é
necesséario testar e determinar o tampdo de ensaio e o tempo de incubacao
(ELLINGTON et al., 2010).

Para identificacdo de patdgenos virais ja foram publicados varios testes
usando o método Luminex. Para citar algum, em pacientes com meningite, foi
desenvolvido uma combinacdo de PCR multiplex com subsequente detecgcdo de
produtos de PCR, usando microesferas acopladas com gene-especific probes,
(BOVING et al., 2009). Num outro ensaio de Luminex, incluindo um primer extension
step especifico apdés a amplificacdo por PCR foi possivel identificar 20 virus
respiratérios humanos diferentes (MAHONY et al., 2007). Microesferas liquidas
também foram usadas como ensaio de mapeamento de anticorpos para
caracterizacdo de resposta imunologica em individuos infectados com HIV-1
(OPALKA et al., 2004). Também um teste diagndstico contra diferentes proteinas de
HCV foi desenvolvido (FONSECA et al., 2011). Todavia, a comercializacdo dos
ensaios usando microesferas liquidas para a identificagdo de virus e outros
patdgenos somente se encontra para virus respiratorios (XTAG Respiratory
Panel)(LUMINEX CORP., 2013; RAYMOND, 2009) e patdégenos gastrointestinais
(XTAG Gastrointestinal Pathogen Panel) (LUMINEX CORP., 2013).

Limitacbes desse método se encontram na perda substancial de
microesferas, no caso do soro néo ser diluido (FU et al., 2010) e uma variabilidade
na mensuracdo, de 10% a 32%, provavelmente devido a variacbes no diametro das
microesferas. Outra observacdo feita € o vazamento, o acumulo (clogging) e a
adsorcdo nao especifico para a superficie de filtro nas placas com fundo de filtro,

usado para lavagem das microesferas (ELLINGTON et al., 2010).
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2.3.4 Testes diagndsticos para HIV, HTLV, HCV

2.3.4.1 HIV

Estima-se que nos anos 80, o risco de ser infectado por transfusdes
sanguineas, era de 1:100 enquanto o atual risco de adquirir HIV por transfusdes,
que foram testados previamente, se reduziu de 1 em 1.5-4.3 milhdes (HHGHTOWER
et al., 2003). Isto, entre outro, € devido ao desenvolvimento de testes diagndsticos
que permitem uma detec¢cdo do virus no individuo cada vez mais precoce no
percorrer da infeccdo e que assim garante a seguranca de uso de bolsas
sanguineas.

O primeiro teste diagnostico desenvolvido em 1985 foi um ensaio imuno
enzimatico (EIA) indireto, chamado teste de primeira geracdo. Para a deteccao de
anticorpos 1gG na amostra, os pocos das placas de ELISA contém lisados de virus,
assim fornecendo os antigenos virais. A visualizacdo é feita com um anticorpo
secundario, o 1gG anti-humano, ligado a uma enzima. ApGs o uso de um substrato, a
coloracdo do poco indica a presenca de anticorpos na amostra. O teste da segunda
geracdo segue 0 mesmo principio, embora sendo usados peptideos sintéticos ou
antigenos recombinantes. Os imunoensaios da terceira geracdo (principio sandwich)
também usam proteinas recombinantes, mas sédo capazes de detectar anticorpos da
classe IgG e IgM e assim, permitem o diagnodstico de uma infecgcdo mais precoce.
Para a visualizacdo, uma enzima ligada ao antigeno € adicionada no po¢o que se
liga diretamente ao anticorpo se for presente na amostra. O teste diagndstico de
quarta geracdo € o atual usado e combina a deteccdo de antigenos virais e
anticorpos contra p24, como também combina a deteccdo de HIV1 e HIV2 no
mesmo ensaio. A detecgdo é feita com ambos, a enzima ligada ao antigeno e ao
anticorpo. Uma coloracdo no poco indica a presenca de antigeno p24 e anticorpos
anti-HIV. Nesse método, também dois marcadores diferentes podem ser usados.
Esse tipo de teste reduziu o tempo da deteccdo da infeccdo ainda mais, pois
antigenos presentes no plasma antes da soroconversdo podem ser detectados
(Figura 23), (ALTER et al., 2010; DASKALAKIS et al., 2011).
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Figura 23- Geracdes de testes diagnésticos desenvo  Ividos para HIV
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Fonte: Patel et al. (2010)

Nota: O grafico relaciona os primeiros trés meses da infeccdo (mostrando a aparéncia de particulas
virais, antigenos e anticorpos no sangue) com a capacidade de um diagndstico usando geracdes de
testes diferentes. Mostrando que a janela de diagndstico pode ser aumentada com o uso das mais
novas geracdes de testes, sendo o teste EIA de quarta geracdo (ingl. fourth-generation, EIA) e
técnicas de detecgdo de acidos nucléicos (NAAT) os melhores.

Apesar de ndo ser usado para a triagem sorologica de bolsas sanguineas,
existe um método para um diagnéstico rapido de infeccbes, chamado teste rdpido
(ingl. lateral flow device). Este teste é capaz de detectar anticorpos da classe 1gG e
IgM contra gp41 e/ou gpl120 em fluidos orais, sangue, (plasma ou soro), por collaidal
gold conjugated antigenos de HIV. As vantagens desse teste sdo a rapidez para
obter um resultado (menos de 30 minutos) e que pode ser executado em locais nao
laboratoriais (DASKALAKIS; DELANEY; 2011). Recentemente também foi
desenvolvido um lateral flow device que combina a deteccdo de anticorpos com um
teste confirmatorio para deteccdo de RNA viral (CHEN et al., 2013). Geralmente o
Western Blot € usado como teste confirmatério que permite a deteccdo de antigenos
virais (gp160, gp 120, p65, p55, gp4l, p40, p31l e p24) cinco semanas apos a
infeccdo (CDC, 1993). Todavia, este teste € muito caro e mostra muitas vezes
resultados intermediarios. Por este motivo o Line immuno-assay (LIA) baseado em

proteinas recombinantes ou sintéticas capazes de detectar anticorpos especificos foi
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desenvolvido e é atualmente vendido sob nome comercial INNOLIA, Pepti-Lav e
RIBA-Assay (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005). Também a deteccéo
dos RNA virais no plasma pela técnica da amplificacdo de acidos nucléicos,
chamada NAAT, € usada. Os VRNA comecam a ser detectaveis a partir de 1.5
semanas apos a infec¢do. Esse tipo de teste é normalmente feito com amostras de
plasma de varios individuos misturados (pooled screening) e € confirmado, em caso
positivo, com as amostras individuais. Como alguns estudos nos EUA mostram
0.02%-1.1% de infec¢cdes novas podem ser detectados por NAAT quais em teste
EIA, mostraram resultados falso-negativos (DASKALAKIS et al., 2011).

Em 1991 foi licenciado o primeiro teste ELISA, combinatério para HIV-1 e
HIV-2. Testes atuais incorporam antigenos de ambos os virus (DWYRE et al., 2011).
A OMS reconhece a infeccéo de HIV-2 na amostra, se pelo menos dois antigenos do
env foram detectados no WB. Outras organizacdes exigem a reatividade positiva de
uma combinacdo de antigenos HIV-2 gag (p26, gp34) e env (gpl05) (DWYRE,
2011). A OMS recomenda nos seus guidelines varias estratégias para o diagnostico
de infeccdes por HIV, dependendo se o objetivo é a transfusdo/transplante de
sangue, o diagndstico ou a supervisdo de individuos tratados (ORGANIZACAO
MUNDIAL DE SAUDE, 2005). Para fins de transfuséo (estratégia 1), um teste ELISA
positiva deveria ser confirmado por 1-2 testes especificos contra HIV-1 e HIV-2
(DWYRE et al., 2011; WHO, 2005). A OMS criou uma lista de teste diagnostico para
infeccbes virais, onde cinco ELISA comerciais foram incluidos. A tabela abaixo

mostra as principais caracteristicas desses testes (Tabela 3).
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Quadro 3. Principais caracteristicas de ELISA come  rcial contra HIV.

Enzignost Genedia Genscreen Murex Vironostika
HIV HIV Ag-Ab Plus HIV HIV Ag/Ab HIV Uni-form 11
Integral Il ELISA Ag/Ab Combination Ag/Ab
Empresa Behring/ Green Cross Life Bio-Rad/ Abbott/ bioMérieux/
Alemanha Science Corp/ Franca Alemanha Franca
Korea
Tipo antigeno | peptideos proteinas peptideos proteina gpl60HIV1
recombinantes | recombinantes: recombinantes e | recombinante: | ANT70HIV1
e sintéticos: gp41HIV1 sintéticos: envHIV1 envHIV2
gp41HIV1 gp41HIV1 (O) gpl60HIV1 polHIV1
gp41HIV1 (O) gp36HIV2 envHIV2 envHIV2
gp36HIV2 peptideo:
HIV1 (O)
sensibilidade 100 100 100 100 100
(95% ClI) (97.7-100) (97.7-100) (97.7-100) (97.7-100) (97.7-100)
n= 157
especificidade 100 99.7 98.3 99.3 99
(95% ClI) (98,8-100) (98,1-100) (96,1-99,4) (97,6-100) (97,1-99,8)
n= 296

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2005)

Resultados falsos positivos mais comuns em testes sorologicos para HIV séao

causados por vacinacao contra influenza (ERICKSON et al., 2006), como também,

doencas autoimunes, colapso renal, fibrose cistico, gravidez multipla, doencas

alcoolicas do figado e vacinacdo contra hepatite B e raiva (CELUM et al., 1994).

Também infeccdes tropicais causadas por Trypanosoma brucei gambiense mostram

resultados falsos positivos (LEJON et al., 2010). Resultados falsos negativos foram

relatados durante a fase de pré-soroconversdo, com uma carga viral abaixo ou igual

a 150 copias RNA viral/ml (DELWART et al., 2004; LING et al., 2000;).
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2.3.4.2 HTLV

Um estudo feito em Santa Catarina/Brasil calculou que o risco residual de
adquirir HTLV-1 por transfusdes sanguineas, atualmente € de 1 em 116.300
doacdes de sangue testadas (MARESCH et al., 2008).

O diagnostico de infeccdo pelo HTLV-1/2 é feito através do ELISA, que
detecta anticorpos no soro que foram produzidos contra proteinas do virus | e Il
(gp21 e gp46) ou através do ensaio do particle agglutination (GONCALVEZ et al.,
2010; MALM et al., 2010). Os numeros de testes sao limitados. Testes usados sdo o
Murex HTLVI/II kit, Abbott HTLV-I EIA ou Abbott ARCHITECT rHTLV-I/ll Assay. O
ultimo e mais recente desenvolvido mostra 100% de sensibilidade e 99.8% de
especificidade (MALM et al., 2010). Por enquanto ndo existe nenhum teste
confirmatorio, licenciado pela FDA, para confirmacdo de resultados positivos. Ao
contrario da possibilidade de detectar a proteina p24 do HIV, a deteccdo de
proteinas virais do HTLV em sangue periférico, € mais dificil. Em infec¢cbes nao
malignas, a expressao de proteinas virais ocorre somente em niveis baixos e células
individuais. Por este motivo, a deteccdo de proteinas virais ndo faz parte do
diagnostico (BANGHAM et al., 2003). Todavia, o Western Blot ou 0 ensaio de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) pode ser usado para detectar proteinas virais
(LOBATO MARTINS et al.,, 2010). A OMS define um teste positivo quando uma
proteina gag (pl5, p19, p24) e uma env (gp2l, gp46, gp61/68) aparecem (CDC,
1997). A PCR é outro teste usado para identificacdo do DNA proviral nas células
mononucleares do sangue periférico. A PCR como o WB podem distinguir entre
HTLV-1e 2 (WALTERS et al., 2011).

Resultados falsos-positivos relatados entre 1989 e 1990 em mil pessoas
foram devidos a vacinagdo contra influenza que induz anticorpos da classe IgM que
se ligam inespecificamente nos ensaios de HTLV-1 (CDC, 1993). Também
anticorpos de pacientes com sindrome respiratdria aguda grave mostram reatividade
cruzada em testes para HTLV-1 (TSAO et al.,, 2005). Adicionalmente, foram
relatados até 50% de resultados indeterminados em WB, dependendo se o teste for
feito em areas endémicas (MANGANO et al., 2004; YAO et al.,, 2006). Em muitos
casos, 0S mesmos se revelaram positivo no PCR para HTLV-2 (OLAH et al., 2010).

Resultados falso-negativos podem ocorrer no caso de executar os testes com pool



74

de soros em vez de usar amostras individuais, levando a uma sensibiliade mais
baixa (CHANG et al., 2002).

2.3.4.3 HCV

Estima-se que entre 1960 e 1991 a possibilidade de se infectar com HCV por
transfusdes sanguineas era de 5-15%, enquanto hoje devido ao melhor diagndstico
e estratificacdo de doadores, o risco de adquirir uma infeccdo diminui até 0.001%.
Todavia, o risco de infec¢do no Brasil foi estimado de ser cerca 10x maior do que em
paises desenvolvidos (MARTINS et al., 2011).

Geralmente, duas classes de testes sdo usadas para detectar e classificar
infeccbes por HCV. Entre eles se encontram ensaios sorologicos (EIA) para
deteccdo de anticorpos especificos contra HCV e métodos moleculares para
deteccdo do genoma viral (ABELDAWI et al., 2010). Ao longo do tempo os ensaios
EIA continuam a se desenvolver. O ensaio de segunda geracdo desenvolvido em
1991 inclui antigenos recombinantes contra proteinas ndo estruturais NS3, NS4 e
um antigeno da regido Core, aumentando significativamente a sensibilidade e
especificidade em comparagdo com teste de primeira geragédo. A incorporagcédo de
epitopos de NS5 no EIA de terceira geracdo, aumentou a fidelidade, mostrando alta
sensitividade e especificidade (COLIN et al., 2001). Até hoje 14 testes para deteccéo
de anticorpos contra HCV foram avaliados, incluindo cinco ELISA e nove testes
rapido (http://www.who.int/diagnostics_laboratory/evaluations/hepc/en/) (Tabela 4).
Os testes moleculares para detectar HCV RNA podem ser qualitativos ou
quantitativos. Testes qualitativos sdo mais sensiveis, enquanto testes quantitativos
podem determinar a carga viral. Os quantitativos seguem o principio da PCR, real-
time PCR e transcription-mediated amplification (TMA) e podem detectar < 50 HCV
RNA IU/ml, com sensibilidade igual para todos os genotipos. Para a quantificacdo a
OMS estabeleceu um standard internacional de unidades de HCV RNA (IU),usado
em todos os testes comercialmente existentes (CHEVALIEZ et al., 2007).

Todavia, considerando o0 uso de testes diferentes, um resultado positivo, ndo
consegue distinguir entre uma infecgcdo aguda ou cronica, nem indica imunidade ou

protecdo contra as doencas causadas por HCV (ABELDAWI et al., 2010).
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3rd Innotest HCV Innotest HCV Ortho HCV 3.0 Monolisa anti-
Generation Ablll Ab IV Enhanced HCV PLUS
HCV Microlisa SAVe
Empresa J.Mitra & Co. Innogenetics Innogenetics Ortho-Clinical Bio-Rad
india Bélgica Bélgica Diagnostics Franca
EUA
antigeno antigeno
Tipo antigeno NE NE NE recombinante recombinante
NE NE
sensibilidade 100 100 100 100 100
(95% ClI) (94.7-100) (94.7-100) (94.7-100) (94.7-100) (94.7-100)
n= 68
especificidade 97.4 100 100 98.9 99.5%
(95% ClI) (93,9-100) (98,1-100) (98,1-100) (96,2-99,9) (97,1-100)
n= 189

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude (2001)

Nota: Tabela modificada pelo autor; (NE) ndo especificado

Os testes EIA de

especificidade de 99%. Nao obstante, em doadores sadios, até 50% dos resultados

terceira geragdo mostram uma sensibilidade e

positivos, sdo identificados falsos. Sobretudo, falsa positividade pode ocorrer devido
as doencas autoimunes de figado ou hipergamaglobulinaemia. Assim, testes
positivos necessitam da confirmagdo com métodos qualitativos ou quantitativos
(dependendo do perfil de risco) para a deteccdo de RNA viral (ABELDAWI et al.,
2010).

Testes falsos negativos geralmente ocorrem no caso de imunossupressao

dos doadores ou pacientes em hemodialise prolongada (ABELDAWI et al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

O setor de Pesquisa e Desenvolvimento em Biotecnologia desponta como um
dos mais promissores no que diz respeito aos avangos cientificos e tecnologicos.
Em especial, o setor de kits diagnosticos, movimenta mundialmente cerca de 25
bilhdes de dblares a cada ano, configurando um setor extremamente dinamico.

Com 4.5 milhdes doacgbes de sangue por ano registrados no Brasil, os gastos
para imunodiagnésticos dessas doacdes chegam aos 330 milhfes de reais.
Entretanto, o Brasil apresenta uma forte dependéncia tecnoldgica dos insumos e
produtos deste setor, devido a baixa densidade do campo tecnoldgico nacional.

O desenvolvimento de kits comerciais no pais, incorporando novas
tecnologias como a producdo de antigenos quiméricos e plataformas de
microarranjos liquidos, devera impulsionar o setor nacional de desenvolvimento de
kits diagndsticos. Além da diminuicdo da dependéncia tecnoldgica, os processos de
inovacdo aqui propostos podem colocar o Brasil em condicdes de disputa no
mercado de imunodiagnostico.

Mais especificamente, o desenvolvimento de um kit de diagndstico capaz de
detectar precisamente os virus HIV 1-2, HCV e HTLV 1-2, cuja triagem sorologica é
compulséria, permitird aos orgdos de saude um melhor controle transfusional
reduzindo os gastos e riscos de contaminagao passiva.

Finalmente, o desenvolvimento de kits diagndésticos, no territério nacional,
além de contribuir para o Sistema Unico de Saude (SUS), devera também contribuir
na formacéao de recursos humanos e geracédo de novos empregos qualificados neste

setor.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Produzir e avaliar a eficiéncia de antigenos sintéticos, dos agentes virais HIV 1-2,

HTLV 1-2, HCV para o desenvolvimento de um teste multiplex de diagndstico.

4.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Selecionar em bancos de dados publicos regides de aminoacidos
potencialmente antigénicas dos virus HIV 1-2, HTLV 1-2, HCV e construir
antigenos sintéticos in silico;

Expressar, purificar e caracterizar os antigenos obtidos em sistema de
expressao procariota e eucariota, para posteriores ensaios de validacéo
através da técnica de ELISA,

Determinar a especificidade, sensibilidade e antigenicidade dos antigenos
obtidos através de ensaios de microarranjos liquidos (XMAPLuminex),
utilizando painéis de soro de referéncia;

Desenvolver um teste diagnostico multiplex usando microarranjos liquidos
(XMAPLuminex);
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Construcao dos antigenos

Sequéncias codificantes de amino&cidos de varias proteinas dos HIV1, HIV2,
HTLV1, HTLV2 e HCV que foram isolados exclusivamente no continente sul-
americano, foram obtidos em bancos de dados como Los Alamos ou National Center
for Biotechnology Information-NCBI. Primeiro, as sequéncias foram alinhadas
utilizando o algoritmo MultAlin (http;//bioinfo.genotoul.fr/multalin.html) o qual permite
a geracao de uma sequéncia consenso. Segundo, a sequéncia consenso resultante
foi usada para a busca por homologia mais alta entre sequéncias virais circulando,
usando o algoritmo Blast-p (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Para gerar antigenos recombinantes completos, foram escolhidas sequéncias
gue apds o alinhamento em Blast-p apresentaram uma identidade maior do que
90%. Para gerar antigenos recombinantes truncados, sequéncias com homologia de
90% foram analisadas quanto aos seus perfis de hidrofilicidade Kyte-Doolitle
(http://mwww. expasy.ch/tools/protscale.html). As regifes hidrofilicas foram utilizadas
(as hidrofobicas excluidas) e intercaladas por uma sequéncia espacadora de DNA
(GPGPG) (LIVINGSTON et al.,, 2002). Estes espacadores evitam a formacéo de
neoepitopos imunogénicos inespecificos, devido a fusédo de regides selecionadas.
Os antigenos sem regido trans-membrana (A) foram construidos a partir das
sequéncias de DNA consenso descritas acima. As regides transmembranas foram
identificadas com o programa TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMY/)
(KROGH et al., 2001) e uma analise do perfil de hidrofilicidade com Kyte-Doolitle
com window size 19 feito para confirmar a tirada de sequéncias com alta
hidrofobicidade, correspondendo as regifes trans-membranas.

Os antigenos cepa especificos de HIV e HTLV foram construidos a partir de
sequéncias de DNA encontradas em banco de dados ou publicacdes cientificas
(TALHA, 2011).

Sobretudo, as sequéncias de DNA foram flanqueadas por sequéncias
contendo sitios de restricdo, sequéncia Kozak, sitios de clivagem Kex e STOP
codon, necessarios para a subclonagem em plasmideos e expressao.

As sequéncias antigénicas obtidas foram otimizadas para a expressao em

Escherichia coli e em caso de antigenos consenso também para levedura, atraves
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do algoritmo genético do programa LETO 1.0 (Entelechon®) ou foi realizado pela
empresa que os sintetizou. O intuito foi aumentar a eficiéncia de traducdo, a
estabilidade de RNA e assim melhorar a expressdo da proteina nos sitemas de
expressdo. Na otimizacdo foram incluidos parametros para modificacdo da
sequéncia nativa, como cédon usage, estrutura secundaria do mRNA, distribuicéo
do conteudo de GC e sitios internos de restricdo. Estas modificacdes sao realizadas
por mutacdes pontuais silenciosas. Os sitios flanqueados nas sequéncias de DNA
dos antigenos foram blogqueados para nao ocorrer a otimizagao.

Em seguida as sequéncias de DNA foram enviadas para sintese comercial
(Geneart®/Alemanha ou Genescript®/EUA).
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5.2 Expressao em Sistema Eucarioto

5.2.1 Vetores de Expresséo e subclonagem

Para obter plasmideos que permitem a expresséo e secrecdo dos antigenos
em levedura foi usado o vetor pKLAC2 que nao contém um tag e pKLCF-C e —N que
contém um CBD-tag no C- ou N-terminal, respectivamente (ANEXO C).

Para subclonagem em vetor pKLAC2, os antigenos sintetizados e o vetor
foram cortados com as enzimas de restricdo Xhol (NEB®) e Ncol (NEB®) por 6h a
37°C. O vetor, adicionalmente, foi tratado por 30min com fosfatase alcalina (NEB®)
para defosforilizacdo dos terminais. Os fragmentos e o vetor linearizado foram
separados pelo 1-1.5% gel de agarose e purificados através do kit NucleoSpin
Extract Il (Machery-Nagel®). Em seguida uma reacdo de ligacdo usando insert
(antigeno) e vetor (pKLAC2) no ratio 1:1 e 3:1, com T4 DNA Ligase (Invitrogen®) por
16h a 16°C foi feito e no dia seguinte uma transformacao das rea¢des em E. coli
DH10B foi realizada. DNA plasmideal dos clones foi extraido no Miniprep com o
QiaprepSpin Kit (Qiagen®) e a obten¢do dos plasmideos certos verificados cortados
com enzimas de restri¢cao.

Para subclonagem em vetores pKLCF-C- ou —N foram construidos iniciadores
0S quais contém alguns nucleotideos especificos do antigeno, como também sitios
de restricdo e outros sitios necessarios para a subclonagem e expressao (Tabela 5).
Em seguida, foram feitas as PCR, usando antigenos consenso em vetor comercial
como molde e incluindo em concentracdes finais: 25pmol de iniciador 5" e 3", 1.5mM
MgCl,, 200uM dNTP’s, 1U proofreading Platinum Taqg HIFI (Invitrogen®). As reacdes
foram realizadas em maquina de PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf®) a 95°C
3min, 95°C 30seg — 60°C 30seg — 72°C 1 até 2.5min. (dependendo do tamanho do
produto) por 30 ciclos e um passo final a 72°C por 5min. O produto de PCR foi
separado por 1-1.5% gel de agarose e purificado seguindo o protocolo do kit
NucleoSpin Extract Il (Machery-Nagel®). Apés o produto de PCR foi ligado em vetor
pDRIVE/Qiagen PCR cloning Kit (Qiagen®) usufruindo os A-sobrepostos gerados
durante a PCR. As ligacfes foram transformadas em E. coli DH10B e estriada em
placas LB com Ampicilina de 50ug/ml com presenca de X-gal/IPTG para selecéo de
colonias beta-galactosidase negativas. Apos a verificacdo de clones por restricdo

com enzimas de restricdo e o sequenciamento com iniciadores (M13forward, reverso
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ou T7 promotor), os antigenos e vetores foram cortados com Notl e Stul para
subclonagem em pKLCF-N e Xhol e Sbfl para pKLCF-C e a ligacao realizada como

descrito acima.

Quadro 5- Lista de iniciadores construidos para sub

clonagem de antigenos em vetores pKLCF

Antigeno Sequéncia (5" - 3")
p24HIV1_N ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG CCTAGGACCCTGA
Forw terminal ATGCCTGGGTGAAGGTG
p24HIV1_N ACCGAGGCCTTICAACCACCAACACCTTGACAAGCTGTCATCA
Rev terminal TTTC
p24HIV1_C ACCG CCTAGGACCCTGAATGCCTGGGTGA
Forw terminal AGGTTGT
p24HIV1_C ACCGCCTGCAGGCTTGTCATCGTCATCACCACCAACACCTTG
Rev terminal ACAAGCTGTCATCATTTC
ENVHTLV1 N ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG ATGGGAAAATTCTT
Forw terminal GGCTACTTTGATAC
ENVHTLV1 N ACCGAGGCCTTICATAAACTACTCTCCGGATTGATCAAAGAGT
Rev terminal AGTGTGGG
ENVHTLV1 C ACCG ATGGGAAAATTCTTGGCTACTTTG
Forw Terminal
ENVHTLV1 C ACCGCCTGCAGGCTTGTCATCGTCATCACTACTCTCCGGATT
Rev Terminal GATCAAAGAGTAGTG
gpl120AHIV1_N ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG GTTTACTACGGAGT
Forw terminal CCCAGTTTGGAAAGAGGC
gp120AHIV1_N ACCGAGGCCTTICAGACCACTTGTCTTTTAGCTTTCGTTGGTG
Rev terminal CCACTCC
gp41AHIV1 N ACCGGCGGCCGCGATGACGATGACAAG TTGTTCTTGGGATT
Forw terminal TCTTGGAGCAGCAGGTAGC
gp41AHIV1 N ACCGAGGCCTTICATTTGGAAATATCAAACCAGTTCCACAAAG
Rev terminal AAGCCC

Fonte: a autora

Nota: (Forw) iniciador 5%, (Rev) iniciador reverso 3", (Azul) sitio para Notl, (Vermelha) sitio para
Enterokinase clivage side (DDDDK), (Verde) sitio para Stul, (Lilais) sitio par Xhol, (Laranja) sitio
KEX, (rosa) sitio para Sbfl, (Preto underline ) STOP cddon,;

5.2.2 Transformagéo das células de levedura K. lactis

Para a transformacdo dos antigenos em sistema de levedura foi seguido o
protocolo do kit comercial K. lactis Protein Expression Kit (NEB®). Os antigenos
foram inseridos no plasmideo de tal forma que a proteina expressa pode ser
secretada no meio da cultura.

Para conseguir a secrecédo, o antigeno tem que ser subclonado no vetor apos
do a-mating fator dominio (ingl. a-MF domain). Apos inser¢cdo do plasmideo no

genoma da levedura por recombinacdo homoéloga uma proteina de fusédo (antigeno e
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dominio a-MF) é expressa. Este dominio guia a proteina de fusdo pela via de

secrecdo da levedura (ingl. yeast secretion pathway) (Figura 24).

Figura 24- Processo de secrecao da proteina recombinante expre  ssa em K. lactis
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Fonte: New England Biolabs (2011)

Nota: A proteina recombinante (linha preta) contém apos expressdo um dominio a-MF (linha azul) no
seu N-terminal usada para entrada na membrana do reticulo endoplasmatico, onde a peptidase de
sinal (SP) corta e libera a proteina para ser guiada ao aparelho de golgi, onde a protease Kex corta e
libera a proteina para secrecéo.

Um peptideo de sinalizacdo presente no dominio direciona a translocacao
para o lumen do reticulo endoplasmatico (RE) e em seguida é removida por
peptidase de sinal (ingl. signal peptidase). Vesiculas de secrecdo transportam
depois a proteina de fusédo para o aparelho de Golgi onde a endoprotease Kex corta
o dominio a-MF. Isto leva a libertacdo da proteina antigénica que é transportada
novamente em vesiculas para a membrana plasmatica e secretada para o exterior

da célula.

5.2.2.1 Transformacao das células

Dois pg do plasmideo pKLAC2 ou pKLCF-C/N com antigeno subclonado
foram linearizados com 20U Sacll (NEB®) em volume de 50ul total por 2h a 37°C.

ApoOs controle de restricdo de uma aliquota em gel de agarose, o plasmideo foi
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purificado pelo Nucleo Spin Extract Il Kit (Machery-Nagel®). O vetor linearizado
forma apols transformacdo e insercdo no genoma da levedura um cassete de
expressdo. A expressdo € conduzida sob controle do K. lactis LAC4 promotor
(Figura 25).

Figura 2 5- Insercdo do plasmideo no genoma da levedura
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Fonte: New England Biolabs (2011)

Nota: A enzima de restricdo Sacll € usada para linearizar o plasmideo antes da transformagao, para conseguir a
insercdo pela recombinacdo homologa no genoma da levedura. Juntando as partes do promotor no plasmideo
com 0s no genoma, vai formar novamente um LAC4 promotor completo (5'e 3°), usado para expressao da
proteina desejada (nosso caso, 0 antigeno).

A insercao do vetor ocorre na regiao do promotor do LAC4 locus, dessa forma
destruindo o promotor presente no genoma da levedura. Todavia, o vetor contendo
partes modificadas do mesmo vetor que apos sua inser¢ao se juntam com esses do
genoma, formando assim novamente um promotor funcional.

Para a transformacgéo das leveduras, um tubo com 200ul K. lactis GG799
(NEB®) foi descongelado em gelo sob condicdo estéril no fluxo e misturado com
620ul tampao NEB do kit. Com esta mistura de células/tampao podem ser feitas até
8 transformacdes de antigenos diferentes. Assim 100ul das células/antigeno foram
transferidas para um novo tubo de Eppendorf e 120ng plasmideo linearizado
adicionado as células. Tudo foi incubado por 30 minutos na estufa a 30°C. Apds, um
choque térmico foi aplicado e as células incubadas por 1h a 37°C no banho Maria.
Em seqguida, as células foram centrifugadas a 7000rpm por 2 minutos e

resuspendidas para lavagem em 0.5ml meio YPGLU (10g Yeast extrato, 20g Bacto
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Peptone, 950ml ddH,O, autoclavagem por 20 min. 121°C, adicionado 50ml 40%
glucose estéril). Apds mais uma etapa de centrifugagéo, o pellet foi resuspendido em
1ml YPGLU, transferido para um tubo de vidro e incubado por 3-4h a 30°C sob
agitacdo a 200rpm num shaker. As células transformadas foram transferidas para
um tubo de Eppendorf, centrifugadas por 2 minutos a 7000 rpm, resuspendidas em
100ul 1xPBS estéril e plagueadas em placa YCB contendo 5mM Acetamide (15ml
1M Tris-HCL, 5.85g YCB Meédium powder (Kit), 10g Bacto Agar, 495ml ddH,0O,
autoclavado por 20min 121°C, baixar temperatura até 60°C, adicionado 5ml 100x
Acetamide Stock Solution (kit). Em seguida, as placas foram incubadas por 4 dias a
30°C.

A acetamida na placa é usada para selecdo positiva dos clones
transformados, fornecendo uma fonte de nitrogénio no meio minimo livre de
nitrogénio (ingl. nitrogen free-minimum medium), necessario para o crescimento das
células. O gene acetamidase (amdS), presente no vetor, codifica a acetamidase a
qual, apds a sua insercdo no genoma da levedura, € expressa. Essa € capaz de
quebrar a acetamida presente no agar para o aménio, usado como fonte de
nitrogénio. A vantagem deste método de selecdo é a possibilidade de enriquecer
populacbes de células que tém integradas mdultiplas copias do vetor e assim

produzem mais proteina recombinante.

5.2.2.2 Verificagéo da inser¢éo do plasmideo

Para verificar a recombinacdo homéloga dos plasmideos na levedura, cada colénia
selecionada foi inoculada em 20ml YPGLU com 2% Glucose e incubado pela noite a
30°C num shaker a 200rpm. No dia seguinte, o DNA foi isolado (Miniprep) da
seguinte maneira: a cultura foi concentrada por 2min a 3000rpm e o pellet transferido
em 1ml ddH,O para um tubo de 1.5ml Eppendorf. A centrifugacéo foi repetido e o
pellet resuspendido em 400ul tampdo SCE (1M Sorbitol, 0.1M NaAc, 60mM EDTA,
ph7) + 2ul Zymolase (200mg/ml 1M Sorbitol) + 1.5ul B-mercaptoetanol e incubado
por 1h a 37°C. Os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 10 minutos e o pellet
usado para seguir o protocolo do Kit QIAprep Miniprep Spin (Qiagen®). Assim o
pellet foi resuspendido em 300ul tampé&o P1 + 300 pl tamp&o P2 incubado por 3-
5min. O mix foi neutralizado com 420 pl tampéo N3 e centrifugado a 10.000 rpm por

10min. O sobrenadante foi aplicado numa coluna do kit, centrifugado por 1min a
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10.000 rpm e lavado 1x com 0.5ml tamp&o PB e 1x com 0.75ml tampéao PE. Em
seguida, a coluna foi transferido para um tubo fresco de Eppendorf e o DNA da
levedura eluido com 30 pl ddH,O. Para verificar a presenca e pureza do DNA 3 pl
foram usados para correr um gel de agarose a 1% e 1 pl para quantificacdo no
espectrofotometro NanoDrop (Implen®).

Para verificacdo da integracdo e da integracdo multipla foram feitos reacdes
de PCR. Em volume de 20ul foram juntados 80ng de DNA extraido, 1ul de cada
iniciador (10x Integration Primer 1 + 2 ou 10x Integration primer 2 + 3) com
concentragdes finais de 1.5mM MgCl,, 200uM dNTP’s, 1x tampao de polimerase e
1U Tag DNA polimerase (Invitrogen®). A reacao foi realizada em Mastercycler
Gradient (Eppendorf®) a 95°C 3min, 95°C 1min — 58°C 1min — 72°C 2min por 28X,
72°C 5min. Em seguida, 10ul da reacao foi corrida num 1% gel de agarose, corado
com brometo de etideo. Os iniciadores fazem parte do kit e sdo construidos da
seguinte forma (Figura 26): durante a integracao simples do vetor no genoma da
levedura, o promotor LAC4 é formado por uma parte 5°'do genoma da levedura e
uma parte 3" do vetor. O Integration Primer 1 se encontra na parte 5" e o Integration
primer 2 no parte 3" do promotor, gerando assim um produto de PCR com tamanho
de 2.4kb. Durante a integracdo multipla, varios vetores sao inseridos um atras do
outro no mesmo local, assim formando também um promotor interno, consistente por
partes 5" e 3" do vetor. A parte 5° vem do primeiro vetor integrado e a parte 3" do
vetor inserido em seguida. O Integration primer 3 é localizada no parte 5° do
promotor vetorial, gerando um produto de PCR com Integration primer 2 no tamanho
de 2.3kb.
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Figura 26 . Localizacdo dos iniciadores para  verificacdo da Integracdo pela PCR
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Fonte: New England Biolabs (2011)

Nota: A figura mostra o cassete de expressédo (azul) usado para a integracdo no LAC4 promotor do
genoma da levedura (preto). Sinalizado é o posicionamento dos iniciadores (primers) para verificar a
integracdo simples ou miltipla do cassete de expressao, utilizando primer 1 e 2 ou 3 e 2,
respectivamente.
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5.2.3 Expressao e Purificagao de proteinas

5.2.3.1 Expressao em Mini- e Midiescala

Para melhor identificacdo, colbnias individuais foram selecionadas e
transferidas, de modo ordenado, para uma nova placa e incubadas por mais 1-2 dias
a 30°C na estufa. Usando uma ponteira, as colbnias foram inoculadas em 2ml
YPGLU, incubadas o.n. a 30°C num shaker e no dia seguinte um estoque de glicerol
feito usando uma solucdo de 20% glicerol estéril. De acordo com o protocolo do kit
para a expressdo, também estas colbnias individuais foram inoculadas em 2ml
YPGAL (10g Yeast extract, 20g Bacto Peptone, 950m| ddH,O, autoclavagem por 20
min 121°C, adicionado 50ml 40% galactose estéril) e incubados por 2 dias a 30°C
num shaker com 200rpm velocidade, até uma densidade 6tica ODggo >30. Um ml da
cultura foi transferido num tubo de Eppendorf, centrifugado por 30seg e o
sobrenadante avaliado em 15-20% SDS-PAGE.

5.2.3.2 Crescimento com inibidores e albumina

Na expressao de proteinas recombinantes em outras cepas de levedura como
Pichia pastoris, foram descritos problemas com a protedlise. Uma das estratégias
para modificar este problema foi o uso de inibidores de protease no meio de cultura
(JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007), como também o uso de albumina,
conhecida em reduzir as atividades das proteases (WWW.PIERCENET.COM). Para
testar a influéncia de inibidores de protease e a albumina na expressdo das
proteinas em K. lactis foi crescido um clone com pKLAC2-p24HIV1 em 5ml meio
liquido YPGAL 2% (1) por 2 dias a 30°C num shaker, adicionando 200ul 25x

Inibidores de Protease (Roche®), 0.1% ou 0.5% albumina bovina (Sigma®).

5.2.3.3 Teste de concentracdo e tempo de incubagéo com Galactose

Mostrou-se que a expressao de algumas proteinas em levedura K. marxiamus
depende da concentracdo da Galactose. Foi observada uma reducdo da expresséo
qguando concentracdes altas de Galactose foram utilizadas (GONDIM MARTINS et

al., 2002). Assim foram testados a concentracdo e o tempo de indugdo com
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Galactose na expressao das proteinas com K. lactis. Foi feito um time course de
15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h e 48h com concentracfes de Galactose a 2%,
0.2%, 0.02% e 0.002% em meio YP.

5.2.3.4 Teste de temperatura e uso de EDTA

Temperaturas altas de cultivo de levedura sdo conhecidas por induzir morte celular e
aumento de atividades proteoliticas. Assim ao contrario, baixando a temperatura ha
uma estabilidade maior de proteinas recombinantes, liberacdo de menos proteases
e diminuicdo de dobramento incorreta de proteinas (ZHANG, 2007). Assim foram
avaliados a temperatura de crescimento a 30°C e a 23°C com concentracdo de
Galactose de 2% por 2 dias e 0.2% por 2h. Sobretudo, a acumulacdo de proteinas
pode ser evitada e aumentando a inducdo de 3-5x, usando 5mM EDTA no meio de
cultura (ZHANG, 2007). Assim, o efeito de EDTA no meio da cultura YP no sistema
K. lactis foi testado.

5.2.3.5 Teste de pH em meio de cultura (YP)

A observacao de uma atividade mais baixa de proteases em meio de cultura
com pH baixo e a capacidade da levedura P. pastoris crescer sob pH 3-7 (ZHANG et
al., 2007), levou a testar o pH no meio de cultura para crescimento de K. lactis.
Assim foi feito um time course (15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h e 48h) a 30°C,
a200rpm, num shaker, usando 2% e 0.2% de Galactose em meio YP de pH 7,5, 4 e
3. Para ajustar o pH do meio foi usado a 85% solucédo de H3PO,4 antes da incubacéo
(JAHIC et al., 2003).

5.2.3.6 Teste do tipo de meio de cultura (YNB, YLU)

A combinacdo do contetdo do meio de cultura de levedura pode influenciar o
crescimento celular e a viabilidade ou a secrecéo de proteases extracelulares. O uso
de peptona ou casamino acido no meio de cultura pode agir como substrato da
competicdo para proteases e assim reprimir a protedlise (ZHANG et al., 2007).
Sobretudo, a falta de nitrogénio no meio da cultura, pode levar ao aumento de

atividade de proteases (comunicacdo pessoal com Dr. Marco Morais/Genética,
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UFPE). Também em K. lactis, foi reportado o uso de meios diferentes para aumentar
a expressdo de proteinas recombinantes de até duas vezes (YIN et al., 2010). Assim
foram cultivados a 30°C, a 200rpm, num shaker o clone pKLAC2-p24HIV1 em YNB
(0.67% Yeast Nitrogen base powder, 2% Peptona) ou YLU (1.2% Yeast extrato,
0.5% Urea) usando 2%, 0.2%, 0.02% ou 0.002% de Galactose por 15min, 30min, 1h,
2h, 4h, 8h, 24h e 48h.

5.2.3.7 Concentracdo com PEGg3s0

Seiscentos mililitros de meio de cultura YPGAL a 2% foram inoculados com K.
lactis transformado por p24HIV1 e incubado a 200rpm num shaker por 2 dias a
30°C, chegando a uma densidade o¢tica de (ODegno) de 55. O protocolo a seguir foi
realizado de SIMARD et al., (2001). A cultura foi centrifugada por 5 minutos a
5000rpm, 200ml sobrenadante misturado com 15%, 30% ou 60% PEGz335 em 0.4M
NACL para obter concentracdes finais de PEGszso de 5%, 10% e 20%
respectivamente e incubado por 6h sob agitacdo a 4°C. Em seguida o PEG foi
concentrado pela centrifugacdo a 2000 rpm por 20 minutos, o tubo invertido num
papel toalha para secagem por 5-10 minutos e em seguida dissolvido em 2ml
PBS/0.15M NACL + inibidores de protease (Roche®). Tubos de dialise (MW 12.000-
14.000, Sigma-Aldrich®) foram preparados por aquecimento a 60°C em 0.1M Sdédio
bicarbonato/0.01M EDTA pH7 e a mistura PEG transferido para didlise em 2L agua
Milli-Q (Millipore®) overnight a 4°C. No dia seguinte a agua foi trocada cada 2h por
mais 2x e substituido por 1xPBS por 5h. O tubo de dialise em seguida foi colocado
por 15 minutos numa camada de PEGasso para reduzir o volume do liquido e o
liquido transferido para um tubo fresco de Falcon (LI et al., 2011; SHARMA et al.,
2004).

5.2.3.8 Concentragéo por Chitin Beads

Para a concentracdo dos antigenos no vetor pKLCF-C ou pKLCF-N, as
leveduras foram incubadas em 10ml meio YPGAL 2% em Erlenmeyer de 100ml por
2 dias a 30°C. Ao longo do procedimento foram tirados diferentes controles para
detectar uma eventual perda da amostra (pellet, flow through, lavagem, resina). As

células foram separadas do sobrenadante por centrifugacdo a 3000rpm por 5min e o
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pellet guardado como controle pellet. Ao mesmo tempo, 500ul de Chitin Beads foram
lavados 3x com 1ml 10mM Tris pH7.4, adicionado ao 5ml sobrenadante da cultura e
incubado sob agitacdo lenta em temperatura ambiental por 1h. A mistura foi aplicada
em uma coluna Poly-prep (BioRad®), coletando uma aliquota do liquido que passou
pela coluna, como controle FT (ingl. Flow through). A coluna foi lavada 3x com 1ml
10mM Tris pH7.4, a terceira lavagem foi coletada como controle primeira LAV
(lavagem) e apds mais duas lavagem com 1ml H,O como controle segunda LAV.
Para a eluicdo, trés tubos de Eppendorf foram preparados com 100ul de tampéao
Neutralizante (1M Tris pH7.4) e as amostras eluidas 3x diretamente nos tubos preé-
preparos com 500ul 20mM NaOH, sendo eluato |, 1l e 111

5.3 Expressao em Sistema Procarioto

5.3.1 Vetores de Expressao e subclonagem

Para obter plasmideos que permitem a expressao de antigenos em bactéria
com uma cauda de histidina (HIS-tag) no N-terminal foi usado o vetor pRSETA para
cauda de histidina no C-terminal o pET21d e o pET28a para N- e C-terminal
dependendo da estratégia de restricdo escolhida (ANEXO D).

Os antigenos sintetizados comercialmente e os vetores foram cortados com as
enzimas de restricdo necessarios para subclonagem:

PRSETA:Spel/Ncol (NEB®) e Nhel/Ncol (NEB®), respectivamente

pET21d: Xhol/Notl (NEB®) e Sall/Notl (NEB®), respectivamente

pET28a: BAmMHI e Hindlll (N-terminal HIS) Ncol e EcoRI (C-terminal HIS)
por 6h a 37°C, os fragmentos e o vetor linearizados separados pelo 1-1.5% gel de
agarose e purificados através do kit NucleoSpin Extract Il (Machery-Nagel®). Em
seguida foi realizada uma reacdo de ligacdo usando o insert (antigeno) e o vetor
(PRSETA) no ratio 1:1 e 3:1, com T4 DNA Ligase (Invitrogen®) por 16h a 16°C. No
dia seguinte foi realizada uma transformacao das reagdes em E. coli DH10B. Alguns
clones obtidos foram usados para extrair Miniprep-DNA com QiaprepSpin Kit
(Qiagen®) e verificar os clones certos pela restricdo com enzimas.

Para gerar os antigenos consenso sem regiao trans-membrana com HIS-tag
no N-terminal, foram construidos iniciadores (Tabela 6) contendo os sitios de

restricdo necessarios para subclonagem e um STOP cédon. A PCR foi realizada
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usando os antigenos consenso em vetor comercial como template, e incluindo em
concentracdes finais 25pmol de iniciador forward e reverse, 1.5mM MgCl,, 200uM
dNTP’s, 1U proofreading Platinum Taq HIFI (Invitrogen®). As reacdes foram
realizadas em maquina de PCR Mastercycler Gradient (Eppendorf®) a 95°C 3min,
95°C 30seg — 58°C 30seg — 72°C 1 até 2.5min (dependendo do tamanho do
produto) por 30 ciclos e um passo final a 72°C por 5min.

Os produtos foram purificados em 1.5% gel de agarose e subclonados em
vetor pDRIVE (Quiagen®). Apos extracdo de DNA plasmidial, os clones obtidos
foram verificados com enzimas de restricdo e sequenciamento. Os insertos e o vetor
pET28a foram cortados com BamHI e Hindlll e a ligagao feita do mesmo modo como

descrito acima no uso de outros vetores.

Quadro 6- Iniciadores construidos para subclonagem de antigenos em vetor pET28/21 ou

pET21a.
Antigeno sequénciab” - 3

Forw: ACCGGGATCCGTTTACTACGGAGTCCCAGTTTGGAAAGAGGC
gp120AHIV1 Rev: ACCGAAGCTTTCAGACCACTTGTCTTTTAGCTTTCGTTGGTGCC

Forw: ACCGGGATCCTTGTTCTTGGGATTTCTTGGAGCAGCAGGTAGC
gp41AHIV1 Rev: ACCGAAGCTTTCATTTGGAAATATCAAACCAGTTCCACAAAGAAGCCC

Forw: ACCGGGATCCCCAACTTGGAAGAATGCAACAATTCCATTG
gpl125AHIV2 Rev: ACCGAAGCTTTCATCTGGTATGTCTTCCATGTGCAGAAGAG

Forw: ACCGGGATCCAGATTGAGGAAAGGTTACAGACCTGTTTTC
gp36AHIV2 Rev: ACCGAAGCTTTCAAGCAATTTCAGCACCCTGTCTGATTCTTC

Forw: ACCGGGATCCACAGTCTCAGCACAGTCTCGTACTCTTTTG
gp36 AinternoHIV2 | Rev: ACCGAAGCTT TTGAATGTATTTCACCCAACTGGTCAAATC
Forw: ACCGGGATCCTCTCCTTCCTGTTGCACTTTGACTGTTGG
gp46 AHTLV1 Rev: ACCGAAGCTT TGAACCCAACGTCGGCACTGGTGACAAGGA
Forw: ACCGGGATCCAGGATTACTGGTTCCATGAGCTTGGCTTCT
gp21 AHTLV1 Rev: ACCGAAGCTT AATGCTTCCCTAGCCCACTGGCTCAGACCC
Forw: ACCGCCATGGCTATCGCTCAGTATGCTGCACAGA
gp21AHTLV1 2 Rev: ACCGCTCGAGGAAAACTCTGTTTTCCAATGGAGG

Forw: ACCGGGATCCTGTACTCTTACAATCGGTATCTCATCCTAT
gp52 AHTLV2 Rev: ACCGAAGCTT AGTTGCTGGTGGTGGAACCGGAGCTAATGA
Forw: ACCGCCATGGATGAGCACGAATCCTAAACCTCAA

HCV CORE 1-117 | Rev: ACCGCTCGAGACGCGACCTACGCCGGGGGTCCGT

Fonte: a autora

Nota: (Forw) iniciador 5°, (Rev) iniciador reverso 3°, (vermelho no Forw) sitio para BamHI, (vermelho
no Rev) sitio para Hindlll, (verde) cédon; (azul no Forw) sitio para Ncol, (azul no Rev) sitio para
Xhol
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5.3.1.1 Sequenciamento das construcdes

O sequenciamento de construcdes de antigenos em vetor de subclonagem
(pDRIVE) foi feito no Servico de Plataforma Tecnoldgica do CPgAM. DNA (10-40ng)
dos plasmideos foi usado com 3.2 pmol do primer M13Rev ou M13For (Tabela 7),
0.5ul Big Dye, 1ul Save Money Tampéo e H,0 adicionada para volume de 10ul. A
reacao foi incubada por 2minutos 92°C e em seguida 40 ciclos de: 92°C 15seg —
55°C 10seg — 60°C 4min e analisada no sequenciador ABI PRISM 3100 (Applied

Biosystems®).

Quadro 7. Iniciadores usados para o sequenciamento

M13 Rev 5' AACAGCTATGACCATG 3

M13 Forw 5' GTAAAACGACGGCCAGT &

Fonte: a autora
Nota: (Rev) iniciador reverso 3", (Forw) iniciador 5

5.3.2 Transformacao das células bacterianas E. coli

Os plasmideos com os antigenos recombinantes foram transformados em E.
coli, cepa BL21 Star (Invitrogen®) usando o método do choque térmico e
plagueados em agar seletivo LB com 50ug/ml Ampicilina (vetor: pPRSETA, pET21) ou
30ug/ml Kanamicina (vetor: pET28a).

5.3.3 Expresséo e Purificagédo das proteinas

5.3.3.1 Expressao em Miniescala

Para pré-teste (pequena escala), colénias foram inoculadas o.n. & 37°C e no
dia seguinte 100ul da cultura transferida em 4ml meio LB com Ampicilina ou
Kanamicina, crescendo até ODggp de 0.5. Apés, 1ml foi transferido para um novo
tubo e incubado com e sem 1mM IsoPropil-beta-D-TioGalactopiranosideo(IPTG) por
4h a 30°C. Em seguida a cultura foi transferida para um tubo de Eppendorf,

centrifugada e o pellet ressuspendido em 100ul 1x PBS + 4ul 25x Inibidores de
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Protease (Roche®). Para verificar a expressao, 20ul foram misturados com 20ul
2xLaemli, aquecido a 95°C por 10 min. e 10-20ul separado no 15% SDS-PAGE.
Apos corrida, o gel foi corado em Azul de Coomasie (veja receita pg. 101)

5.3.3.2 Expressao em Midi- e Larga escala

Para expressdo em midi ou larga escala 20 ou 40 ml de meio LB, contendo
Ampicilina ou Kanamicina, foram inoculadas com BL21 transformadas com
plasmideos e crescidas o0.n. a 37°C. No dia seguinte, foram misturados com 200ml|
ou 400ml, respectivamente e deixado crescer dependendo do experimento até ODggo
de 0.5 ou 0.8. A inducéo foi feita com IPTG em concentragbes de 0.5mM por 4h ou
0.3mM por 2h a 30°C ou 25°C.

5.3.3.3 Purificacdo sem uréia e Resina de Niquel

Para a purificacdo de antigenos com cauda de histidina, uma cultura de
bactéria em midi ou larga escala foi usada. Apés inducdo a cultura foi precipitada
através da centrifugacdo a 5000rpm por 10minutos a 4°C. A purificagéo foi feita para
alguns antigenos com tampéo a base de NaH,PO,4 ou com base em Tris. O pellet foi
resuspendido em 10ml (midi escala) ou 20ml (larga escala) tampao A (50mM
NaH,PO, ou 50mM Tris, 300mM NACL, 20mM Imidazol, pH8). O conteudo foi
transferido para um béquer de vidro em gelo e sonicado por 6 pulsos a 30seg com
intervalo de 59seg. Logo apéds, foi transferido num tubo de GSA e 100-200ul de
Triton-X foi adicionado. O tubo foi centrifugado a 10.000 rpm, 4°C por 10 minutos. O
pellet foi usado como controle pellet e resuspendido em 300ul Laemli. O
sobrenadante foi resuspendido com 200ul resina NI-NTA (Qiagen®) anteriormente
equilibrada e lavada 3x com 10ml tampéao A. Tudo foi deixado sob agitacao por 1h a
4°C. Em seguida, a mistura foi centrifugada e 100ul do sobrenadante usado como
controle Flowthrough (FT). O pellet, contendo a resina, foi transferido para um tubo
de Eppendorf e submetido a cinco lavagens com tampéao B gelado (50mM NaH,PO,4
ou 50mM Tris, 300mM NACL, 40mM Imidazol, pH8). A ultima lavagem foi deixada
por 5 min. sob agitacdo a 4°C e 100ul do sobrenadante usado como controle LAV.
Para eluir a proteina da resina foram usados 2x 300ul tampéo C (50mM NaH,PO, ou
50mM Tris, 300mM NACL, 0.5M Imidazol pH8) e deixado por 30 minutos sob
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agitacdo a 4°C. Apos centrifugacdo a 5000rpm 4°C 2min, o eluato foi armazenado
em aliguotas, contendo inibidores de protease, a -20 e -80°C.

5.3.3.4 Purificagcdo com uréia e Resina de Niquel

A proteina pode ficar insolluvel, presa na fracdo solida da bactéria e assim
necessita uma purificacdo usando uréia (VALLEJO et al., 2004). O pellet bacteriano
usado para sonicar € resuspendido em PBS em vez de tampao A. Apoés
centrifugacdo das bactérias sonicadas, o sobrenadante foi descartado e o pellet
resuspendido em tampdo A com 8M ou 6M uréia e deixado o.n. sob agitacdo na
camara fria. No dia seguinte, a suspensao foi centrifugada a 10.000rpm por 10min,
4°C e o sobrenadante misturado com a resina. A purificacdo continuou da mesma
forma como descrito acima. Todavia, todos os tampdes (lavagem e eluicao) também
contém 8M ou 6M Ureia. Devido a uréia ter efeito desnaturante e precisar ser tirada
para renaturacdo da proteina, uma didlise € necessaria apds a purificacao
(VALLEJO et al., 2004)

5.3.3.5 Purificacdo pelo método: Matrix-assisted in vitro purification

O protocolo para esta técnica foi baseado em REHM et al., 2001, com
modificacdes de tal forma, que para a purificacdo dos corpos de incluséo foi usado o
nosso protocolo de estandard, com 8M uréia, descrito acima. A vantagem desse
método de purificacdo € que ndo necessita a dialise no final do procedimento.

Dez ml do sobrenadante contendo as nossas proteinas foram incubados por
1h com 500ul resina de Niquel. Apo6s, a resina foi aplicado num Poly-Prep
Chromatography Column (Bio-Rad®) e lavado, com 1ml de cada tamp&ao contendo
concentragbes de uréia diferente 6M (50mM Tris, 300mM NACL, 40mM Imidazol,
pH8), 4M, 2M, 1M, 0.5M (20mM Tris, 500mM NACL, pH 7.5) e sem uréia (50mM
Tris, 300mM NaCL, 40mM Imidazol, pH 8). Em seguida a coluna foi tampada, 200ul
tampao de eluicdo (50mM Tris, 300mM NACL, 0.5M Imidazol, pH8) aplicada e
incubada a 4°C por 30minutos. O conteudo foi coletado e mais 2x 200ul tampé&o de

eluicdo aplicada. A coleta foi feita instantanea, sem tempo de incubacéao.
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5.3.3.6 Didlise das proteinas

Apés purificagcdo com uréia, foram usados dois sistemas diferentes para dialise.

5.3.3.6.1 Método utilizacdo de detergente

Cem pl do primeiro eluato é diluido 1:20 com tampdo ASB (PBS e 0.1%
detergente ASB-14 (Sigma®) ) e transferido nos tubos de dialise antecipado
incubados em PBS por 5min. As proteinas sao dialisadas usando 0.5 litro/saquinho
em 1xPBS nao-esteril, sob agitacdo, na camara fria. O PBS € trocado 4 vezes a
cada 2 horas e inclui uma incubacao pela noite (ALLONSO et al., 2011)

5.3.3.6.2 Método acrescentar tampao para diluir a concentracdo de uréia

Para esta dialise foi usado 200ml do primeiro tampao (6M ureia, 20mM Hepes
pH7.9, 300mM KCL, 0.1%NP-40, 5mM MgCL;,, 10% glicerol, 1mM DTT) por tubo de
didlise, 2h 4°C sob agitador magnético. A cada 2h é acrescentado um segundo
tampdao (igual a buffer I mas sem uréia) resultando na diluicdo do primeiro tampao,
levando a concentragfes cada vez mais baixas de uréia. Foi adicionado o segundo
tampdo da seguinte forma: +35ml (=5M uréia) por 2h, + 50ml (= 4M uréia) por 2h,
+75ml (=3M uréia) por 2h, + 120m (= 2M uréia) por 2h. Depois foi tirado 250ml|
tampdao e adicionado 250ml segundo tamp&o novo (= 1M uréia), deixado o.n a 4°C.
No proximo dia, foi subtraido novamente 250ml do tampao e adicionado 250ml novo
segundo tampao (= 0.5M uréia) por 2h. Em seguida foi descartado todo o tampéo e
adicionado 500ml do segundo tamp&o (= OM uréia) por 1h. O ultimo passo foi
repetido. No final todo tampéo foi descartado e adicionado 500ml do terceiro tampao
(20mM Hepes pH 7.9, 100mM NaCL, 0.1% NP-40, 5mM MgCl,, 10% glicerol, 1mM
DTT) por 2h (http://www.embl.de/~zinzen/levinelab/protocols/Dialysis%20Protocol).

5.3.3.7 Concentragdo das proteinas

Apos dialise, o conteldo dos tubos precisava ser concentrado.
Para isto os tubos de dialise foram cobertos com acucar mascavo por cerca lhora,
sob refrigeracdo. Com este método € possivel reduzir o volume de 2ml para cerca

500-750ul. Outra técnica usada para os antigenos com baixa concentracao
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(gp46AHTLV1 e gp21AHTLV1) foi o uso de concentradores Vivaspin 6/10.000MW
(Santorius Stedim Biotech®), centrifugando o contetddo do tubo de dialise por ~20

minutos a 4000g.

5.4 Analise das proteinas

5.4.1 Quantificacao

A quantificacao foi feita através do método de densitometria ho SDS-PAGE
utiizando o programa Labworks. Num 15% SDS-PAGE foi aplicada 10ul das
amostras de proteinas recombinantes em tampéao de Laemli, ao lado de um padréo
de Albumina Sérica Bovina (BSA). A concentracdo do padrdo estoque era de
1pg/10pl Laemli a qual foi diluida serialmente para concentracdes fianais de 0.5ug,
0.25ug e 0.125ug. Apés a corrida, o gel foi corado em solucdo Azul de Coomasie
(pg. 101), colocado em cima de um transluminador de luz branca e a intensidade
das bandas determinada usando o Area Density Tool da software Labworks (UVP
Bioimaging Systems®). A quantidade da amostra foi obtida pelo célculo de todas as
concentracbes de BSA para 1pg. Sendo assim multiplicados o padréo 0.5ug por 2,
0.25ug por 4 e 0.125pug por 8. No final, tudo foi sumado e dividido por 4,
correspondendo a Y(= 1ug/ul) . Os valores das amostras obtidas, correspondendo

ao valor X, foram usados para calcular a concentracdo por regra de trés em pg/pl.

5.4.2 SDS-PAGE e WB

5.4.2.1 SDS-PAGE

O SDS-PAGE foi preparado em concentragdo de 12.5%, 15% ou 20% da
seguinte forma: 2 ml, 2.5 ml ou 3.3 ml de 30% Acrilamide/Bis (BIO-RAD®),
respectivamente foi misturado com 1.25 ml 1.5M Tris pH 8.8, 1.7 ml ddH,O, 50ul
10%SDS, 50ul 10% APS e 5ul Temed Ultrapure (Invitrogen®). O stacking gel foi feito
usando 1.25ml da mistura (3.32 ml 30% Acrilamide/Bis, 2.52 ml 1M Tris pH 6.8,
14.16 ml H,O) com 12.5ul 10% SDS, 12.5ul 10% APS e 1.25ul Temed. Para a
aplicacado das amostras, 10-20ul da amostra foi misturada com tampao Laemli (1ml
Tris pH 6.8, 0.3g DTT, 0.4g SDS, 2.5ml 87% Gilicerol, 0.003g Bromophenol Blue
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(Sigma®) ad 5ml volume total). Como peso molecular foi usado 5ul de 10-250kDa
Protein Ladder (NEB®), Benchmark (Invitrogen®) ou Color Plus Prestained Protein
Ladder (NEB®). O gel correu em 1x tampé&o de corrida (58g Glicina, 12g Tris Base,
2g SDS ad 2L) a 30mAmp por cerca de 1h a temperatura ambiente.

5.4.2.2 Western Blot

ApoOs SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose  0.45um  (Hybond ECL/Amersham®) ou PVDF  0.45um
(Immobilon/Millipore®) com um Semidry Blotter (BioRad®). O gel, membrana e filtros
foram umedecidos anteriormente em tampao de transferéncia (5.82g Tris Base,
2.93g Glicina, 3.75ml 10%SDS ad 800ml ddH,O) com 20% metanol e depois
juntados formando um sandwich entre o papel filtro — membrana — gel — papel filtro.
A transferéncia ocorreu a 25V por 30 minutos.

Em seguida, a membrana foi bloqgueada com 5% leite/PBS por 1h a
temperatura ambiente. O leite foi desprezado e a membrana incubada por 1h em
1%leite/PBS com 0.05% Tween20 junto com o primeiro anticorpo ou soro de

referéncia (Tabela 8).

Quadro 8- Dilui¢cdes dos anticorpos e soros usadas p ara WB.

Anticorpo/Soro Diluicdo de uso
coelho anti-p24HIVcompleto 1:500
soros humanos de referéncia HIV/HTLV 1:200 ou 1:500
mouse anti-histidina 1:2000

HRP mouse anti-humana 1gG (Zymed®)
Sheep anti-mouse IgG Peroxidase 1:10.000
(Sigma®)

Fonte: a autora

Nota: O anticorpo de coelho anti-p24HIV foi obtido “inhouse” em outros estudos; os soros de
referéncia foram usados na diluicdo 1:500 para HIV e 1:200 para HTLV, a partir de um pool de 10
soros individuais;
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Apbs trés lavagens a 10 minutos com 1x PBS/Tween20 0.05%, o segundo
anticorpo HRP-goat anti rabbit (Amersham®), HRP-sheep anti-mouse (Sigma®) ou
HRP-mouse anti-human IgG (Zymed®) foi colocado 1:10.000 em 1%
leite/PBS/Tween-20 por 1h a temperatura ambiental. A membrana foi lavada mais
trés vezes por 10 minutos com 1xPBS/Tween20 e incubada por 1 minuto com a
mistura das solucdes 1 e 2 do Immobilon Western-Chemiluminescent HRP substrate
(Millipore®). Para visualizacdo das bandas um filme Kodak foi colocado sobre a
membrana na camara escura e revelado através da incubacédo por 3 minutos em

solucdo Dektol, Interruptor (3% Acido Acético) e Fixador.

5.4.2.3 Coloragéo com Azul de Coomasie

Para visualizacdo das proteinas, o gel foi colocado por 15minutos em solugéo
de Coomasie (5g Coomasie Blue R 250, 450ml Metanol p.A, 100ml Acido Acético,
450ml ddH,0) e em seguida o excesso do corante tirado com solugdo Destain

(250ml Etanol, 70ml Acetic Acido, 680ml ddH,O) por cerca 1h, com varias trocas.
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5.4.3 ELISA

Numa placa de poliestereno EIA/RIA de 96 pocos half area (Costar®)
concentracfes de antigenos diferentes foram colocados em duplicata ou triplicata
(100ul/poco), para sensibilizar a placa durante a noite a 4°C em camara humida. As
quantidades de proteinas usadas primariamente para estabelecer as condigbes do
teste foram 1ug, 0.5ug, 0.25ug, 0.125ug e 0.06pg/poco. Essas foram feitas por
dilucbes serialmente em 0.1M Carbonato-Bicarbonato de sédio pH9.6. Como
controle do background (blank) foi usado pocos sem antigeno (somente tampéo de
diluicdo) e pogos com antigenos, mas sem uso de soros. No dia seguinte, a placa foi
lavada 5 vezes com PBS e em seguida bloqueada com 150ul/poco 4% BSA/PBS a
37°C por 1h. Apds cinco lavagens com PBS/Tween20 0.05%, 50ul de um pool de 10
soros (aleatoriamente escolhidos entre os soros de LACEN, para HIV e entre os
soros comerciais, para HTLV) diluido em 1% BSA/PBS para 1:500 (HIV) ou 1:200
(HTLV) foram colocados por poco e incubado por 1h a 37°C. As diluicbes testadas
inicialmente foram 1:100, 1:200 ou 1:500. Os soros usados eram de referéncia,
comprovadamente positivos ou negativos para os virus. Dessa forma, foram
avaliados a antigenicidade dos antigenos. Os pools de soros utilizados para outras
doencas (por exemplo, antigenos de HIV foram testados com soros de HTLV) foram
incluidos para visualizar uma possivel reatividade cruzada com anticorpos contra
virus da mesma familia. Logo apds, novamente cinco lavagens foram feitas com
PBS/Tween20 0.05% e 25ul de anticorpo camundongo HRP-IgG anti-humano diluido
em 1%BSA/PBS foi adicionado por poco. As diluicdes testadas inicialmente foram
1:2000, 1:5000 ou 1:10.000. Ap6és uma hora de incubacdo a 37°C, mais uma
lavagem completa de 5x foi realizada e 75ul da mistura do substrato A e B de BD
OptEIA™ Reagent Set (BD Biosciences Pharmingen®) adicionado. Isto leva a uma
reacdo colorimétrica visivel. ApGs cerca 5 minutos de incubacdo (dependendo da
intensidade da coloracéo), a reacao foi interrompida com 75l solucdo STOP (12.5%
Acido Fosférico). Em seguida, a intensidade otica foi determinada num Microplate
Reader (Bio-Rad®) a 450nm. Para interpretar os resultados foram subtraidos os
valores do blank dos valores obtidos nos pocos sensibilizados com antigeno e o

desvio padréo calculado usando o programa Excel.
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5.4.4 xMAPLuminex

5.4.4.1 Acoplamento de proteinas as microesferas

Independente do seu pl, foram testados para o acoplamento de cada proteina

tampdes de acoplamento com pH diferentes: 1xPBS (pH 7.2), 100mM MES (pH 6.5),
100mM NaHCOg3 (pH 8.0). 25ug/ml proteina foram usados em volume final de 100ul
tampéao de acoplamento.
As microesferas magnéticas foram homogeneizadas com o auxilio de um agitador
vortex e banho-sonicador 3x 30seg cada. Oitenta microlitro da solugcdo estoque
(12.500.000 microesferas/ml) correspondendo a um milhdo de microesferas foram
colocadas na placa de 96 pocos a ser utilizado no acoplamento. Em seguida, foram
lavadas 2x com 200ul de tampéao de ativagcdo. Em seguida foram adicionados 80ul
do tampéo de ativagdo e 10ul da solugao sulfo-NHS (50mg/ml) e 10ul da solucéo
EDC (50mg/ml), ambas preparadas frescas e homogeneizando com as
microesferas. A placa foi incubada por 20 minutos no escuro em temperatura
ambiente sob agitacdo de 250rpm. Em seguida a placa foi lavada 3x com o tampéo
de acoplamento. Depois a proteina, em volume de 100ul tampéo de acoplamento, foi
adicionada e incubada por 2h no escuro em 37°C sob agitagcédo a 250rpm. Depois, 0s
pocos da placa foram lavados 3x com tampdo de bloqueio, as microesferas
homogeneizadas em 200ul de tampao de bloqueio (1% BSA/PBS) e transferidas em
microtubo low-binding (USA_Scientific®).

5.4.4.2 Ensaio com soros e microesferas acopladas

As microesferas acopladas foram homogeneizadas com o auxilio de um
agitador vortex e banho-sonicador, 3x por 30 segundos.
Em seguida foram misturadas para volume total de 50ul/poco:
a) 2.500 beads;
b) 2% extrato de E. coli (estoque 10mg/ml; concentracao final 0.2mg/ml);
c) tampéao de ensaio PBS/TBN (1x PBS, 1%BSA, 250mM Tris-HCL pH 7.4,
0.02% Tween-20).
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A mistura foi homogeneizada novamente e 50pul transferida num pogo de
placa de 96-pocos, junto com 50pul da pré-diluicdo dos soros (1:100). Dessa forma, a
diluicao final do soro era de 1:200.

A placa foi incubada a 37°C por 15 minutos sob agitacao (300rpm) e abrigada
da luz, lavada 3x com 100ul tampéo de ensaio PBS/TBN e 100ul de uma diluigéo
1:1000 do segundo anticorpo PE anti-humana (conjugado com Ficoeritrina) por po¢o
foi adicionado.

ApoOs incubacado de 15 minutos a 37°C, sob agitacdo (300rpm) e abrigada da
luz, foi lavado 3x com sheath fluid (Luminex®) e ao final um volume de 100ul sheath
fluid deixado no poco para analise no IE Labscan 100/Luminex200. Para analise

foram lidas 100 microesferas de cada poco.

5.5 Anélises estatisticas

5.5.1 ELISA

Os gréficos e os testes de estatistica aplicados (ANOVA ou t teste e o valor p)
foram feitos usando o programa PRISM. O cut-off foi calculado como média de
triplicatas do controle negativo (soro comprovadamente negativo) mais 3 vezes o
desvio padrdo. O indice de cut-off foi calculado dividindo a media de triplicatas do

sinal utilizando soros comprovadamente positivo pelo cut-off.

5.5.2 xXMAPLuminex

Para calcular o cut-off, a sensibilidade, a especificidade, a exatiddo do teste e
o IC95, foi feito uma andlise ROC utilizando a intensidade dos sinais de
fluorescéncia (MFI) de 100 microesferas analisadas para cada soro e o programa
PRISM. ApoOs selecdo do cut-off apropriado (mostrando valores mais altos e
equilibrados entre sensibilidade e especificidade), as amostras foram apresentados

em forma de curva ROC e Scatter Plot para cada antigeno.
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5.6 Sorotecas

Painéis sorologicos nacionais e internacionais, contendo amostras

comprovadamente positivas e negativas, para 0s varios virus. Foram obtidos

comercialmente (Tabela 9) ou a partir de laboratérios de referéncia (LACEN/PE).

Quadro 9- Painéis soroldgicos nacionais e internaci

onais usados para o estudo.

. .. - Amostras Amostras
Painel positivo Laboratério/Empresa HIV-1 HIV-2
Anti-HIV-1 Seroconversion Panel Y  Boston Biomedica, Inc. 4 -
Anti-HIV-1/2 Qualification Panel Boston Biomedica, Inc. 3 1
Anti-HIV-1/2 Qualification Panel Se_r aCare Life 4 2
Sciences

Anti-HIV-1/2 Combo Performance SeraCare Life 7 6
Panel Sciences
Anti-HIV-1 Recife Lacen - PE 78 -
Total de amostras 96 9

. .. L Amostras Amostras

Painel positivo Laboratorio/Empresa HTLV-1 HTLV-2

Anti-HTLV-1/2 Mixed Titer SeraCare Life Sciences 6 7
Performance Panel
Anti-HTLV-1/2 Qualification Panel SeraCare Life Sciences 3 2
Anti-HTLV-1 Recife Lacen - PE 36 -
Total de amostras 45 9

Painel positivo Laboratorio/Empresa NETIETD 6

amostras

Anti-HCV Recife Lacen — PE 20
Total de amostras 20

Painel negativo Laboratorio/Empresa e el

amostras

HIV-1/2, HTLV-1/2, HCV Negativo Recife Lacen - PE 118
HIV-1/2, HTLV-1/2, HCV Negativo AEQ Ministério de Saude 230
Total de amostras 348

Fonte: a autora
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo utilizou principalmente antigenos sintéticos e ferramentas de
Bioinforméatica e Biologia Molecular.
Para avaliagdo das proteinas recombinantes foram usados soros de referéncias
comerciais como também os cedidos do Laboratério Central de Pernambuco
(LACEN-PE). Nao houve coleta nova de amostra de sangue. As amostras do
LACEN provem da demanda espontanea que foram estocadas apdés os testes
diagnaosticos realizados.

O presente trabalho teve a aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do
CPgAM (ANEXO A).
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7 RESULTADOS

Ao longo da execucao desta tese de doutorado foram obtidos 42 antigenos
recombinantes, 23 sendo de HIV, 14 de HTLV e 5 de HCV.
Para facilitar a interpretacdo dos resultados apresentados nas paginas seguintes, as
etapas para o desenvolvimento do trabalho se encontram esquematizadas na figura
27. A tabela 10 lista numa forma resumida, todos os antigenos construidos e a

tabela 10 mostra os antigenos com maior antigenicidade avaliado pelo WB, ELISA e
XMAPLuminex.

Figura 2 7- Esquematizacéo das etapas do trabalho.
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. d Construgdo
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Fonte: Dados da autora



Quadro 10- Resumo dos antigenos de HIV.
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(continua)
Sequéncias selecionadas Construcao Vetores de expressao Avaliacdo
Antigeno Tipo Tamanho Modelo Sequéncia | pRSETA pET21 pET28a pET28a pKLAC2 | pKLCF | Expresséo WB Sens
Espec
(kDa) (HIS-N) (HIS-C) (HIS-N) (HIS-C) (sem) (CBD) (BL21)

p24HIV1 capsideo 25 completa consenso . . . +++ . 97.4%
98.8%
p26HIV2 capsideo 25.4 completa consenso . . +++ . 100%
93.4%

p24HIV capsideo 12.5 hibrida consenso . . +4++ . 35%
hidr/hibri 75%

ENVHIV1 precursora 97 completo consenso . X ND ND

envelope

ENVHIV1hidr envelope 14.9 hidrofilica consenso . . +++ ND 62%
62%

ENVHIV2hidr envelope 18.3 hidrofilica consenso . . +++ ND 67%
86%

gpl120AHIV1 envelope 54 sem TM consenso . . ++ « | 80.8%
. 97.7%

gp41AHIV1 envelope 20 sem T™M consenso . ++ . 95%
. 99.7%

gpl25AHIV2 envelope 59.1 sem T™M consenso . X ND ND

gp36AHIV2 envelope 21.6 sem TM consenso . X ND ND
gp36Ainterno envelope 20.6 sem T™M consenso . + X AEA

HIV2

gp41 HIV1 (5.2) envelope 22 truncada cepaB . . X ND ND
gp41 HIV1 (5.3) envelope 22 truncada cepa BC . + X' | 100%
100%
gp4l HIV1 (5.4) envelope 22 truncada cepa BF . + X | 100%
95.5%
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Antigeno Tipo Tamanho Modelo Sequéncia | pRSETA | pET21 pET28a pET28a pKLAC2 | pKLCF | Expressdo | WB Sens
(HIS-N) | (HIS-C) | (HIS-N) (HIS-C) (sem) (CBD) (BL21) Espec
gp4l HIV1 (5.5) envelope 22 truncada cepa BF1 . + . 100%
96.3%
gp4l HIV1 (5.6) envelope 22 truncada cepa F1 . . X ND ND
gp4l HIV1 (5.7) envelope 22 truncada cepaC . + X | 97.4%
98.8%
gp41 HIV1 (5.8) envelope 22 truncada cepa D . . 100%
98.8%
gp4l HIV1(5.9) envelope 22 truncada cepa O . . AEA
gp41HIV1(5.10) envelope 22 truncada cepa . . X ND ND
02AG
gp41HIV1(5.11) envelope 22 truncada cepa U . . ++ AEA
gpl20gp4l envelope 42.9 truncada cepa B . + X 100%
HIV1(5.12) 97.8%
gp36HIV2 (6.1) envelope 21.8 completa cepa . . X ND ND

Fonte: a autora

Nota: As informacdes sobre todos os antigenos obtidos sao representados em forma resumida; (Antigeno ) nome dado; (Tipo) regido do genoma na qual o
antigeno foi baseado; (Tamanho ) tamanho da proteina codificada em kDa; (Modelo ) Tipo de construcédo, ver figura 31; (Sequéncia ) tipo de sequéncia usada

para construgao; (Vetores de expressdo, pontos pretos

) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos ) onde a expresséo foi alcancada;

(Expressao-BL21) em caso positivo: (+) nivel de expressao < 0.1mg/L; (++) nivel de expressao 1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nivel de expressao 0.4-10g/L; (X)
em caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) ndo determinado ; (Sens/Espec ) sensibilidade e especificidade determinada pelo
ensaio Luminex e calculada através de curvas ROC; (AEA) analise em andamento;
Observacdo: Subclonagem, expressao e avaliagdo ¢/ Luminex dos antigenos consenso HIV e HTLV em vetor pRSETA foram resultados apresentados na
Tese de Mestrado da aluna I. Vianna; todavia fizeram parte do projeto e foram incluidos na tabela e contagem dos antigenos construidos, para melhor
comparacao com outros antigenos construidos nesta tese).




Quadro 11- Resumo dos antigenos de HTLV.

107

Sequéncias selecionadas Construcao Vetores de expressao Avaliacédo
Antigeno Tipo Tamanho Modelo Sequéncia | pRSETA pET21 pET28a pET28a pKLAC2 pKLCF | Expresséo WB Sens/
Espec
(kDa) (HIS-N) | (HIS-C) (HIS-N) (HIS-C) (CBD) (BL21)
p24HTLV1 capsideo 22.9 completa consenso . +++ . 97%
93%
p24HTLV2 capsideo 22.9 completa consenso . +++ . 90%
80%
p24HTLV capsideo 11.2 hibrida consenso . +++ . 79%
hidr/hibri 37%
ENVHTLV1 precursora 56.1 completa consenso . . . X ND ND
envelope
ENVHTLV2 precursora 56.4 completa consenso . . X ND ND
envelope
ENVHTLV1 envelope 14.7 hidrofilica consenso . +++ ND 73%
hidr 93%
ENVHTLV2 envelope 14.7 hidrofilica consenso . +++ ND 100%
hidr 87%
gp46AHTLV1 envelope 35 completa consenso . + AEA
gp21AHTLV1 envelope 15.9 truncada consenso . . + X EA
gp21AHTLV1 envelope 7.5 truncada consenso . X ND ND
-2
gp52AHTLV2 envelope 35 completa consenso . + . 88.9%
69%
p19HTLV1 envelope 18 completa cepa . . X ND ND
(2.1)
gp21gp46 envelope 34.1 truncada cepa . + . 97%
HTLV1 (2.2) 72.9%
gp21gp46 envelope 34.4 truncada cepa . + . 66%
HTLV2 (3.1) 87%

Fonte: a autora

Nota: As informacdes sobre todos os antigenos obtidos sdo representados em forma resumida; (Antigeno) nome dado; (Tipo) regidgo do genoma na qual o
antigeno foi baseado; (Tamanho) tamanho da proteina codificada em kDa; (Modelo) Tipo de construcdo, ver figura 31; (Sequéncia) tipo de sequéncia usada
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para construcao; (Vetores de expressao, pontos pretos) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos) onde a expressao foi alcangada;
(Express@o-BL21) em caso positivo: (+) nivel de expressdo < 0.1mg/L; (++) nivel de expressdo 1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nivel de expressdo 0.4-10g/L; (X) em
caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) ndo determinado ; (Sens/Espec) sensibilidade e especificidade determinada pelo
ensaio Luminex e calculada através de curvas ROC; (AEA) andlise em andamento;
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Quadro 12- Resumo dos antigenos de HCV.

Sequéncias selecionadas Construcao Vetores de expressao Avaliacédo
Antigeno Tipo Tamanho Modelo Sequéncia | pRSETA | pET21 pET28a pET28a pKLAC2 | pKLCF | Expresséo WB Sens/
Espec
(kDa) (HIS-N) | (HIS-C) (HIS-N) (HIS-C) (CBD) (BL21)
E1-HCV envelope 22.9 completo consenso . . . X ND ND
E2-HCV envelope 40 completo consenso . . . X ND ND
E1/E2-HCV envelope 194 hidrofilica/ | consenso . . . X ND ND
hibrida

Core aal-169- capsideo 19.8 truncada consenso . . X ND ND
HCV
Core aal-117- capsideo 14.4 truncada consenso . . ++ . AEA
HCV

Fonte: a autora

Nota: As informacdes sobre todos os antigenos obtidos sao representados em forma resumida; (Antigeno ) nome dado; (Tipo) regido do genoma na qual o

antigeno foi baseado; (Tamanho ) tamanho da proteina codificada em kDa; (Modelo ) Tipo de construcéo, ver figura 31; (Sequéncia ) tipo de sequéncia usada

para construgao; (Vetores de expressdo, pontos pretos

) vetores onde os insertos foram clonados e (pontos vermelhos ) onde a expresséo foi alcancada;

(Expressao-BL21) em caso positivo: (+) nivel de expressao < 0.1mg/L; (++) nivel de expressao 1.5mg/L-80mg/L ; (+++) nivel de expressao 0.4-10g/L; (X)

em caso negativo; (WB) ponto indica a reatividade no Western Blot, (ND) ndo determinado ; (Sens/Espec ) sensibilidade e especificidade determinada pelo

ensaio

Luminex

e

calculada

através

de

curvas

ROC;

(AEA)

analise

em

andamento;
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Antigeno WB Indice Sensibilidade Especificidade AUC 1C95%
cut-
XMAPLuminex XMAPLuminex XMAPLuminex | xMAPLuminex
off ELISA
p24HIV1 R 19.2 97.4% 98.8% 97.2% 0.75-0.96
gp41AHIV1 R 54 95% 99.7% 97.3% 0.92-1.02
gpl20AHIV1 R 2.4 81% 97.7% 93.9% 0.86- 1.01
gp41HIV1 NR 24.1 100% 100% 100% 1.0-1.0
(5.3)
gp41HIV1 NR 3.1 100% 95.5% 99.5% 0.988-1.0
(5.4)
gp41HIV1 R 18.7 100% 96.3% 99.9% 0.993-1.0
(5.5)
gp41HIV1 NR 13.4 97.4% 98.8% 99.8% 0.997-1.0
(5.7)
gp41HIV1 R 20.3 100% 98.8% 99.9% 0.996-1.0
(5.8)
gp41HIV1 NR 13.6 AEA AEA AEA AEA
(5.9_C)
gp41HIV1 R 14.5 AEA AEA AEA AEA
(5.11_C)
gpl120gp41HIV1 NR 33.3 100% 97.8% 99.7% 0.991-1.0
(5.12)
gp36 Ainterno NR 2.7 AEA AEA AEA AEA
HIV2
p24HTLV1 R ND 97% 93% 97% -
gp21AHTLV1 NR 1.4 AEA AEA AEA AEA
HCV_Core 1-117 R 7.8 AEA AEA AEA AEA

Fonte: a autora

Nota: Na tabela se encontram listados os antigenos construidos e com melhor desempenho de
antigenicidade avaliado pelo WB, ELISA e xMAPLuminex; (NR) ndo reativo, (R) reativo, (ND) ndo
determinado, (AEA) analise em andamento, (-) sem informacao;
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7.1 Construgdes dos antigenos

Foram seguidas varias estratégias para a construcdo dos antigenos
supracitados, usando tanto sequéncias consenso como cepa especifica. Entre os
modelos de construgdo criados se encontram antigenos completos, truncados,
hibridos, hidrofilicos e glicoproteinas do envelope sem suas regifes

transmembranas (Figura 28).

Figura 28- Modelos usados para construcao dos antig  enos

Nde |
(ATG)

Sapl Notl Nco |
Hind I Xho | Spe | pl No co

Completa 5'——| Oz l— K — PROTEINA COMPLETA S l—— 3

—

Hidrof ilica 5 —w KEX J— HIDROU HIDROU HIDROU HIDRO ] M‘_ 3

Hibrida 5'_‘[ KOZAK h KEX ]_ﬁ VIRUS1 IGPGPGI VIRUS2 ] STOP I STOP ]'_ ¥
Nhel / Hindlll Kpnl / Xho |

Truncada 5 PROTEINA % cr bbo—on 3

BamH | Hind 1lI

Sem T™ 5 PROTEINA A I stop bouo-— %
Nco sI BamH | EcoR | Hind 11l

Cepa )

espec ifica 5 [ CcT PROTEINA CEPA ESPECIFICA CTGATAA |—— 3

Fonte: a autora
Nota: (Completa) uso da ORF completa; (Hidrofilica ) quatro regifes hidrofilicas do mesmo virus

intercaladas com espacador GPGPG nédo-imunogénico; (Hibrida ) construgdes hibridas utilizando uma
regido hidrofilica de cada cepa viral distinta; (Truncada ) proteinas expressas removendo possiveis
dominios negativos para a expressao; (Sem TM) glicoproteinas do envelope expressos sem suas
respectivas regides transmembranas; (Cepa especifica ) proteinas especificas de cepas virais
distintas; (Kozak) sitio de iniciacdo de traducao; (Kex) sitio de reconhecimento da protease Kex
presente em levedura; (Stop) Stop cddon. (CT e CTGATAA) nucleotideos incluidos na sequéncia

para manter as sequéncias de aminoacidos das proteinas em fase com o Tag-HIS de purificicagao.
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7.1.1 Antigenos consenso

Para a construgcdo dos antigenos consenso foram geradas sequéncias
consenso alinhando multiplas sequéncias de todos os virus descritos, principalmente
de isoladas do Brasil e/ou América Latina. Utilizando as sequéncias consensos
geradas, foram realizadas buscas por homologia no intuito de identificar sequéncias
circulantes com mais de 90% de homologia com o consenso. Estas sequéncias de
alta homologia foram utilizadas para as construcbes dos antigenos consenso
completas, truncadas, hidrofilicas e hibridas apresentadas na figura 27.
Os antigenos completos se constituem da ORF completa da proteina enquanto na
forma truncado foram deixados a parte alguns aminodacidos.

Os antigenos hidrofilicos foram constituidos de quatro regiées consideradas
hidrofilicas, determinadas utilizando o perfil de Kyte-Doolittle com tamanho de janela
5-7 aminoécidos, sendo intercaladas pela sequéncia de aminoacidos GPGPG para
evitar a formacédo de neo-epitopos, ndo especificos, pela fusdo direta das regides
hidrofilicas.

Os antigenos hidrofilicos/hibridos se constituem de uma mistura de
sequéncias de dois virus distintos. No nosso caso, foram geradas construcdes
codificando simultaneamente para HIV-1 e HIV-2 e para HTLV-1 e HTLV-2. Assim
como para os antigenos hidrofilicos, as constru¢cdes hibridas foram igualmente
intercaladas pela sequéncia de aminoacidos GPGPG.

As sequéncias definidas foram em seguida flanqueadas por sitios multiplos de
clonagem (5’- Hind Ill, Xho I, Nde |, Spe | e 3’ — Sap I, Not I, Nco I) ou simplesmente
(5"-Ncol e 3"-Xhol) permitindo a subclonagem em diferentes vetores de expressao.
As sequéncias obtidas foram submetidas a otimizacdo para expressao, utilizando
parametros como codon usage, estrutura secundaria de mRNA, distribuicdo e
contetudo de GC, presenca de sitios internos de restricdo. Apos sintese comercial,
as sequéncias artificiais foram subclonadas em vetores capazes de gerar antigenos

fusionados a uma cauda de histidina.
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7.1.2 Antigenos do envelope sem dominio trans-membrana (TM)

Para evitar uma possivel influéncia negativa de regides trans-membranas
durante a expressdo das proteinas e para gerar glicoproteinas individuais do
envelope, como estdo naturalmente presentes na particula viral apds processamento
das proteinas precursoras foram construidos antigenos do envelope sem suas
respectivas regides trans-membranas. Como modelo para as constru¢cdes foram
utilizados os antigenos consenso precursores completos: ENVHIV1, ENVHIV2,
ENVHTLV1 e ENVHTLV2.

Para determinar as regifes internas, de superficie e transmembranas dessas
proteinas, foi realizada inicialmente uma anélise usando o programa TMHMM 2.0
(Apéndice 3). Em seguida, foi realizada uma anélise com o programa Kyte Doolittle,
utilizando uma janela 19-21 aminoacidos, visando confirmar as localizacbes das
regides trans-membranas preditas.

Em uma outra etapa, foi realizada uma analise na literatura e no Protein Blast
Search de NCBI visando identificar as sequéncias protéicas individuais. Nesta etapa
também foram identificados as regides correspondentes aos epitopos
imunologicamente mais relevantes, visando a sua manuten¢ao nas sequéncias alvos
no intuito de preservar a imunoreatividade dos antigenos em gquestdo. Alguns
antigenos, como o gp36AinternoHIV2 por exemplo, demonstraram (de forma
inesperada) que sua regido mais imunogénica se encontrava em sua porcao interna
considerada hidrofilica.

Adicionalmente foram realizadas duas andlises estruturais com a colaboracéo
do Dr. Roberto Lins, do Laboratério de Quimica tedrica e computacional do
Departamento de Quimica Fundamental/lUFPE. As estruturas dos antigenos
gpl20AHIV1 e gp2lAHTLV1 foram analisadas utilizando como referéncia suas
estruturas cristalogréaficas, depositadas no protein data bank (www.rcsb.org). Foram
utilizados os programas VMD 1.91 e os pdb-files 3JWO.pdb para a gp1l20HIV1 e o
MG1l.pdb para a gp21HTLV1. A analise de gpl20HIV1 indicou, que a sequéncia
escolhida para gerar a proteina A, ndo ia interferir na formacdo correta da sua
estrutura e consequente dominios protéicos.

A andlise estrutural da sequéncia escolhida para gerar o antigeno
gp21AHTLV1 (aa 309-441) era necessario, devido ao resultado obtido no programa

TMHMM 2.0, em relagdo a identificagdo de suas regides trans-membranas.
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Utilizando a sequéncia completa de ENVHTLV1, foi identificada uma regido trans-
membrana proxima ao aa 450 e uma regido com alta hidrofobicidade, mas com
menor chance em ser uma regiao trans-membrana, entre os aa 300 e 350 (Figura
29A). Uma segunda analise, usando somente aa 309-441, aumentou a probabilidade
para 0.8 de ser uma regiao trans-membrana (Figura 29B). Dessa forma, esta regiao
podia interferir na expressdo e assim foi removida para a constru¢cdo do antigeno
gp21AHTLV1. Todavia, era necessario esclarecer, se a estrutura protéica iria ou néo

ser influenciada apos esta remocao.

Figura 29. Identificacdo dos dominios trans-membran  as de ENVHTLV1.
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Fonte: a autora

Nota: A.)) ENVHTLV1consensus (gp6l1): (colunas vermelhas) probabilidade em ser uma regido
trans-membrana, <1: com menos probabilidade, =1: com maior probabilidade, aa 442-464; (tracos
lilds) regido externa da proteina, sendo aa 1-441; (traco azul) regido interna da proteina, 465-487;

B.) aa 309-441 de gp21HTLV1 (traco lilas) toda a sequéncia representa uma regido externa da
proteina; Uma regido trans-membrana com alta probabilidade, ndo prevista anteriormente se mostrou
presente com probabilidade de 0.8 ap6s o refinamento da analise (coluna vermelha).

A andlise estrutural realizada pelo Dr. Roberto Lins, utilizando os aa 338-425
do pdb-file, demonstrou que os primeiros 33 aa desta sequéncia constituiam sua
regido hidrofébica, com um alto potencial hidrostatico. Através destas analises,

especulamos que esta regido provavelmente poderia  dificultar a

estabilidade/expressédo da referida proteina, sendo, portanto excluida (neste caso
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utilizamos apenas os aa 371-423 para subclonagem/expresséo). Desta forma, a
proteina composta de um lado hidrofobico e outro lado hidrofilico ndo tenderiam a se
oligomerizar, mas se fechar em si mesmo, permanecendo portanto em seu estado
soluvel.

A tabela 12 lista os resultados obtidos de acordo com as analises
supracitadas, e mostram as regides de aminoacidos selecionadas nas constru¢des
dos antigenos do envelope sem TM.

Para a obtencao destas construcoes, foram desenhados iniciadores (primers),
com a ajuda do programa APE Plasmid Editor, para amplificacdo das respectivas
regibes por PCR. Nestes iniciadores foram incluidos sitios especificos de restricdo e
STOP codons, visando a expressdo correta destas proteinas. ApOs o
sequenciamento dos respectivos produtos de PCR, os antigenos foram utilizados

nas etapas posteriores de subclonagem e expressao.
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Antigeno Selec¢do das regibes de Regibes trans- Regides dos epitopos
precursor glicoproteinas individuais membranas
gpl120A gp41A aa 21-43 aa 303-338 (V3loop)
ENVHIV1 (gp160) (aa 44-487) (aa 511-671) aa 672-694 (GORNY, 1993)
aa 553-565
aa 234-248, 296-337,
ENVHIV2 (gp140) gp125A gp36A 472-507
(aa 21-511) (aa 512-858) aa 7-29 (MANNERVIK, 1992;
aa 512-534 MARCELINO, 2006)
gp36Ainterno aa 679-701 aa 480-501
(aa 535-678) (ALCARO, 2003)
aa 581-605

(TIWARI, 2013)

ENVHTLV1 (gp61)

gp46A gp21A
(aa 23-308) (aa 333-441) aa 442-464
gp21A_2

(aa 371-423)

aa 187-199
(BABA, 1995)
aa 190-209
(PALKER, 1989)
aa 244-249 e aa 244-
257 (HORAL, 1991)
aa 296-312
(PALKER, 1989)
aa 361-404, aa 397-
430, aa 374-392
(LYNCH, 2006)

ENVHTLV2 (gp61)

gp21A aa 438-460
gp52A devido a alta
(aa 23-304) similaridade (85%)

com HTLV1 ndo
foi construido

aa 172-195, aa 185-208
(HORAL,1991)

Fonte: a autora

Nota: A selegdo das regides foi obtida a partir de andlises com o programa TMHMM 2.0 (detecgéo
das regides trans-membranas), NCBI Protein Blast Search e literatura cientifica. O gp21A_2 foi
construido a partir das analises estruturais supracitadas.
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7.1.3 Antigenos cepa-especificos

As construcdes cepa especificas foram definidas em colaboracdo com o Dr.
Nilson Zanchin do Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ-PR), utilizando sequéncias
cepa-especifica, publicadas em banco de dados ou descritas em artigos cientificos.
Para facilitar a analise e comparacgéo dos resultados, foram dado c6digos numéricos
a cada antigeno.

Os antigenos de HIV-1 consistem de proteinas gp4l dos 10 subtipos
circulantes no mundo (5.2) aa 533-689, (5.3) aa 524-679, (5.4) aa 507-662, (5.5) aa
531-686, (5.6) aa 517-672, (5.7) aa 519-674, (5.8) aa 523-678, (5.9) aa 543-691,
(5.10) aa 536-691, (5.11) aa 265-421), (5.12) proteina de fusédo contendo 171 aa de
gpl120 e 172 aa de gp4l (TALHA et al., 2011). Os de HIV-2 consistem da proteina
completa gp36 (6.1). Os antigenos de HTLV-1 consistem em uma proteina completa
pl9 aa 1-130 (2.1) e uma proteina de fusdo contendo fragmentos de gp21 e gp46 aa
165-440 (2.2). Os de HTLV-2 consistem de uma proteina de fusdo com o0s
fragmentos de gp21 e gp46 aa 161-436 (3.1).

Assim como descrito anteriormente, foram também incluidos sitios de
restricdo 5°e 3" flanqueando estas sequéncias, visando a expressdo das mesmas

em fusdo com caudas de histidinas N e/ou C terminais.
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7.2 Expressao em sistema eucariético de levedura (K. lactis )

Nos dois primeiros anos desta tese de doutorado foram realizadas extensivas
tentativas para a expressdo dos antigenos supracitados, em sistema de levedura
utilizando a levedura K. lactis. Este sistema foi escolhido devido as suas vantagens
em relacdo a capacidade de glicolisagdo e dobramento correto (pontes de
disulfideos realizadas em sistemas eucarioticos). Apesar de termos seguido todas as
recomendacdes do fabricante, e de inumeras adaptacbes/modificacbes de

protocolos entre elas:

a) Testar a intensidade do crescimento das culturas (ODgoo 50, 60, 70 e 90) e
sua influéncia na expressao;

b) Concentrar as proteinas expressas no sobrenadante com PEGgzso; (LI et al.,
2011, SHARMA et al., 2004);

c) Aumentar o nivel da expresséao testando diferentes concentracdes do indutor
Galactose (2%, 0.2%, 0.02%, 0.002%); (MARTINS et al., 2001, 2002);

d) Aumentar o nivel da expressdo testando diferentes tempos da inducéo
(15minutos, 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 8h, 24h, 48h); (MARTINS et al., 2001,
2002);

e) Diminuir a atividade de proteases utilizando albumina, EDTA ou inibidores de
protease no meio da cultura; (JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007);

f) Diminuir a atividade de proteases diminuindo a temperatura durante a indugéo
(23°C); (ZHANG et al., 2007);

g) Diminuir a atividade de proteases modificando o pH no meio da cultura (pH 7,
5, 4, 3); (JAHIC et al., 2003; ZHANG et al., 2007);

h) Usar outra fonte de nitrogénio, como Urea ou nitrogen base powder no meio
da cultura; (YIN et al., 2010; JAHIC et al., 2003);

i) Usar vetores de expressao diferentes, desenvolvidos nesta época e cedidos
pela empresa New England Biolabs (pKLAC2: sem tag, pKLCF-N ou —C: com
CBD-tag).



119

N&o obtivemos resultados satisfatorios em relacdo aos niveis finais de expressao
obtidos utilizando vetores diferentes no sistema de levedura. Apenas foi possivel
detectar em gel SDS-PAGE, corado com Azul de Comassie e apés purificagdo com
Chitin Beads (Figura 30, 31), o antigeno p24 de HIV-1 (previamente obtido, em
sistema procariotico, pela colaboradora e mestranda Isabelle Freire Tabosa Viana).
Comparando a eficiéncia dos antigenos p24 expressos em bactérias e levedura
guanto ao reconhecimento por soro comprovadamente positivo por HIV-1, néo
conseguimos identificar nenhum ganho em termos de sensibilidade/especificidade
do antigeno expresso em levedura (Figura 32). Considerando, tanto a dificuldade
encontrada em expressar no sistema eucariético, como a capacidade diagnéstica
nao ter sido considerada melhor que o do mesmo antigeno expresso em bactéria
decidimos utilizar apenas o sistema procariético, por ser mais simples e mais rapido
(considerando que consumimos 2 anos, desta tese, tentando padronizar o sistema
de levedura).

Figura 30- Expressao do antigeno p24HIV1completo em vetor pKLA  C2.

PM mAlE  p24Hive

{cn+ t:urm

a0 B iy,
36
22

Fonte: a autora
Nota: SDS-PAGE corado com Azul de Coomasie, (PM) Peso Molecular, (mAIE) controle positivo da
expressao, (retangulo ) indica expressao da proteina, Tamanho esperado: p24HIV1: 25kDa;
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Figura 31- Expressao do antigeno p24HIV1completo em vetor pKLC  F e purificagdo com Chitin
Beads.

P =M FT LAaMY Lav2 - Bl EIl ElNI
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Fonte: a autora

Nota: Gel de Poliacrilamida corado com Azul de Coomasie. p24HIV1completo (PM) Peso Molecular,
(SN) sobrenadante, (FT) Flow through, (LAV1) primeira lavagem, (LAV2) segunda lavagem, (El)
primeiro eluato, (Ell) segundo eluato, (Elll) terceiro eluato. (retdngulo ) indicando a expressdo da
proteina;

Figura 32- Comparacédo dos antigenos p24HIV1completo, expressos em bactéria e levedura, no
ELISA.

p24HIVicompleto

EE=g bactéria
=3 levedura

050250125006 1050.250.125 0.06
concentragao antigeno (ug)

Fonte: a autora

Nota: Teste realizado em duplicatas usando concentracfes diferentes da proteina p24HIV1completo
expressa em bactéria e levedura e pool de soros de referéncia HIV+; Concentracgéo do 2° anticorpo:
1:4000; (Eixo vertical ) densidade ¢tica, (Eixo horizontal ) quantidade de proteina recombinante em
micrograma, utilizada para sensibilizacdo da placa; Resultados expressos como média = desvio
padrdo, amostras foram analisadas estatisticamente pelo t teste p<0.0170;
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7.3 Expressao em sistema procarioto

Para a avaliacdo dos antigenos quanto a sua capacidade de ser reconhecidos
por soros de pacientes comprovadamente infectados com HIV/HTLV, através de
ensaios de ELISA e Luminex, todas as construgbes foram expressas em E. coli.
BL21 e expressdo em Mini- e Midiescala. Apresentados aqui estdo apenas as
proteinas exclusivamente construidas nesta tese ou proteinas que foram utilizadas

em posterior ensaio multiplex.

7.3.1 Teste de otimizacao para expressao

Devido ao alto background e dificuldade em identificar a expressao especifica
de algumas das proteinas, especialmente a dos antigenos cepa-especificos, foi
realizada uma padronizacao/otimizacao das condic¢des utilizando o antigeno 2.2.

Foram testadas as seguintes condi¢des: a densidade oética do crescimento
das bactérias antes da indugédo (ODgg 0.5 ou 0.8); concentracdo de IPTG (0.1mM
até 0.5mM); tempo de inducao (2h ou 4h); temperatura (25° ou 30°C). Em um gel de
poliacrilamida, por¢cdes do pellet das bactérias induzidas (e o primeiro eluato) foram
fracionadas e coradas com Azul de Coomasie (figura 33A). O poco 7 (condigao:
crescimento ODggo 0.8, indugdo com 0.3mM IPTG por 2h & 30°C) mostra no eluato
uma leve expressdo da proteina com tamanho esperado, todavia ainda em nivel
considerado baixo. A especificidade dessa proteina foi confirmada através de
ensaios de Western Blot utilizando anticorpo primério contra a cauda de histidina
anti-HIS anticorpo (Figura 33B). Nao obstante, o resultado demonstrou que a maioria
da referida proteina, em todas as condicOes testadas, permanece na sua forma
insolivel no pellet. As condicbes escolhidas, a partir destes resultados, foram:
crescimento da cultura antes da inducdo até ODggp 0.8, indugdo com 0.3mM IPTG
por 2 horas, a 30°C. Ressaltando a necessidade da purificacdo dos corpos de

inclusdo em condi¢cGes desnaturantes (utilizando uréia).
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Figura 33- Otimizacdo das condi¢des para expressao da proteina 2.2emBL21.
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Fonte: a autora

Nota: (A) Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; (B). Western Blot com anti-HIS
anticorpo; (PM) Peso Molecular, (1) pellet/ODgoo 0.5/0.5mM ITPG 4h 30°C, representando as
condicdes usadas nos primeiros testes, (2) pellet/ODgyo 0.8/0.1mM IPTG 2h 30°C, (3) Eluato I/ ODgyo
0.8/0.1mM IPTG 2h 30°C, (4) pellet/ODgyy 0.8/0.2mM IPTG 2h 30°C, (5) Eluato I/ODgy 0.8/0.2mM
IPTG 2h 30°C, (6) pellet/ODgy 0.8/0.3mM IPTG 2h 30°C, (7) Eluato 1/0ODggg 0.8/0.3mM IPTG 2h 30°C,
(8) pellet/ODgyy 0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (9) Eluato I/ODgyy 0.8/0.4mM IPTG 2h 30°C, (10)
pellet/ODgqp 0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (11) pellet/ODggo 0.8/0.5mM IPTG 2h 30°C, (12) pellet/ODgq
0.8/0.5mM IPTG 2h 25°C (13) Eluato I/ODgpg 0.8/0.5mM IPTG 2h 25°C; (retangulo ) indicando a
expresséao especifica do antigeno 2.2;

7.3.2 Purificagdo dos antigenos com resina de Niquel

Das proteinas expressas neste trabalho apenas as proteinas p24HIV1 e a
proteina HCV_Corel-117 foram expressas na sua forma soluvel (ndo sendo
necesséria a purificacdo de corpos de inclusdo em condi¢des desnaturantes). O gel
de poliacrilamida indicou uma leve expressédo de HCV_Corel-117, todavia boa parte
desta proteina permanece ligada a resina mesmo apo0s a sua eluicdo (Figura 34A).
Numa segunda etapa de purificacdo desta proteina foi entdo utilizado um tampé&o de
eluicdo com pH mais baixo (pH 4.5). Desta vez, a purificagdo resultou numa banda

mais intensa nos eluatos e uma resina mais limpa (Figura 34B).
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Figura 34- Expressao de HCV _Core 1-117.
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Fonte: a autora

Nota: 15% Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; A. usando tampéo de eluicdo pH8.0,
(PM) peso molecular, (pellet) pellet bacteriano apés sonicar, (FT) Flow Through, (LAV) lavagem, (EI)
primeiro eluato, (Ell) segundo eluato, (RES) resina. B. usando tampéao de eluicdo pH 4.5; (retangulo)
indica a expressao da proteina;

Um exemplo geral para o procedimento de avaliacdo da expressdao em
condi¢cOes desnaturantes € dado com a proteina gp41AHIV1.
A expressdo mostrou uma banda especifica apds inducdo, embora insoluvel (pellet),
indicando a presenca da proteina em corpos de inclusédo (Figura 35A). Para este fim,
0 uso de 8M Urea nos tampdes mostrou a purificacdo/eluicdo das proteinas (El e Ell)
(Figura 35B). Utilizando estas mesmas condi¢cdes de expressao/purificacdo, foram
também expressas e purificadas as seguintes proteinas abaixo, sem seus
respectivos dominios trans-membranas (dados nao mostrados), além das proteinas

cepa-especifica (Figura 36):
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a) gp4lAHIV1

b) gp120AHIV1 (com N- e C-terminal HIS tag)
c) gp36AinternoHIV2

d) gp46AHTLV1

e) gp52AHTLV2

f) gp21AHTLV1

Figura 35- Expressao de gp41 AHIV1 em condi¢Bes nativa e desnaturante .
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Fonte: a autora

Nota: 15% Gel de Poliacrilamida corado em Azul de Coomasie; A. Purificagdo sem uréia: Um clone
foi induzido (-) sem ou (+) com 0.5mM IPTG por 4h a 30°C; B. Purificagdo com uréia: Indugdo em
midiescala usando tampdes com 8M Urea. (retangulo vermelho) indicando a expressédo, (PM) Peso
Molecular; Depois de feita uma purificacdo em midiescala, mostrando a presenca da proteina
insolavel no (pellet) pellet, (FT) Flow Through, (LAV) lavagem, (El) primeira eluicdo, (Ell) segunda
eluicdo, (RES) Resina de Niquel; (retangulo) indicando a expresséo;



125

Figura 36- Purificacao dos antigenos cepa-especific  os.
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Fonte: a autora

Nota: Purificacdo das proteinas com 8M Ureia apos indugdo em midiescala com 0.3mM IPTG por 2h
a 30°C. Uma amostra foi corrida no 15% Gel de Poliacrilamida, incluindo os controles da purificagdo e
corado com Azul de Coomasie; (PM) peso Molecular; (FT) Flow Through; (LAV) lavagem; (El)
primeiro eluato; (Ell) segundo eluato; (RES) Resina ; (retangulo ) indica a expressao da proteina.

Devido a possibilidade que a cauda de histidina no N-terminal pudesse
influenciar negativamente na expresséao, os antigenos 2.1, 5.2, 5.6, 5.9, 5.10, 5.11,
6.1 foram também clonados no vetor de expressdo pET28a (que permite a
expressao dos mesmos fusionados a cauda de histidina C-terminal (Figura 37).
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Figura 37- Purificacdo dos antigenos 5.9 e 5.11 com histidina C -terminal.
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Fonte: a autora

Nota: Purificacdo das proteinas com 8M Ureia apos inducédo de midiescala com 0.3mM IPTG por 2h a
30°C. Uma amostra foi corrida no Gel de Poliacrilamida, incluindo os controles da purificacdo e
corado com Azul de Coomasie; (PM) peso Molecular; (FT) Flow Through; (LAV) lavagem; (El)
primeiro eluato; (Ell) segundo eluato; (RES) Resina ; (retangulo ) indica a expresséo da proteina.

7.3.3 Remocdo da uréia via matrix-assisted purification

No caso de algumas proteinas, na maioria glicoproteinas sem o dominio TM,
0 nivel de expresséo foi considerado muito baixo. Para evitar uma perda maior das
proteinas durante o processo de dialise, um procedimento necessario para a
remocdo da Urea da amostra, foi testada a matrix-assisted purification usando a
proteina gpl20AHIV1. Esta técnica, descrita no artigo de Rehm B.H.A. et al 2001,
permite tirar a uréia lentamente, através de lavagens da proteina ligada a resina de
niquel, usando tampdes de lavagem com concentracdes decrescente de uréia. A

figura 38 mostra a purificacdo de gp120AHIV1_N-terminal utilizando este método.
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Figura 38- Purificacdo da proteina gp120 AHIV1_ N utilizando o método Matrix -assisted in vitro
purification .
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Fonte: a autora

Nota: 15% Gel de poliacrilamida corado com Azul de Coomasie, (pellet) controle pellet, (FT) controle
Flow Through, (LAV) controle lavagem com tampdes de 8M-OM uréia, (El) primeiro eluato tampéao
pH8, (Ell) segundo eluato tampéo pH8, (Elll) terceiro eluato tampdo pH8, (EIV) quarto eluato tampéo
pH 4.5, (RES) resina, (retangulo ) indicando a purificagcdo da proteina; tamanho esperado: 54 kDa

7.4 Verificagao da anti genicidade

7.4.1 Western Blot

Para verificar a antigenicidade das proteinas expressas, inicialmente foram

realizados ensaios de Western Blot, usando anticorpos anti-HIS e pools de 10 soros
de referéncia positivos para HIV, HTLV ou HCV, respectivamente.
Os soros positivos para HIV e HCV foram cedidos pelo Laboratorio Central de
Pernambuco (LACEN-PE), sendo verificados através do ensaio comercial
ARCHITECT HIV Ag/Ab Combo (Abbott®) ou Combo HCV (Abbott®). Esse kit
permite a deteccdo dos antigenos p24 e anticorpos da classe IgG e IgM dos HIV1 e
HIV2, no mesmo teste, sem descriminar entre eles. Os soros positivos para HTLV
foram obtidos através de painéis soroldgicos comercialmente disponiveis.

A figura 39 demonstra a antigenicidade no WB com ~200ng de proteina, para
p24HIV1 e HCV_Corel-117, respectivamente.



Figura 39- Expresséo e antigenicidade de antigenos

consenso expressos em bacteria.
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Fonte: a autora

Nota: ApOs fracionamento em 15% gel de poliacriiamida as proteinas foram transferidas para
membrana de PVDF e utilizadas nos ensaios de WB; (A) p24HIV1, (B) HCV_Core 1-117; (anti-HIS)
WB com anticorpo anti-HIS monoclonal de camondongo, (soros) WB com pool de 10 soros de

referéncia positivo para HIV e HCV;

Os resultados obtidos para as proteinas sem

regido trans-membrana

demonstram a reatividade para todas as proteinas utilizando os anticorpos anti-HIS.

Entretanto também demonstram uma auséncia de reatividade com soros de

referéncia, para os antigenos gp36AinternoHIV2 e gp21AHTLV1 (Figura 40).
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Figura 40- Western Blot das proteinas do envelope s  em dominio trans-membrana.
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Fonte: a autora

Nota: Proteinas foram resolvidas em 15% gel de poliacrilamida e transferidas para membranas PVDF
para posteriores ensaios de WB; (anti-HIS) WB utilizando anticorpos contra a cauda de histidina;
(soros referéncia positivo ) WB usando um pool de soros comprovadamente positivo para todos os
virus;

Todas as proteinas cepa-especifica demonstraram bandas especificas
detectadas pelo anticorpo anti-HIS. Todavia, somente os antigenos 5.5, 5.8 e 5.11-C
demonstraram reatividade clara quando incubados com os soros de referéncia.
Numa primeira tentativa, os antigenos 2.2 e 3.1 também n&o demonstraram
reatividade no WB. Usando um segundo pool, com soros diferentes, o0s mesmos

antigenos foram desta vez detectados com sucesso (Figura 41).
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Figura 41- Western Blot dos antigenos cepa-especifi  cos.

54 55 58512 53 57 59.C 511.C 22 31
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Fonte: a autora
Nota: Revelacdo da membrana PVDF carregada com os antigenos cepa-especificos; (anti-HIS) WB

com anticorpo anti-histidina, (soros referéncia positivo ) WB com pool de 10 soros de referéncia
positivos para HIV ou HTLV, (5.9 C e 5.11_C) cauda de histidina C-terminal, (5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8,
5.12) proteinas do HIV, (2.2 e 3.1) proteinas do HTLV;
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7.4.2 ELISA

Os soros utilizados nos ensaios de ELISA foram os mesmos utilizados nos
ensaios de Western Blot. Apds pre-testes de ELISA, testando concentracoes
diferentes de cada antigeno e diluigcdes diferentes dos soros e do segundo anticorpo,
as placas foram sensibilizadas com 0.25ug proteina recombinante por po¢o. Um
pool de 10 soros de referéncia comprovadamente positivo ou negativo para
determinada doenca foi diluido de 1:500 para HIV ou HCV e 1:200 para HTLV. A
diluicdo do segundo anticorpo, em ambos os casos, foi de 1:5000. Nas analises
foram incluidos soros comprovadamente positivos para outros retrovirus (HIV ou
HTLV) ou flavivirus (febre amarela), para indicar a especificidade do antigeno quanto
ao reconhecimento pelos anticorpos dos pacientes. Os testes foram realizados em
triplicatas. Além da apresentacdo de cada antigeno em graficos, foi calculado

também o Indice de cut-off, apresentado na tabela 13.

7.4.2.1 Padronizagéo dos testes de ELISA

A desvantagem da purificacdo com tampdes contendo uréia é a necessidade
de ter de remover a mesma, no final do procedimento. A uréia deixa a proteina
soltvel, desnaturada e isto pode criar problema no reconhecimento de epitopos,
pelos anticorpos dos pacientes. Desta forma, € crucial restaurar o redobramento
correto de cada antigeno. Isto pode ser uma tarefa delicada, pois depende da
escolha do procedimento adequado para cada proteina.

Para a maioria dos antigenos purificados com uréia, a técnica de dialise foi
considerada satisfatoria. Entretanto, para a proteina gpl20AHIV1 (que né&o foi
reconhecida por soro de paciente apds a didlise) foi necesséario o estabelecimento
de outros métodos para a remoc¢do da uréia. Entre as técnicas que foram utilizadas
estdo a didlise usando tampdes diferentes para baixar o conteddo de uréia
lentamente e a purificagédo assistida pela matriz (ingl. Matrix-assisted purification).
Outro motivo para a falta de reatividade no ELISA pode ser a hidrofobicidade alta de
algumas proteinas, que pode causar problema na sensibilizacdo da placa de ELISA.
Este tipo de situacdo levou alguns pesquisadores a sensibilizar a placa com a

proteina ainda em solucdo de 8M uréia (SOHN et al., 1996).
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Os testes das condicbes do redobramento e de ELISA com o antigeno
gpl20AHIV1_C foram conduzidos nas condi¢cdes descritas antes. O resultado
mostrou reatividade com soros de referéncia positivo para HIV, usando a proteina
ainda em solucédo de uréia 8M, dialisada com tampdes decrescendo lentamente a
concentracdo de uréia ou purificada com a técnica de matrix-assisted purification
(Figura 42).

Figura 42- ELISA de gp120 AHIV1 purificada através de diferentes métodos.
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Fonte: a autora

Nota: ELISA feita em triplicata, com 0.25ug antigeno gp120AHIV1 por poco, usando pool de soro de
referéncia HIV+; (uréia) proteina purificada com 8M uréia, usada sem dialise; (PBS) proteina
purificada com uréia e dialisada contra PBS; (MD) proteina purificada e dialisada pelo método multipla
dialise, decrescendo a concentragcdo de uréia lentamente; (MAP) proteina purificada com o método
de matrix-assisted purification utilizando a resina na coluna e tampdes de lavagem com concentracao
decrescente de uréia; Gréficos feitos com programa PRISM; Resultados expressos como média +
desvio padrao; As amostras foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p <0.0001).
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7.4.2.2 Antigenos consenso

Os resultados indicam alta sensibilidade e especifidade para o antigeno
p24HIV1completo (Figura 43) e HCV_CORE1-117 (Figura 44).

Figura 43- Antigen icidade antigenos consenso no ELISA.
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Fonte: a autora

Nota: Antigenicidade dos antigenos consenso medido por ELISA usando pool de 10 soros de
referéncia; (A) p24HIV1; HIV+: soro positivo, HIV- soro neg para HIV, HTLV+ soro de outro retrovirus
indicando reatividade cruzada; (B) HCV_CORE 1-117; HCV+ soro positivo, HCV- soro negativo, FA+
(Febre Amarela) soro de outro Flavivirus indicando reatividade cruzada; Cada condi¢céo foi realizada
em triplicatas. Resultados expressos como média + desvio padrdo. As amostras foram analisadas
estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001).



134

7.4.2.3 Antigenos do envelope sem regiao trans-membrana (TM)

Nos testes finais de ELISA, todas as proteinas utilizadas para sensibilizacao
das placas foram aplicadas na concentracdo de 0.25ug/poco em solucdo de 8M
dreia.

Os antigenos gp41AHIV1, gpl20AHIV1, gp36AinternoHIV2 (Figura 45) e
gp21AHTLV1 mostraram alta reatividade indicando boa sensibilidade e
especificidade, enquanto os gp46AHTLV1 e gp52AHTLV2 indicaram reatividade

cruzada devido a reatividade utilizando soros de outros retrovirus (HIV) (Figura 46).
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Figura 44- Antigenicidade dos antigenos HIV envelope sem a regido trans -membrana no ELISA.
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Fonte: a autora

Nota: Antigenicidade dos antigenos HIV sem regido transmembrana medidos por ELISA usando pool
de 10 soros de referéncia; (A) gp41AHIV1, (B) gpl20AHIV1, (C) gp36AinternoHIV2; (HIV+) positivo
para HIV ou (HIV-) negativo para HIV, indicando a sensibilidade dos antigenos, (HTLV+) soro
positivo para HTLV+, em caso da imunoreatividade ser ausente ou baixa: indica o reconhecimento
especifico de anticorpos contra o retrovirus HIV; Foram realizadas triplicatas de cada condicao
usando 0,25ug antigeno por poco. Resultados expressos como média + desvio padrdo. As amostras
foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001);
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Figura 45- Antigenicidade dos antigenos HTLV envelope sem a regido trans -membrana no
ELISA.
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Fonte: a autora

Nota: Antigenicidade dos antigenos HTLV sem a regido transmembrana medidos por ELISA usando
pool de 10 soros de referéncia; (A) gp21AHTLV1, (B) gp46AHTLV1, (C) gp52AHTLV2); (HTLV+)
positivo para HTLV ou (HTLV-) negativo para HTVL, indicando a sensibilidade dos antigenos, (HIV+)
soro positivo para HIV+, em caso da imunoreatividade ser ausente ou baixa: indica o reconhecimento
especifico de anticorpos contra o retrovirus HTLV; Foram realizadas triplicatas de cada condicao
usando 0,25ug antigeno por poco Resultados expressos como média + desvio padrdo. As amostras
foram analisadas estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001), execdo gp46AHTLV1 feito em
duplicata, usando t teste (p<0,0065).
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7.4.2.4 Antigenos cepa-especificos

As proteinas cepa-especificos expressas foram igualmente submetidas aos
ensaios de ELISA. Todos os antigenos de HIV demonstraram alta sensibilidade e
especificidade (Figura 47). A sensibilidade e especificidade dos antigenos HTLV

indicada pelo teste, foram consideradas muito baixas (Figura 48).

Figura 46- Antigenicidade dos antigenos HIV cepa-es  pecificos no ELISA.
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Figura 46- Antigenicidade dos antigenos HIV cepa-es  pecificos no ELISA.

(concluséo)
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Fonte: a autora

Nota: Antigenicidade dos antigenos HTLV sem a regi@o transmembrana medidos por ELISA usando
pool de 10 soros de referéncia (HIV+) positivo para HIV ou (HIV-) negativo para HIV, indicando a
sensibilidade dos antigenos, (HTLV+) soro de referéncia HTLV+; (A) 5.3, (B) 5.4, (C) 5.5, (D) 5.7, (E)
5.8, (F) 5.9 _C, (G) 5.11_C, (H) 5.12; Foram realizadas triplicatas de cada condi¢cdo usando 0,25pg
antigeno por pogo Resultados expressos como média + desvio padrdo. As amostras foram analisadas
estatisticamente pelo teste ANOVA (p<0.0001),



Figura 47- Antigenicidade dos antigenos HTLV cepa-e

specificos no ELISA.
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Fonte: a autora

Nota: Antigenicidade dos antigenos HTLV sem a regido trans-membrana medidos por ELISA,
utilizando pool de 10 soros de referéncia; (A) 2.2, (B) 3.1; (HTLV+) positivo para HTLV ou (HTLV-)
negativo para HTVL, indicando a sensibilidade dos antigenos, (HIV+) soro HIV+, em caso
imunoreatividade ser ausente ou baixa: indica o reconhecimento especifico de anticorpos contra o
retrovirus HTLV; Foram realizadas triplicatas de cada condicdo usando 0,25ug antigeno por poco
resultados expressos como média + desvio padrdo. As amostras foram analisadas estatisticamente

pelo teste ANOVA (p<0.0001),
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Quadro 13- indices de cut-off dos resultados do ELISA.

Antigenos HIV indice Antigenos HTLV indice
de cut-off de cut-off
p24HIVcompleto 19.18 gp21AHTLV1 1.40
gp41AHIVL 54.04 gp46 AHTLV1 0.84
gp120AHIV1 2.35 gp52AHTLV2 0.74
gp36 AinternoHIV2 2.70 2.2 2.05
5.3 241 3.1 1.50
5.4 3.10
55 18.67
5.7 13.44
5.8 20.27
59 C 13.58
511 C 14.52
5.12 33.29
Antigenos HCV indice
de cut-off
HCV_CORE 1-117 7.8

Fonte: a autora

Nota: Representacéo dos resultados dos antigenos no teste ELISA em forma de indice.

O indice foi calculada dividindo o sinal obtido no leitor de ELISA pelo cut-off. Considerando, indice >
1.0: reativo, indice 1 - 0.9: limitrofe, indice < 0.9: n&o reativo; o cut-off foi determinado da seguinte
forma: média de triplicatas do controle negativo (soros comprovadamente negativo para determinada
doenca) + 3x desvios padrdo; Dessa forma se mostram os antigenos gp46AHTLV1 e gp52AHTLV2,
como unicos, com ndo-reativos;
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7.4.3 xXMAPLuminex

Os antigenos também foram ainda acoplados a microesferas, testando trés
tampdes de acoplamento diferentes. No final, 2500 microesferas foram utilizados
para a reagdo com soros individuais diluidos 1:200 no sistema xMAPLuminex. Apés
as incubagbes, curvas ROC foram tragadas para calcular a sensibilidade e

especificidade de cada antigeno.

Para as analises foram utilizadas as seguintes quantidades de soros:

a) p24HIV1: 329 negativos, 39 positivos para HIV,
b) gp4l1AHIV1: 326 negativos, 39 positivos para HIV
c) gpl20AHIVI: 341 negativos e 26 positivos para HIV

d) cepa-especificos: 80 negativos, 41 positivo para HIV1 e 7 para HIV-2

e) antigenos de HTLV: 50 negativos, 37 positivos para HTLV1 e 9 para HTLV-2

Todos os antigenos de HIV, consenso (Figura 49), sem regido trans-membrana
(Figura 50) e cepa-especificos (Figura 51) demonstraram sensibilidade alta (entre
80%-100%) e especificidade alta (entre 95,5%-100%). Por outro lado, a
sensibilidade e especificidade dos antigenos HTLV foram consideradas na maioria
das vezes baixas, entre 66,67%-97,3% e 72,4%-87,4%, respectivamente.

As analises de gp21AHTLV1, gp46AHTLV1, gp36AHIV2, 5.9 C HIV1, 5.11 C

HIV1 e HCV_Core 1-117 ainda estdo em andamento.
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Figura 48- Analise de Luminex dos antigenos consens 0.
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Fonte: a autora

Nota: Andlise Luminex realizada com 2500 microesferas acopladas e soros

individuais;
(p24HIV1completo ) (A) Curva ROC, (B) Scatter Plot;



Figura 49- Analise de Luminex dos antigenos do enve

lope sem a regido trans-membrana.
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Fonte: a autora

Nota: Antigenos sem regido trans-membrana:

gp41AHIV1, gp120AHIVL_C, gp52AHTLV2; Andlise

Luminex realizado com 2500 microesferas acopladas e soros individuais; (A, C, E) Curva ROC, (B, D,

F) Scatter Blot;



Figura 50- Analise de Luminex dos antigenos cepa-es

pecificos.
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Figura 50- Analise de Luminex dos antigenos cepa-es

pecificos.
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Figura 50- Analise de Luminex dos antigenos cepa-es  pecificos.
(concluséo)
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Fonte: a autora

Nota: Analise Luminex realizada com 2500 microesferas acopladas e soros individuais; (5.3) (A)
curva ROC), (B) Scatter Plot; (5.4) ) (C) curva ROC), (D) Scatter Plot; (5.5) ) (E) curva ROC), (F)
Scatter Plot; (5.7) ) (G) curva ROC), (H) Scatter Plot; (5.8) ) (I) curva ROC), (J) Scatter Plot; (5.12) )
(K) curva ROC), (L) Scatter Plot; (2.2) ) (M) curva ROC), (N) Scatter Plot; (3.1) ) (O) curva ROC), (P)

Scatter Plot;
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8 DISCUSSAO

A triagem sorolégica compulséria de doadores de sangue é obrigatéria e
regulada pela legislacdo brasileira. Esta tese de Doutorado faz parte de uma
iniciativa nacional, projeto INDI-SAUDE (Instituto CNPq), cujo alvo é gerar insumos
diagnésticos com tecnologia 100% nacional que possam ser aplicados nestas
triagens soroldgicas. Mais especificamente, nesta tese, a proposta foi desenhar e
expressar antigenos dos virus HIV1/2, HTLV1/2 e HCV que futuramente possam ser
incluidos em testes diagndésticos para o SUS, principalmente em testes multiplex
usando a tecnologia xMAPLuminex.

Assim, foram produzidos e validados diversos antigenos de HIV1 e 2, HTLV1
e 2 e HCV que demonstraram grande potencial diagndstico, tanto através de ensaios
de ELISA como no sistema xMAPLuminex. Devido aos problemas com o aparelho
Luminex no CPgAM/FIOCRUZ-PE e a auséncia de técnicos habilitados disponiveis,
ndo foi possivel terminar as andlises de sensibilidade /especificidade de todos os
antigenos e o desenvolvimento de um teste multiplex. Todavia, 0s antigenos
individuais demonstraram sensibilidade/especificidade suficientes para serem
incorporados em testes multiplex de diagnéstico. Entre eles, destacaram-se 0s
antigenos gp41AHIV1, gpl20AHIV1, gp36AinternoHIV2, HCV_Core 1-117, oito
antigenos gp41HIV1 cepa-especificos, como também os p24HIV1 e p24HTLV1 ja
apresentados durante a dissertacdo de Mestrado de uma outra aluna (VIANA I,
2011).

Além disso, foram produzidos antigenos de HTLV (gp21AHTLV1 e dois
antigenos cepa-especificos) que mostraram menor sensibilidade e especificidade
validado pelo sistema xMAPLuminex. Essas proteinas expressas podem
futuramente ainda serem purificadas por gel filtracdo e troca ibnica, além da
cromatografia de afinidade e revalidadas, visando potencializar seu grau de
sensibilidade/especificidade. Estes procedimentos adicionais sdo considerados
relevantes e utilizados para a producéo de testes diagnosticos comerciais (Sponsor
MP Diagnostic HTLV, www.fda.gov).

O uso de microesferas e do sistema xXMAPLuminex traria grandes vantagens
no procedimento da triagem soroldgica como, por exemplo, menor tempo para
realizacdo do teste e menor volume do material biolégico a ser testado. Além disso,

irla economizar espaco laboratorial e mao de obra envolvida e o fornecimento desse
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teste produzido no territério nacional ia diminuir os custos para o SUS. Os testes
multiplex visam permitir a detecgéo e identificagcdo de diferentes anticorpos contra
estruturas diferentes do mesmo virus, cada um caracterizando fases especificas da
infeccdo aguda. O desenvolvimento de um teste diagndstico multiplex utilizando a
tecnologia XMAPLuminex envolveria a mais nova inovacéo tecnolbgica e seria 0
primeiro teste descrito na literatura cientifica. Os antigenos gerados nesta tese ja
estdo sendo utilizados para o desenvolvimento de um teste diagnostico
XMAPLuminex multiplex por colaboradores do ICC/FIOCRUZ-PE.

Para o uso de novos insumos diagndsticos desenvolvidos no pais, sera
também importante incluir antigenos ou sequéncias de cepas virais circulando no
Brasil e América Latina. Os genomas de HIV, HTLV ou HCV mostram alta
diversidade especialmente nos genes codificando as proteinas do envelope e por
este motivo sdo divididos em grupos e subtipos especificos. Os testes soroldgicos
dependem do reconhecimento de anticorpos contra proteinas estruturais, no soro de
pacientes infectados. Apesar de ndao ser provado que a reatividade de um teste
diagnoéstico contra HIV € influenciada por anticorpos e antigenos de subtipos
diferentes, existe uma indicacdo de que variagdes de sequéncias virais podem levar
ao escape de deteccdo imunologica (DORN et al.,, 2000; HORAL et al.,, 1991).
Testes diagndsticos contra outros virus, como por exemplo, Hepatite B (HBV)
demonstraram uma sensibilidade 10 vezes mais baixa quando antigenos de
diferentes subtipos virais foram incluidos no teste (WEBER et al., 2005). Neste
trabalho, geramos sequéncias consensos visando detectar cepas virais que
representam os Varios subtipos virais circulantes no Brasil e/ou América Latina.
Devido a forte interacédo da populacdo mundial por negdcios ou turismo, € importante
considerar também uma disseminacdo de subtipos virais (“importados”) no Brasil.
Por este motivo foram desenvolvidos paralelamente antigenos cepa-especificos de
HIV e HTLV circulando também em outras areas geograficas do mundo, como por
exemplo, os subtipos O e U de gp41HIV1. Estes também podem ser incluidos
futuramente nos testes multiplex em desenvolvimento devido a vantagem do sistema
XMAPLuminex, que permite a inclusdo de até 500 alvos diferentes em um Unico
teste.

Contudo seria interessante testar os antigenos consenso e cepa-especificos

com painéis sorolégicos comprovadamente positivos para os sorotipos supracitados.
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Devido ao alto custo deste tipo de painel comercial ndo foi possivel inclui-los nas
andlises realizadas nesta tese.

As sequéncias consensos e cepa-especificos foram otimizadas para
expressdo em sistema eucariota e/ou procariota. A otimizacao leva geralmente ao
aumento significante nos niveis de expressdo em sistemas heterdlogos
(GUSTAFFSON et al., 2012). Os niveis de expressdo obtidos neste trabalho oscilou
entre 1.5mg/L até 80mg/L, corroborando com os dados de expressdo de genes
otimizados obtidos na literatura (PIEFER et al., 2002; MAHBOUDI et al., 2006).

Diversas tentativas para a expressao de proteinas virais de HIV ja foram
realizadas por outros grupos. Como por exemplo, a fusado de fragmentos de gp4l e
gp120 (SOHN et al.,1996) ou a criacdo e juncdo de multiplos epitopos de proteinas
diferentes (TALHA et al., 2010). Todavia, ainda ndo houve a descricdo do uso
desses antigenos no sistema xMAPLuminex e o desenvolvimento de um teste
diagnostico multiplex para infec¢des virais diferentes.

A maioria dos antigenos produzidos nesta tese foram glicoproteinas do
envelope viral. Na selecdo das regides protéicas para subclonagem foram excluidas
as regides trans-membranas. A delecdo de regides trans-membranas, consideradas
regides altamente hidrofébicas, aumentam o nivel de expressdo em bactérias (SISK
et al., 1992). Possivelmente a presenca destas regides TM foi o motivo pelo qual
nossas primeiras tentativas de expressdo, dos antigenos precursoras de HIV
(ENVHIV1) e HTLV (ENVHTLV1, ENVHTLV2) falharam. Outro cuidado, tomado
durante a definicdo de nossos alvos antigénicos foi a manutencdo de epitopos
imunodominantes. A selecdo do antigeno gpl120A, por exemplo, incluiu a regido do
epitopo chamado V3loop. Como foi demonstrada por outros pesquisadores, esta
regido deve estar presente nos antigenos utilizados para o teste diagndéstico de HIV,
sendo considerada crucial para a reatividade (TIWARI et al., 2013).

Mesmo assim, foi observado que alguns antigenos demonstraram auséncia
na imunoreatividade com pool de soros no Western Blot, apesar de serem reativos
nos testes de ELISA. O procedimento de WB desnatura as proteinas durante o
fracionamento no gel de SDS-PAGE que leva a destruicdo da conformacao protéica.
Dessa forma, epitopos conformacionais e dominios protéicos, necessarios para o
reconhecimento de alguns anticorpos podem ter sido destruidos. Além disso, foi

usado pool de soros que pode mostrar um nivel de anticorpos mais baixa, no caso,
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foram incluidos soros que tem uma quantidade menor de anticorpos contra certas
proteinas virais.

Além do WB, também foi observado a auséncia da reatividade de alguns
soros individuais no sistema xMAPLuminex, levando a resultados falsos negativos. A
reatividade, no entanto, depende da presenca de anticorpos contra determinados
antigenos no soro. Como o Imunoblot realizado com os soros individuais
demonstrou, nem todos os soros tém o mesmo perfil de anticorpos. A presenca dos
anticorpos contra p24, gp4l ou gpl20 depende da fase da infeccdo por HIV
(TOMARAS et al.,, 2009; DASKALAKIS et al.,, 2011). Sobretudo, os soros de
referéncias comprovadamente positivos para HIV podem vir de individuos com AIDS
e em tratamento HAART (ingl. highly active antirretroviral therapy), levando a uma
menor producdo de anticorpos contra proteinas do envelope (DEAYTON et al.,
2002). Devido a estes fatos, o motivo da auséncia de imunoreatividade em nossos
testes pode ser relacionado a auséncia ou ao nivel baixo de anticorpos, sejam eles
contra antigenos especificos (p24, gp4l etc.) ou contra subtipos virais diferentes
(subtipo B, F etc.).

Em nosso estudo, tivemos também de lidar com a auséncia de expressao de
alguns antigenos no sistema procariotico. Em alguns casos, foi necessaria a
amplificacdo por PCR de alguns dominios especificos (retirando possiveis
elementos negativos da expressdo) antes da sua subclonagem em vetores de
expressdo. Para verificar erros durante a amplificacdo e possiveis mutacbes que
pudessem alterar o codigo genético para aminoacidos e a expressao, foram
sequenciados todos esses antigenos. Nenhuma alteracdo foi observada e dessa
forma ndo pode ser motivo da auséncia da expressao.

Outro problema relativo a expresséo consiste na chamada regra N-terminal
(ingl. N-end rule). Nesta regra se determina que aminoacidos como HIS (H), Arg (R),
Lys (K), Leu (L), Phe (F), Tyr (Y) e Trp (W) presentes no N-terminal de uma proteina,
diminuem significativamente a sua meia-vida sendo Phe, Leu, Trp e Tyr os Unicos
residuos atingiveis para degradagcdo em E. coli. Testes demonstraram que a meia-
vida de uma proteina pode diminuir para 2 minutos quando duraria 10 horas com
outro aminoacido no seu N-terminal (VARSHAVSKY et al., 1996). Em relagdo aos
nossos antigenos, ndo houve aminoacidos desfavoraveis no N-terminal para

expressao em sistema procariota.
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No entanto, foram produzidos antigenos com nivel de expressao
extremamente baixo, como o caso do gp46AHTLV1. Apesar da remocao de sua
regido hidrofobica e do mesmo ndo apresentar aminoacidos desfavoraveis, a
quantidade produzida no sistema procarioto foi considerada muito baixa. O
interessante é que esta proteina é utilizada em um teste diagndstico comercial,
como o ABBOTT HTLV1/2 EIA. Todavia, segundo as informacdes do fabricante esta
proteina é produzida sinteticamente, enquanto outras proteinas incluidas no mesmo
teste foram geradas por expressdo em sistema procarioto. Indicando assim,
dificuldades por motivos desconhecidos na expressao procarioto especificamente
dessa proteina.

Ao longo do estudo também foi testado a expressdo das proteinas em
sistema eucarioto, especificamente em levedura K. lactis. O sistema néao foi
considerado satisfatorio demonstrando a auséncia de expressdo na maioria dos
casos, até em proteinas que sem nenhum problema expressaram no sistema
procariota, como por exemplo gp41AHIV1.

Considerando a regra N-terminal, usando o vetor pKLAC2 para subclonagem,
foram observados aminoacidos desfavoraveis no N-terminal dos antigenos HCV E1
(sendo Tyr) e HCV E2 (sendo HIS), mas ndo para os outros. A falta de expresséao
pode ser devido também a outros fatores, como o0 uso da cepa de levedura nao
apropriada. Um estudo feito, comparando a expressao da glicoproteina E2 de HCV
(em cepas diferentes) demonstrou que houve uma expressao 3 vezes menor em K.
lactis do que observado em S. cerevisae (MUSTILLI et al., 1999). Artigos cientificos
mais recentes mostram a tentativa continua em melhorar a expresséo de proteinas
recombinantes em K. lactis, alterando a cepa geneticamente para diminuir a
producdo de proteases. Também a empresa NEB, a qual comercializou o Kit usado
neste nosso estudo, oferece recentemente no seu catalogo uma cepa modificada de
K. lactis com menor atividade de proteases (MEHUL et al., 2011; FENG et al., 2011).

Uma terceira consideracdo importante € o impacto de uma glicolisacdo nao-
humana em proteinas que necessitam uma glicolisacdo-humana e a sua influéncia
na secrecdo dessas proteinas. Em nosso caso foram utilizados principalmente
sequéncias de glicoproteinas virais que devido ao seu ciclo viral deveriam conter
glicosilacdo humanas. Em contraste com o tipo da glicosilacdo-humana, a N-
glicosilacédo da levedura € de tipo mannose rico, que leva a uma meia-vida curta da

proteina, que por sua vez pode levar ao rendimento baixo na expressdo. Este
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assunto, apesar de ser complexo para ser modificado, atualmente virou foco na
engenharia de novas cepas de levedura (IDIRIS et al., 2010).

Por fim, o objetivo principal dessa tese de Doutorado foi alcancado e
antigenos com alta especificidade e sensibilidade produzidos. Ndo obstante, podem
ser feitos reflexdes sobre as estratégias escolhidas. Possiveis alternativas para a
producdo de futuros antigenos podem incluir a estratégia esquematizada para
subclonagem, usando o sistema Gateway® e E.coli Rosetta para expressao
(OSTERMANN et al., 2012). Neste sistema podem ser inseridos os produtos de PCR
diretamente num vetor de entrada e depois em multiplos vetores de diferentes
sistemas de expressdo por recombinacdo sitio especifico. Isto evita a adicdo de
sitios de restricdo, diferentes para cada vetor, um processo de subclonagem
prolongado e a otimizacdo dos cédons que deveria ser feito especificamente para
cada sistema de expressdo usada. Outra possibilidade, apesar de necessitar de
tecnologia e conhecimento especializado é o uso do mais novo avango tecnoldgico,
chamado protein scaffolding, onde epitopos séo inseridos em uma proteina scaffold
acceptor (p.e. a proteina sintética TOP7), alcancando maior estabilidade
conformacional. Estas chimeras sao construidas e testadas primariamente via
simulagBes computacionais através de programas da biologia estrutural e as mais

promissoras selecionadas para expressao (VIANA et al., 2013).
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9 CONCLUSAO

Através de ferramentas de bioinformatica, conseguimos obter sequéncias
consensos, utilizando cepas circulando no Brasil ou América Latina. Essas foram
utilizadas para selecionar regides de aminoacidos e a criagdo de um amplo espectro
de antigenos potencialmente imunogénicos, incluindo sequéncias completas,
motivos hidrofilicos, sequéncias hibridas e sequéncias desprovidas de sua regiao
trans-membrana. Além disso, foram criadas também sequéncias cepa-especificos. A
geragdo de uma sequéncia consenso para a construcdo de antigenos
recombinantes de HIV, HTLV e HCV ainda néo havia sido reportada na literatura
cientifica.

A estratégia metodoldgica utilizada para criacdo de antigenos recombinantes
e 0 estabelecimento dos protocolos para expressédo e purificacdo de cada antigeno,
levou a expressdo de 27 antigenos de todos os virus incluidos no estudo. Visando
suas vantagens e desvantagens, foram testados sistemas de expressao procariotos
e eucariotos. Melhores resultados foram obtidos utilizando o sistema procarioto.

Os antigenos expressos foram verificados em ELISA utilizando painéis
sorolégicos de referéncia mostrando antigenicidade e um indice de cut-off acima de
1 (considerado reativo) para 16 antigenos. Esses incluem o p24HIV, HCV_Core 1-
117, os sem regido trans-membrana gp41AHIV1, gpl20AHIV1, gp36AHIV2,
gp21AHTLV1 e os cepa-especificos 2.2 (HTLV), 3.1 (HTLV), 5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8,
5.9 C,5.11 C,5.12 (sendo todos de HIV).

A verificacdo da sensibilidade e especificidade dos antigenos utilizando soros
de referéncia individuais e o ensaio XMAPLuminex, apresentou 10 antigenos
(p24HIV1, gp4lAHIV1, gpl20AHIV1, 5.3, 5.4, 5.5, 5.7, 5.8, 5.12, p24HTLV1)
adequados para a triagem soroldgica. Mostrando sensibilidade entre 81-100% e
especificidade entre 94-100%. Enquanto os antigenos de HTLV apresentaram mais

baixa capacidade diagnéstica.
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10 PERSPECTIVAS

Devido aos problemas com o aparelho de xXMAPLuminex no CPgAM, cinco
antigenos de virus diferentes, ainda precisam ser avaliados. Entre eles o
gp36AinternoHIV2, gp21AHTLV1, 5. 9, 5.11 e HCV_Core 1-117. A especificidade
desses antigenos, em caso seja baixa, ainda pode aumentar por purificacdo dos
antigenos na cromatografia.

Adicionalmente, o numero dos soros de referéncia positivos incluidos no
estudo de todos os antigenos precisa ainda aumentar para conseguir resultados
estatisticamente relevantes.

Visando melhorar o desempenho geral dos ensaios diagnosticos, os melhores
antigenos desenvolvidos nesta Tese de Doutorado estdo sendo atualmente
combinados em ensaios multiplex. Os testes multiplex e ensaios de verificagdo no
sistema xMAPLuminex estdo sendo realizados por colaboradores do Instituto Carlos
Chagas — ICC/FIOCRUZ, visando futuramente a serem repassados para o Ministério
da Saude — SUS.
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APENDICE A- Identificacéio das regides transmembrana s com o programa THMM 2.0.
(continua)
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s com o programa THMM 2.0.

(conclu sé&o)
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APENDICE B- Integracédo dos antigenos subclonados em plasmideo p KLAC2 em levedura.

3 kb

2 kb

3 kb

2 kb

Fonte: a autora

Nota: PCR aplicado em Gel de Agarose corado com Brometo de Etideo; tamanho esperado: (A.)
integracdo simples 2.4kb, (B.) Integracdo multipla 2.3kb; (1) controle negativo PCR, (2) controle
negativo transformacdo sem plasmideo, (PM) Peso molecular, (3) controle positivo mAIE, (4)
HCV_E1, (5) HCV_EZ2, (6) HCV_E1/E2hibrida, (7) p24HTLV1completo, (8) ENVHTLV1completo, (9)
ENVHTLV2compelto, (10) ENVHIV1hidrofilico, (11) ENVHIV2hidrofilico, (12) p24HIV1completo clonA,
(13) p24HIVicompleto clonB, (14) p24HIV1icompleto clonC, (15) p24HIV1completo clonD;




APENDICE C- Integracéo dos antigenos subclonados  em plasmideos pKLCF em levedura.
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A.
1 PM2 3 4 5 1PM 2 3 4 5
3 kb
2 kb
Integracao Integracdo multipla
em levedura do plasmideo
B.

3 kb

2kb

Integragao Integragdo multipla
em levedura do plasmideo

Fonte: a autora

Nota: PCR aplicado em Gel de Agarose corado com Brometo de Etideo; A. Antigenos consenso, (1)
Co neg, (PM) Peso molecular, (2) mAIE controle positivo, (3) p24HIV1completo, (4) ENVHTLV1 em
pKLCF-C, (5) ENVHTLV1 em pKLCF-N; B. Antigenos sem TM, (1) Co neg, (2) mAIE controle positivo,
(3) gp41AHIV1 em pKLCF-N, (4) gp120AHIV1 em pKLCF-N; tamanho esperada: integracdo simples:

2.4kb, integracao multipla 2.3 kb;
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ANEXO A- Parecer do Comité de Etica

&

e
Titulo do Projeto: “Avaliagdo de antigenos sintéticos produzidos em sistemas
procariéticos de expressdo: desenvolvimento de kits p/ triagem sorolégica
obrigatério para diversas infecgdes virais”.
Pesquisador responsavel: Heike Erna Brand.
Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/FIOCRUZ
Data de apresentacédo ao CEP: 24/05/2011
Registro no CEP/ICPqAM/FIOCRUZ: 25/11
Registro no CAAE: 0024.0.095.000-11

PARECER N° 38 /2011

O Comité avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questio estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugao CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagao
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 29 de setembro de 2014.
Em caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizagéo do projeto.

Recife, 29 de setembro de 2011.

siﬂa ampozang G ia |
Farmacéutifa

Coerdenadora
Mat. SIAPE (453378
CPgAm / FIOCRUZ

Observagso:
Anexos:
e Orientagcdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 29/09/2012.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n

CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 -
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 Py m
Recife - PE - Brasil AGGEU FloCAUZ

comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES Ministério da Sadde
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ANEXO B- Carta da submisséo do artigo.

@Nwo Responder |¥  Excluir  Arquivar Lo Eletronico ¥ Limpar Mover parav Categoriase  se=»

Submission Canfirmation ™4 ox

Journal of Virological Methods (jvmeth@ucl.acuk)  Adicionar aos contatas 12:41
Para: heikebrand@hotmail.com, heikebrandi@ cpgam.fiocruz, br «

Dear Mrs. Heike Erand,

Tour submission entitled "gGeneration of consensus env and core antigens, derived from HIV
subtypes of the huwman imwunodeficiency wirus type I (HIV) prewvalent in Brazil and ewvaluation
by ELISA and xMAPLuminex technology.” has been receiwved by Journal of Viroclogicsal Methods

You may check on the progress of vour paper by logging on to the Elsevier Editorial System as
an author. The URL is http://ees.elsevier.com/virmet

Tour username is: heikebrand@hotmail.com

If you need to retrieve password details, please go to:

hitp://ees.elsevier..com/virmet/automail gquery.asp

Tour manuscript will be given = reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.

Kind regards,

Elsevier Editorial System
Journal of Virological Methods
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For further assistance, please visit our customer support. site at
http: /fhelp.elsevier. comfapp/answers 1ist/p/7923, Here wouw can search for solutions on a

range of topics, find answers to fregquently asked questions and learn more shout EES via
interactive tutorials. You will also find our Z4/7 support contact details should you need

any further aszsistance from one of our customer support representatives.
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ANEXO C- Mapa dos plasmideos eucariotas
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Fonte: New England Biolabs (2011)
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Vetor pKLCF-C
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ANEXO D- Mapa dos plasmideos procariota.
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Fonte: Novagen (2011)
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Bsa lj4119 ['Apa I{1275)
Eam1105 l4058) pE-Sll-q‘-‘qug a}(ﬂ
! v BssHIl(1475)
coR V(1514)
Hpa I{1570)
AlwN |(358
=D PshA l{1909)

Ppul 1(2471)
Psp5 12171}
BsplLU11 l3165) Bpu10 lg2271)
Sap l(3049)
Bst1107 l{2836) BspG l(2691)

Tth111 Iiza10)
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Vetor pET28a

Xho l{158)
Mot l{166)
Eag l{166)
Hliar?d 173)
Sal lj179)
Sac l(190)
EcoR l{132)
BamH I{198)

Bpu1102 I(80) Nhe l(z31)
r\‘( Nde l{238)

Dira lljs127)

Pwu li4426)
Saf l4426)

S Miu 1{1123)

?'g Bel l{1137)
Cla lf4117) b
Mru l4083) ‘_j BstE ll{1304)
[#3]
pET-28a(+) % || Mapa I(1334)
(5369bp) &
L BssH ll{1534)
Eco5T l(3rv2) EcoR \V(1573)
Hpa li1629)
Alw 1{3840)
BssS l(3387) PshA I{1968)

BspLU11 {3224
Sap l(3108)

Bst1107 lj2995)

Tth111 ljzeea)

Bal l{2187)
Fsp l{z205)
Psp5 [l{2230)

Fonte: Novagen (2011)
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