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recombinantes desenvolvidas podem ser utilizadas isoladamente ou em conjunto, apresentam alta pureza e capacidade de discriminacdo
do virus da rubéola. A inven¢do também permite o desenvolvimento de uma vacina de segunda geragdo, da classe de subunidade.
A invengdo se refere, de forma geral, a proteina recombinante, sequéncia de DNA sintético, vetor de expressdo, célula hospedeira,
composigdo, kit para diagnostico de rubéola, uso de pelo menos uma proteina recombinante, e, métodos para produzir uma proteina
recombinante e para diagnostico de rubéola.
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“PROTEINA RECOMBINANTE, SEQUENCIA DE DNA SINTETICO,
VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA, COMPOSICAO,
KIT PARA DIAGNOSTICO DE RUBEOLA, USO DE PELO MENOS
UMA PROTEINA RECOMBINANTE, E, METODOS PARA PRODUZIR
UMA PROTEINA RECOMBINANTE E PARA DIAGNOSTICO DE
RUBEOLA”

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengdo refere-se ao campo da medicina
diagnéstica e da biotecnologia. Mais especificamente, a presente invenc¢ao
refere-se a um método para diagndstico de rubéola a partir de proteinas

recombinantes € composi¢do para imunizacdo contra rubéola.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A rubéola é uma doenca de origem viral. Seu nome deriva do
latim e estd relacionado a cor das manchas na pele, que acompanham o
quadro clinico (Seppanen et al., 1991). E tipicamente uma doenca infantil
branda, de natureza autolimitada, caracterizada por manchas vermelhas na
pele, inflamacdo dos linfonodos e febre ténue (aproximadamente 38°C).
Algumas complica¢des passageiras sdo comuns em adultos infectados,
podendo desenvolver artralgia, artrite (Ford et al., 1992), trombocitopenia e
encefalopatia (Ilkow et al., 2011).

[003] Por outro lado, a infec¢do priméria da rubéola em mulheres
gravidas € considerada uma importante causa de danos severos ao feto,
aborto espontineo ou natimorto. A transmissdo vertical do virus pode
provocar a Sindrome da Rubéola Congénita (SRC), cujas manifestagtes

podem se manifestar tardiamente na infincia, adolescéncia ou idade adulta,
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em periodos recorrentes de replicagdo viral (Duszak, 2009).

[004] Entre 1962 e 1965, a pandemia mundial de rubéola destacou
a importancia da SRC, onde apenas nos Estados Unidos foram registrados
11.000 6bitos fetais e 20.000 bebés nascidos com SRC. Este surto mundial
levou a primeira produgdo licenciada da vacina para rubéola em 1969
(Orenstein et al., 1984).

[005] O virus da rubéola € encontrado apenas no homem e a sua
transmissdo ocorre, portanto, sem a necessidade de vetores intermedidrios. A
infec¢do ocorre através do contato direto, devido a inalagdo de aerosséis e
goticulas respiratérios de individuos infectados. O virus passa a ser
eliminado a partir do sétimo dia do contdgio e persiste por 21 dias apds a
manifestacdo da doenga (Lee e Bowden, 2000; Banatvala e Peckham, 2007).
[006] No periodo de 14 a 18 dias apds o contdgio, os anticorpos
passam a ser detectados, coincidindo com o periodo do surgimento das
manchas vermelhas na pele. IgM e IgG de baixa afinidade sdo inicialmente
encontradas, porém, a IgG persiste no transcurso da infec¢do, aumentando
em titulacdo e afinidade, ao passo que anticorpos IgM desaparecem
rapidamente e ap6s 8 semanas geralmente sdo indetectiveis (Wilson et al.,
2006; OMS, 2011). A infec¢do congénita com o virus, por outro lado, é
comumente diagnosticada através da detec¢do de IgM para rubéola no soro
ou fluidos orais amostrados nos primeiros meses de vida (Skendzel, 1996).
[007] Para o diagndstico as amostras soroldgicas precisam ser
coletadas tdo cedo quanto possivel (7 a 10 dias) apés o surgimento dos
sintomas da doenga e novamente apdés 14 a 21 dias apds, realizando um
intervalo minimo de 7 dias (Baron et al., 2013).

[008] Devido a sua importancia, a rubéola € monitorada por

sistemas de vigilancia integrados em todo o mundo e o controle da
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transmissdo € realizado através da imunizacdo da populagdo em diversos
paises. A Organizacio Mundial da Satde (OMS) preconiza a vacinagdo
entre 12 e 18 meses apds o nascimento com a necessidade da segunda dose
ap6s 36 meses (CDC, 1998). No entanto, uma imunidade duradoura da
populacdo contra o virus da rubéola sé foi obtida em paises que realizaram
campanhas complementares de vacinagdo, imunizando a populagdo
indiscriminadamente quanto a idade, sexo ou histérico prévio da vacina. A
imunizagdo contra a rubéola tem o objetivo principal de evitar a ocorréncia
da SRC, protegendo especialmente mulheres em idade reprodutiva.

[009] A vacina é preparada em células humanas diploides através
da obtengdo do virus vivo e atenuado. As doses administradas podem ser
monovalentes com a presenga apenas do virus da rubéola ou combinada com
os virus do sarampo e da caxumba, podendo ser bivalentes ou trivalentes
(Brasil, 2009).

[0010] O virus da rubéola € o unico representante do subgrupo
Rubivirus e juntamente com o género Alphavirus compdem a familia
Togaviridae. Possui envelope viral com genoma linear e fita simples de
dcido ribonucleico (ssRNA), cuja leitura é realizada em senso positivo
(Porterfield et al., 1978; Wolinsky et al.,, 1991). Devido a essas
caracteristicas, o virus pertence ao grupo IV, segundo o sistema de
classificagdo de Baltimore (1971).

[0011] Em seu genoma o virus possui aproximadamente 9.700
nucleotideos que codificam para dois polipeptidios ndo estruturais, p150 e
p90, além de trés polipeptidios estruturais a proteina C, que forma o
capsideo e as proteinas glicosiladas E1 e E2 (Dominguez et al., 1990).

[0012] O virus maduro tem um didmetro de 60 a 70 nm e é

constituido de uma tnica cépia de RNA gendmico, o qual € protegido pelo
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capsideo, constituido por 240 cépias da proteina C. O capsideo € envolvido
por uma bicamada lipidica, derivada da membrana da célula hospedeira.
Nesta membrana estio mergulhadas as glicoproteinas estruturais n-
glicosiladas E1 e E2, as quais se conjugam e formam heterotrimeros na
membrana do virus (Frey et al., 1986; Knipe e Howley, 2007; Dubois et al.,
2013).

[0013] A proteina C ndo é glicosilada, possui massa molecular de 33
kilodaltons (kDa) e é responsdvel pela protecdo do material genético e por
formar o capsideo (Bardeletti et al., 1975). A proteina estrutural E1, de 58
kDa, forma heterodimeros e € responsdvel por promover a invasdo do virus
na célula hospedeira. Em ambiente 4cido a El1 sofre alteragdo
conformacional e se fusiona a membrana do endossomo, liberando particulas
virais no citoplasma da célula hospedeira (Claus et al., 2006; Dubois et al.,
2013). A glicoproteina E2, com massa molecular de 42 a 47 kDa, também ¢é
importante na invasdo viral e possui conformagdo em trimeros ou
heterotrimeros com a E1 (Oker-Blom et al., 1983; Ho-Terry e Cohen, 1984).
[0014] A nomenclatura do virus da rubéola foi padronizada em
Geneva no ano de 2004 em uma reunido da OMS para este fim. A
caracterizacdo genética de tipos selvagens do virus da rubéola estd baseada
na sequéncia codificadora da proteina E1 entre os nucleotideos 8731 a 9469,
uma janela de 739 nucleotideos. Sao dois grupos filogenéticos distintos com
uma variabilidade de 8 a 10%. No clade 1 ficam compreendidos 7 genétipos:
la, 1B, 1C, 1D, 1E, 1F e 1g e no clade 2, sdo 3 gendétipos: 2A, 2B e 2c.
Totalizando 10 genétipos do virus, onde 7 ja foram aceitos na reunido e 3
(classificados com letras mindsculas) necessitam de informagdes
complementares (WHO, 2004).

[0015] Epitopos sdo encontrados nas trés proteinas estruturais do
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virus (Mitchell et al 1999), mas a glicoproteina E1 é imunodominante na
resposta humoral, especialmente o fragmento que compreende os residuos
de aminodcidos 208-239, que € reconhecido por Imunoglobulinas G (IgG),
A (IgA) e M (IgM) (Wilson et al.,, 2006), levando a redugdo da
hemaglutinagao e da infectividade do virus (Wolinsky et al., 1991).

[0016] Outras regides imunogénicas na EI1 estdo entre os
aminodcidos 273-285 e 402-422 (Mitchell et al., 1993). Quatro epitopos
lineares reconhecidos por anticorpos neutralizantes sdo encontrados entre os
aminodcidos 209-239 (Mitchell et al., 1992) e 245-285 da E1(Mitchell et al.,
1999). Além disso, os fragmentos entre os residuos 234-252, 254-285 e 272-
285 também sdo reconhecidos por anticorpos de neutralizagdo viral
(Mitchell et al., 1999). Alguns epitopos na El sdo capazes de desencadear
respostas de células T e B, como a regido entre os residuos 202-283
(Mccarthy et al., 1993) e entre os aminodcidos 297-332 (Lovett et al., 1993).
A regido 202-283 da E1 € definida como um epitopo linear (Wolinsky et al.,
1991), porém, existe uma ponte dissulfeto formada entre os aminoicidos 225
e 235 (Dubois et al., 2013). (Residuos de aminoacidos numerados de acordo
com (Dominguez et al., 1990).

[0017] A E2 nao € bem caracterizada quanto a imunogenicidade e a
dificuldade em produzir anticorpos monoclonais anti-E2 sugerem reduzida
importincia imunoldgica, podendo indicar também que a proteina apresente
epitopos escondidos na conformagdo com a proteina E1 (Oker-Blom et al.,
1983; Ho-Terry e Cohen, 1984). Contudo, ja foi demonstrado que a proteina
E2 também possui um epitopo de neutralizacdo viral (Green e Dorsett,
1986a), resultado obtido utilizando a proteina E2 inteira purificada de lisado
viral para producgdo de anticorpos monoclonais de camundongos.

[0018] A E2 possui apenas duas regides capazes de serem
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reconhecidas por anticorpos neutralizantes. As principais regides
imunogénicas desta proteina compreendem os residuos 54-72 (Mitchell et
al., 1993) e 1-26 (Green e Dorsett, 1986b), a dltima ampliada por Mitchell e
colaboradores (1999) para os residuos 10-36. Os aminodcidos 31 e 105 sdo
capazes de desencadear respostas linfo proliferativas de células T e
adicionalmente sdo reconhecidos por anticorpos monoclonais murinos
(Mccarthy et al., 1993).

[0019] Existe uma correlagdo usual entre o compartilhamento de
epitopos reconhecidos por células T e B, realizando uma ponte entre as
respostas imunes inatas e adaptativas (Lovett et al., 1993). Desta maneira,
como a E2 ndo possui outras regides imunogénicas elucidadas para
reconhecimento de anticorpos neutralizantes, pode-se considerar importantes
as regides entre os residuos de aminodcidos 35-58, 134-150, 140-156, 168-
179 e 248-260 para se analisar o reconhecimento de anticorpos humanos,
pois sdo capazes de evocar respostas de células T em individuos imunes ao
virus (Mitchell et al., 1999).

[0020] A principal regido imunogénica na proteina do capsideo € o
epitopo linear compreendido entre os residuos 1-30 (Wolinsky et al., 1991;
Mitchell et al., 1993). Adicionalmente, o fragmento de 34 residuos de
aminoécidos entre a regido 64-97 € reconhecido por anticorpos monoclonais
murinos (Wolinsky et al.,, 1991). Além disso, anticorpos humanos
neutralizantes reconhecem os residuos de aminodcidos 88-111(Mitchell et
al., 1999). Em um estudo mais abrangente sobre epitopos presentes na
proteina do capsideo de rubéola OU e colaboradores (1992) identificaram
trés epitopos que conferem com os descritos anteriormente, C1-30, C74-100
e C96-123, mas adicionam outros quatro epitopos entre os aminoacidos

C119-152, C205-233, C231-257 e C255-280.
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[0021] OU e colaboradores (1992) analisaram 11 epitopos que
cobriam os residuos de aminodcidos de 1 a 280 da proteina C, destacando a
importancia de sete deles. No entanto, os epitopos de maior relevancia
seriam entre os residuos de aminodcidos C96-123, C119-152, C205-233, e
C255-280, pois, sdo reconhecidos por células B e T, sendo assim candidatos
a vacina de origem sintética para esta proteina.

[0022] Importante avanco na obtenc¢do de antigenos do virus da
rubéola foi realizado com células de Spodoptera frugiperda Sf9, da ordem
Lepidoptera. A lagarta deste inseto € comumente infectada pelo baculovirus,
o qual € utilizado em culturas de células de S. frugiperda para a transfec¢ao
de genes estranhos para a expressdo de proteinas recombinantes. Estas
proteinas sdo clonadas com emprego do promotor da poliedrina do virus da
poliedrose nuclear Autographa californica (AcNPV) (Luckow e Summers,
1988) e a facilidade oferecida por este cultivo celular € a
compartimentalizacdo que permite, modificacdes pds-traducionais como a
glicosilacdo, necessdria para as glicoprotéinas do virus da rubéola.

[0023] As células de S. frugiperda Sf9 ji foram empregadas com
sucesso para a expressdo das proteinas E1 e E2 e do polipeptideo de 90 kDa,
precursor das protefnas estruturais. Estas proteinas demonstraram elevado
potencial para a deteccdo de rotina de IgG humanos contra o virus da
rubéola, com antigenicidade correlacionada com a observada em Ensaio
Imunoenzimético (EIA) utilizando o virus inteiro (r = 0,89) (Seppanen et al.,
1991).

[0024] Células de inseto Schneider S2 também foram utilizadas com
sucesso para expressar um ectodominio da proteina E1 entre os aminodcidos
1 a 436 (Dubois et al., 2013). A proteina foi purificada e utilizada em

ensaios de difracdo de raio-X. Os autores foram capazes de descrever a
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estrutura da maior parte da proteina El1 e elucidar sua complexa estrutura
tridimensional, demonstrando que seria invidvel expressar a El inteira em
células bacterianas.

[0025] Nao hd referéncia da expressdo recombinante das proteinas
E1l e E2 inteiras em células procariéticas. Por outro lado, a proteina C ja foi
expressa com sua extensdo de 1 a 277 aminodcidos na fracdo solivel de
células de E. coli (Ilkow et al., 2008; Ilkow et al., 2011). Esta construcdo nao
possui o peptideo sinal para clivagem do polipeptideo precursor presente
entre as proteinas C e E2 (Tzeng e Frey, 2009).

[0026] Starkey e colaboradores (1995) expressaram e purificaram
dois fragmentos da proteina E1 e os utilizaram para diagnéstico de rubéola.
Esta estratégia buscou simplificar a complexidade da proteina E1, utilizando
dois fragmentos da proteina viral (residuos 243 a 286 e 212 a 286) e
possibilitando a purificacdo dos fragmentos a partir da fracdo solivel de
células de E. coli. Assim, o fragmento entre os residuos 127 a 277 da
proteina C também foi obtido na fracdo solivel de células de E. coli, o qual
foi purificado e submetido a experimentos de cristalografia de raio-X para
posterior determinacdo tridimensional desta regido da proteina (Prasad et al.,
2013).

[0027] O diagnéstico molecular na microbiologia clinica tem se
tornado cada vez mais complexo € ndo menos, diferentemente de outras
dreas no diagnéstico laboratorial. Mesmo com o advento da automacdo dos
ensaios € da integragdo da gendmica e protedOmica a microbiologia, a
interpretacdo dos resultados ainda depende da qualidade da amostra recebida
para a andlise (Baron et al., 2013). A principal importancia no diagndstico de
rubéola encontra-se na determinacdo do estado imune de mulheres que

pretendem engravidar participantes do programa pré-natal. Quando a
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paciente ndo possui titulagdo de IgG suficientes para garantir imunidade para
o virus é recomendada a administracdo de uma dose da vacina e aguardar um
més para a concepgio.

[0028] Para o diagndstico de rubéola os mais comuns sdo ensaios
sorolégicos e a presenga de anticorpos contra o virus em apenas uma
amostra é evidéncia de imunidade. E utilizado como amostra o soro,
separado das células vermelhas tdo cedo quanto possivel. Para diagnosticar a
infeccio aguda existem duas abordagens no método soroldgico: 1.
Diagnosticar um aumento de quatro vezes na titulagdo de IgG contra o virus
nos soros coletados entre a fase aguda (3 a 10 dias ap6s o surgimento dos
sintomas) e a fase de convalescéncia (duas a trés semanas apds a fase
aguda); 2. Através da confirmagdo da presenca de anticorpos IgM (Baron et
al., 2013).

[0029] A interpretacdo de resultados de IgM devem ser realizados
com cautela, pois falsos positivos podem ocorrer. A rubéola ndo € endémica
no Brasil, portanto, a deteccdo de IgM deve ser realizada apenas em
pacientes que apresentem sintomas sugestivos de infec¢do aguda de rubéola.
A triagem pré-natal da imunidade para rubéola deve ser realizada apenas na
modalidade detec¢do de IgG (Baron et al., 2013).

[0030] Inicialmente os métodos de diagndstico para rubéola
utilizavam testes de menor complexidade tecnolégica e baseavam-se na
hemaglutinacdo, aglutinacdo ou teste de fixacdo do complemento. De
maneira geral estes métodos apresentavam baixo poder de processamento de
amostras ¢ envolviam procedimentos demorados e laboriosos. Limitacoes
quanto a eficiéncia eram observadas na reduzida sensibilidade e
especificidade, além de apresentarem falso-positivos (Meurman, 1978;

Truant et al., 1983). A partir da década de 1970, os métodos enziméiticos
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desempenharam importante avango na drea diagndstica com o advento do
ensaio imunoenzimatico (EIA) e ensaio de imunoabsor¢do ligado a enzima
(ELISA). Hoje estas técnicas estdo consolidadas, com a utilizacdo de
instrumentos totalmente automatizados em diversos laboratérios, com a
disponibilidade de vérios produtos comerciais (Lequin, 2005).

[0031] O principio geral destas técnicas € a interagdo antigeno
anticorpo utilizando uma molécula de captura, como antigeno, para capturar
uma molécula-alvo em amostras biolégicas. A reacdo ocorre no interior do
poco de uma microplaca de 96 pocos, o qual estd revestido pela molécula de
captura. Para revelar a interagdo proteina-proteina € adicionada uma
molécula secunddria ligada a uma enzima. Como exemplo, temos a enzima
peroxidase, que desencadeia a conversdo colorimétrica de seu substrato
quando este € adicionado (exemplos do substrato TMB (3,3°,5,5-
Tetramethylbenzidine), o DAB (3,3'-Diaminobenzidine) e o ABST (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)), formando um composto
colorido que pode ser quantificado espectrofotometricamente (Wandinger et
al., 2011).

[0032] Outras técnicas estdo disponiveis para diagndsticos
sorolégicos da rubéola como o ensaio imunoenzimatico fluorescente (ELFA)
e ensaio imunoenzimatico por microparticulas (MEIA), ambas derivadas dos
métodos ELISA e EIA. A quantificagdo da proteina alvo, no entanto, nao é
quantificada colorimetricamente, mas através da determinac¢ado da quantidade
de fluorescéncia, que é proporcional a concentracdo de anticorpos da
amostra analisada (Medici et al., 2008).

[0033] Dentre os métodos diagnéstico disponiveis no mercado, os
mais utilizados e que compdem a rotina de laboratério, sdo imunoensaios

para deteccdo de IgG ou IgM. Eles utilizam uma grande variabilidade de
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metodologias e tecnologias, porém, existe um ponto em comum: todos
utilizam o virus inteiro como matriz antigénica, obtido de célula eucariética.
Esta é a decisdo légica para qualquer técnico da drea, uma vez que a
descri¢do de epitopos do virus € vasta e até o presente momento nenhum
trabalho conseguiu demonstrar um conjunto minimo capaz de realizar o
correto diagndstico sorolégico, descrevendo regides nas proteinas estruturais
como ndo importantes e outras regides indispensdveis para o diagndstico.
[0034] Algumas desvantagens podem ser apontadas nos métodos
contendo virus inteiro (lisado viral, virus inativado ou particula tipo-virus)
utilizado como matriz antigénica em relagcdo as proteinas recombinantes, e
sdo elas:

[0035] 1) Os custos elevados para obtengdo dos antigenos nos testes
comerciais sdo consequéncia da soma dos seguintes fatores isoladamente:
existéncia de risco biolégico na manipulagdo do virus infectivo, resultando
em aumento do investimento nas etapas de fabricacdo. O lisado viral ou o
virus vivo (e inativado) sdo obtidos de cultura de células eucaridticas.
Quando comparado com o cultivo de células procariéticas este cultivo exige
elevado grau técnico da mao de obra, maior tempo de cultivo, meio de
cultivo oneroso € maior nimero de equipamentos necessirios, com mais
tecnologia embarcada. Por fim, os valores necessdrios para obteng¢do de
antigenos recombinantes em células bacterianas sdo infinitamente mais
baixos que antigenos obtidos utilizando o cultivo de células eucaridticas.
[0036] 2) Reprodutibilidade: a obtenc¢ado do lisado viral possui etapas
ndo controladas para a produgdo dos antigenos na fabricacdo do método
diagndstico, uma vez que a infectividade do virus e o ciclo celular da célula
hospedeira possuem vias biolégicas ndo controladas por processos de

fabricacdo e sdo impossiveis de serem quantificadas ou sincronizadas devido
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ao volume do cultivo e as exigéncias das boas praiticas de fabricagdo. Esta
variabilidade afeta a reprodutibilidade dos resultados dos imunoensaios uma
vez que ndo mantém constante a qualidade e quantidade dos antigenos do
virus para o diagndstico como é observado em peptideos sintéticos ou
proteinas recombinantes. A produgdo de proteinas recombinantes garante a
reprodutibilidade de lote para lote como € necessidrio para um método
diagndstico, uma vez que permite controlar a modificagdo genética da célula
hospedeira e a indugdo da proteina de interesse. Além disso, o processo de
obtengdo de proteinas superexpressas em bactérias garante elevado grau de
pureza e, em ultima andlise, resulta na elevada precisdo diagnéstica por
diminuir drasticamente as reagdes inespecificas com proteinas
contaminantes da célula hospedeira.

[0037] Somados, estes dois fatores demonstram a superioridade da
qualidade de protefnas recombinantes quando comparadas com antigenos
obtidos de lisado viral, na utilizagdo para diagnéstico in vitro para detecgdo
de anticorpos. Além disso, em diagnéstico dependente de lisado viral ndo se
pode descrever a contribui¢do de cada proteina viral na resposta imune, bem
como ndo se pode determinar a titulagdo de anticorpos para cada proteina
estrutural do virus da rubéola. Esta dificuldade € superada com as proteinas
recombinantes propostas neste trabalho, uma vez que, de acordo com a
arquitetura do imunoensaio, € possivel descrever a contribui¢do de cada uma
das proteinas na resposta imune.

[0038] O teste diagnéstico Roche Elecsys Rubella IgG assay
apresenta variacdes na matriz antigénica nao utilizando lisado viral ou virus
inativado, no entanto, este método diagndstico contém particula tipo-virus
recombinante obtida de cultura de células eucaridticas como matriz

antigénica, portanto, também contém o virus bruto em sua composic¢do. Isto
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inviabiliza realizar a distin¢cdo entre a contribuicdo da E1, E2 e da proteina
do capsideo na resposta imune do individuo. Um avancgo real que se tem no
método da Roche € a utilizacdo de diferentes fragmentos recombinantes da
proteina E1, porém, dois pontos negativos estdo presentes: por um lado a
proteina estd fusionada a uma chaperona de E. coli, o que pode resultar em
diagnésticos falso-positivos uma vez que o paciente possua anticorpos
especificos para a chaperona, por outro lado, o sinal obtido com a El
recombinante € somado ao sinal das particulas tipo-virus, ndo permitido
separar a contribui¢ao apenas da E1 recombinante.

[0039] Apesar do vasto conhecimento disponivel sobre a
composi¢cdo e localizagdo de epitopos do virus da rubéola gerado, pouco
sucesso foi obtido na utilizacdo de proteinas recombinantes do virus da
rubéola para aplicacdo diagndstica. H4, portanto, uma necessidade técnica
por um imunoensaio que permita o diagnéstico da rubéola sem as limitagSes
apresentadas pelos métodos e antigenos disponiveis atualmente, deixando,
desta forma, de utilizar lisado viral, particula tipo-virus e fragmentos da E1
fusionados a chaperonas, bem como tornar desnecessdria a utilizacdo de
padrdo OMS para comparabilidade dos resultados. O diagnéstico de rubéola
utilizando os epitopos adequados na matriz antigénica permitiria utilizar
apenas dados qualitativos dos imunoensaios, o que descreve o estado imune
do paciente como suscetivel ou imune ao virus.

[0040] Além disso, ndo existe hoje a disponibilidade de uma vacina
recombinante ou que ndo contenha particulas virais infectivas. A presente
invengdo também aponta para o fornecimento de uma composi¢do vacinal da
classe de vacina de subunidade (Subunit Vaccines) composta por proteinas
recombinantes.

[0041] As vantagens da inveng¢do serdo evidentes na descrigdo da
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invenc¢ao fornecida neste documento.

SUMARIO DA INVENCAQ

[0042] A presente invengdo tem por objetivo prover um método para
diagnéstico de rubéola a partir de proteinas recombinantes que solucione os
principais problemas do estado da técnica listados anteriormente. A invengdo
também permite o desenvolvimento de uma vacina de segunda geragdo, da
classe de subunidade.
[0043] Particularmente, foram desenvolvidas proteinas que podem ser
utilizados isoladamente ou em conjunto em ensaios imunodiagndsticos de
rubéola.
[0044] Em um primeiro aspecto, a inveng¢do prové uma proteina
recombinantes compreendendo pelo menos uma regido antigénica do virus
da rubéola selecionada a partir do grupo selecionado das regides estruturais
El,E2eC.
[0045] Em um segundo aspecto, a invencdo prové sequéncia de
DNA sintético que codifica a proteina recombinante da invengao.
[0046] Em um terceiro aspecto, a invengdo prove vetor de expressao,
que compreende a sequéncia de DNA sintético descrita acima.
[0047] Em um quarto aspecto, a invengdo prové uma célula
hospedeira que compreende a sequéncia de DNA sintético ou o vetor de
expressdo como definidos acima.
[0048] Em um quinto aspecto, a invengdo prové um método para
produzir uma proteina recombinante que compreende:

(a) transformar uma célula hospedeira com a sequéncia de
DNA sintético como definida acima,

(b) cultivar dita célula para a produgdo da proteina
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recombinante; €

(c) isolar dita proteina recombinante de dita célula ou do
meio de cultura circundando dita célula.

[0049] Em um sexto aspecto, a presente invengdo prové uma
composicdo que compreende uma proteina recombinante como definida
acima ou uma combinacdo de duas ou mais proteinas recombinantes como
definidas acima.

[0050] Em um sétimo aspecto, a presente inven¢do prové um kit para
diagnéstico de rubéola que compreende pelo menos uma proteina
recombinante da presente invencao.

[0051] Em um oitavo aspecto, a invengdo proveé o uso de pelo menos
uma protefna recombinante ou do kit descritos acima no diagndstico de
rubéola.

[0052] Em um nono aspecto, a inveng¢do prové um método para
diagnéstico de rubéola que compreende as etapas de:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes ou uma
composi¢do como definidas acima;

(b) contatar uma ou mais proteinas recombinantes ou
composi¢do descritas acima com a amostra biolégica a ser testada por um
tempo suficiente e sob condi¢Ges suficientes para formagdo de complexos
anticorpo/ antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detec¢do, capaz de gerar um sinal detectdvel

na presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0053] A Figura 1 mostra o esquema representativo das proteinas
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recombinantes multiepitopos do virus da rubéola. Um total de 15 proteinas
foram bioengenhariadas para expressdo recombinante em E. coli a fim de
conter uma etiqueta de hexahistidina (34 aminoécidos) e aminodcidos das
proteinas estruturais do virus da rubéola. Seis contém aminoicidos da
proteina E1 (escala de azul), duas contém aminodcidos da E2 (escala de
vermelho) e trés contém aminodcidos do capsideo (dourado). Além disso,
quatro proteinas quiméricas contém regides imunogénicas da E1, E2 e/ou C.
Legendas: Numeros correspondem a posicdo dos aminodcidos nas proteinas
estruturais do virus. Ela: 157-176. El1b: 213-239. Elc: 374-390, E1d: 1-41.
Ele: 149-249. Elf: 294-421. Elg: 195-332. Elh: 364-436. E2a: 1-85. E2b:
125-189. E2c: 237-270.

[0054] A Figura 2 mostra a caracterizagdo do painel soroldgico.
[0055] A Figura 3 mostra as condi¢des com melhor desempenho
imunolégico em relacdo ao Painel SeraCare utilizando proteinas truncadas
ou quiméricas com epitopos para El, E2 e C do virus da rubéola. 94+2+3:
Utilizacdo em conjunto das proteinas Rub2, Rub3 e Rub9 para sensibilizar
os pogos da microplaca. Neg: negativos (n=2). Pos: positivos (n=23). IR:
indice de reatividade, razdo entre a absorbancia da amostra e o cur-off da
microplaca. Barras horizontais representam as médias geométricas. Barras
verticais: intervalo de confianca de 95%. Linha pontilhada: cut-off.

[0056] A Figura 4 mostra o nivel de IgG Anti-Rubéola no
soro/plasma de pacientes negativos (Neg) e positivos (Pos) analisados por
ELISA. O valor do cut-off € 1,0 e a zona cinza estd contida entre 0,9 e 1,1.
Barras horizontais € nimeros em cada grupo representam as médias
geométricas (£95%). AUC: area abaixo da curva ROC. Sen: sensibilidade.
Spe: especificidade. Acc: Exatidao. Indice J: indice Youden.

[0057] A Figura 5 mostra a distincdo de pacientes com infecgdo
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natural recente de pacientes com imunizacdo recente. A proteina Rubl2
quando utilizada sozinha, em conjunto com as proteinas Rub2 e Rub3 ou
compondo as quiméricas Rubl4 e Rubl7 demonstrou potencial para
distinguir entre pacientes com elevada titulacdo devido a infeccdo natural
recente € imunizagdo recente. Valor de cut-offf: 1,0. Area sombreadas: zona
cinza. Pos: positivos. Indice de reatividade: razdo entre a absorbancia da
amostra ¢ o cut-off da microplaca. SC-03: plasma PTR201-03 do painel
SeraCare obtido apés 15 dias de infec¢do natural, com elevada titulagdo de
IgM e positivo para IgG. SC-13: amostra pareada do paciente PTR201-13 do
painel SeraCare coletada ap6s 14 dias, negativo para IgM e positivo para
IgG. SC-07, SC-19, SC-24: plasma PTR201-07, PTR201-19 e PTR201-24,
respectivamente, do painel SeraCare provenientes de pacientes com

imunizagdo recente.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0058] A ndo ser que sejam definidos de maneira diferente, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados t€ém o mesmo significado
entendido por um técnico no assunto ao qual a invengdo pertence. A
terminologia utilizada na descricdo da invencdo tem finalidade de descrever
concretizagdes particulares somente, € ndo tem a intengdo de limitar o
escopo dos ensinamentos. A ndo ser que seja indicado de forma diferente,
todos os nimeros expressando quantidades, porcentagens e proporcoes, €
outros valores numéricos usados no relatério descritivo e nas reivindicacoes,
devem ser entendidos como sendo modificados, em todos os casos, pelo
termo “cerca de”. Assim, a ndo ser que seja indicado o contririo, os
pardmetros numéricos mostrados no relatério descritivo e nas reivindicacoes

sdo aproximagdes que podem variar, dependendo das propriedades a serem
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obtidas.

[0059] A préitica da presente invengdo ird empregar, a menos que
indicado de forma diferente, métodos convencionais de quimica, bioquimica,
técnicas de DNA recombinante e imunologia, dentro do conhecimento da
técnica. Tais técnicas sdo explicadas completamente na literatura. Veja, por
exemplo, Fundamental Virology, 2* Edi¢ao, vols. I & II (B.N. Fields e D. M.
Knipe, eds.); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M.
Weir e C.C. Blackwell eds., Blackwell Scientific Publications); T.E.
Creighton, Proteins: Structures e Molecular Properties (W.H. Freeman e
Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc.,
edi¢cdo atual); Sambrook, e cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2* Edigao, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick e N. Kaplan eds.,
Academic Press, Inc.).

[0060] Os presentes inventores solucionaram o problema do estado
da técnica provendo um método para diagndstico de rubéola a partir de
proteinas recombinantes construidas de diferentes regides do virus, com alto
grau de pureza e alta capacidade de discriminagdo soroldgica. As andlises
revelaram a elevada capacidade de distingdo entre soros positivos e
negativos utilizando apenas as proteinas recombinantes da invencdo sem a
utilizacdo de lisado viral ou padraio OMS de imunoglobulinas humanas.
Também foi verificada a possibilidade de disting¢do por titulacdo de pacientes
recentemente infectados daqueles com imunidade tardia, desta forma
demonstrando elevado potencial para geracdo de vacina recombinante para
superar as vacinas com virus vivo e atenuado de primeira geracao.

[0061] Em um primeiro aspecto, a presente inveng¢do prové uma
proteina recombinante, que compreende pelo menos uma regido antigénica

do virus da rubéola selecionada a partir do grupo selecionado das regides
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estruturais E1, E2 e C.

[0062] As referidas regides antigénicas do virus da rubéola sdo
conhecidas e apresentam variabilidade no desempenho, o que ¢ amplamente
discutido na arte relacionada ao diagnéstico da rubéola. Com base no estado
da técnica, principalmente no que se refere a variabilidade do virus da
rubéola, foram definidas sequéncias de regides antigénica do virus para
compor desenhos das proteinas recombinantes da presente invencao.

[0063] Atentando-se para a baixa identidade entre epitopos e
considerando a variabilidade entre os genétipos existentes, os inventores
desenvolveram proteinas recombinantes especificas com a possibilidade de
utilizd-las individualmente ou em conjunto, a fim de obter maior
representatividade, tendo em vista que a variabilidade apresentada pode levar
ao ndo reconhecimento de anticorpos genotipo-especifico.

[0064] Dessa forma, os inventores desenvolveram proteinas
recombinantes multiepitopos obtidas pela jun¢do de regides estruturais do
virus da rubéola. As proteinas recombinantes utilizadas nesta tecnologia
foram desenvolvidas em construcdes truncadas ou quiméricas.

[0065] No presente estudo, o objetivo foi construir novos clones e
produzir novas variantes de antigenos recombinantes e validar o conjunto
minimo de antigenos recombinantes para realizar um teste de diagndstico
imunolégico mais sensivel, especifico e preciso para o virus da rubéola
apenas com antigenos recombinantes.

[0066] Inicialmente, foram desenvolvidos quinze clones, os quais
continham diferentes combinag6es das regides estruturais E1, E2 e C do virus
da rubéola. A Tabela 1 apresentada nos Exemplos identifica as constru¢des
correspondentes para cada um dos quinze clones.

[0067] ApOs testes de expressdo e purificacdo, as proteinas Rubl,
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Rub5, Rub6 e Rub7 foram descartadas, tendo em vista os resultados negativos
obtidos com 0s mesmos.

[0068] As onze proteinas expressas e purificadas com sucesso (Rub2,
Rub3, Rub4, Rub7-2, Rub9, Rub12, Rub13, Rub14, Rubl5, Rub16 Rubl7)
foram testadas em imunoensaios, evidenciando que todas as protefnas
purificadas possuem eficiéncia compativel com as caracteristicas desejadas
para aplicacao diagndstica e imunizagdo passiva.

[0069] Dentre as proteinas recombinantes desenvolvidas pelos
inventores, o uso combinado de trés delas apresentou melhor resultado em
ensaios de combinacdo, quais sejam, as proteinas Rub2 + Rub 3 + Rub 12.
Para ensaios de proteina isolada, as proteinas quiméricas Rub14 e Rubl7
apresentaram os melhores resultados.

[0070] No contexto da presente invengdo, as proteinas Rub2 + Rub 3
+ Rubl2, Rubl4 e Rub17 serdo também referidas conforme abaixo:

Rub 2: SEQ ID NO: 1

Regido E2: aminodcidos 31-105
Rub 3: SEQ ID NO: 3

Regido C: aminoécidos 1-123

Rub 12: SEQ ID NO: 5

Regido Elg: aminodcidos 195-332
Regido: E1h: aminodcidos 364-436

Rub 14: SEQ ID NO: 7
Regido Elg: aminoécidos 195-332 da El
Regido E1h: aminoécidos 1361-436 da E1

Regido E2a: aminodcidos 1-85 da E2
Regido E2b: aminoécidos 125-189 da E2
Regido E2c: aminodcidos 237-270 da E2
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Rub 17: SEQ ID NO: 9
Regido Elg: aminoécidos 195-332 da El
Regido E1h: aminoécidos 1361-436 da E1

Regido E2a: aminodcidos 1-85 da E2

Regido E2b: aminoécidos 125-189 da E2

Regido E2c: aminodcidos 237-270 da E2

Regido C: aminodcidos 1-123 da C
[0071] Em um aspecto preferencial, as proteinas sdo pelo menos
91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%,
pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99%
idénticos as sequéncias de aminodcidos das SEQ ID NOs: 1, 3,5,7 ¢ 9, em
que um ou mais aminodcidos sdo opcionalmente substituidos, adicionados
ou deletados em relagdo a sequéncia das SEQ ID NOs: 1,3, 5,7 ¢ 9.
[0072] Em um aspecto ainda mais preferencial, as proteinas
consistem nas sequéncias de aminodcidos das SEQ ID NOs: 1,3, 5,7 ¢ 9.
[0073] As proteinas da presente invencdo  apresentaram
reprodutibilidade quanto a sensibilidade e especificidade. Isto sugere que as
proteinas desenvolvidas podem se manter estiveis por longos periodos,
mantendo sua capacidade reativa. Proteinas estdveis sdo consideradas
quando existe interesse de aplicagdo diagndstica.
[0074] Conforme empregado ao longo do presente pedido, o termo
“aminodcido” denota o grupo a-aminodcidos que diretamente ou na forma
de um precursor pode ser codificado por um 4cido nucleico. Os aminodcidos
individuais sdo codificados por 4cidos nucleicos consistindo de trés
nucleotideos, conhecidos como cédons ou terno de bases. Cada aminoacido
¢é codificado por pelo menos um cédon. O fato do mesmo aminoécido ser

codificado por diferentes cédons € conhecido como “degeneracdo do codigo
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genético”. O termo “aminodcido”, como usado no presente pedido, denota os
a-aminodcidos que ocorrem naturalmente, compreendendo alanina, arginina,
asparagina, dcido aspdrtico, cisteina, glutamina, dcido glutidmico, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina e valina.

[0075] Os termos “peptideo”, “polipeptideo” ou “proteina” podem
ser utilizados intercambiavelmente, e fazem referéncia a um polimero de
aminodcidos conectado por ligagdes peptidicas, independentemente do
nimero de residuos de aminoicido que constituem esta cadeia. Os
polipeptideos, como aqui usados, incluem “variantes” ou “derivados” dos
mesmos, que se referem a um polipeptideo que inclui variacdes ou
modificagtes, por exemplo, substitui¢do, delecdo, adi¢do ou modificacdes
quimicas em sua sequéncia de aminodcido em relagdo ao polipeptideo de
referéncia. Exemplos de modificacdes quimicas sdo glicosilagao, PEGlagao,
PEG alquilagdo, alquilagdo, fosforilagdo, acetilagdo, amidagdo, etc. O
polipeptideo pode ser produzido artificialmente a partir de sequéncias
nucleotidicas clonadas através da técnica de DNA recombinante ou pode ser
preparado através de uma reagdo de sintese quimica conhecida.

[0076] Mais especificamente, o termo proteina da presente invengao
pode também ser entendido como antigeno, poliantigeno, antigeno
multiepitopo ou proteina quimérica, que consistem em uma jungdo de
epitopos diferentes que podem ou ndo estar interligados por ligantes
(linkers) flexiveis ou rigidos, especificos para um tnico patégeno ou para
patégenos diferentes.

[0077] O termo “cédon” denota um oligonucleotideo consistindo de
trés nucleotideos que codifica um aminodcido definido. Devido a

degeneracdo do cédigo genético, a maioria dos aminoécidos € codificada por
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mais de um cdédon. Estes diferentes cédons que codificam o mesmo
aminodcido tém diferentes frequéncias relativas de uso nos diferentes
organismos. Portanto, um aminodcido especifico é codificado tanto por um
cédon exato ou por um grupo de diferentes cédons. Da mesma forma, a
sequéncia de aminodcidos de uma proteina pode ser codificada por
diferentes 4cidos nucleicos. Portanto, um aminodcido especifico (residuo)
em uma proteina pode ser codificado por um grupo de diferentes cddons,
cada um destes cédons tendo uma frequéncia de uso dentro de uma
determinada célula ou organismo.

[0078] O termo “identidade” é definido como o grau de igualdade
entre sequéncias de DNA ou de aminodcidos quando comparados
nucleotideo por nucleotideo ou aminodcido por aminoicido com uma
sequéncia de referéncia.

[0079] O termo “porcentagem de identidade de sequéncias” refere-se
a comparagdes entre polinucleotideos ou polipeptideos e é determinado por
duas sequéncias idealmente alinhadas, sob determinados parametros de
comparacdo. Este alinhamento pode compreender espagos (gaps), gerando
intervalos quando comparadas a sequéncia de referéncia, que facilitam uma
comparacdo adequada das mesmas. De maneira geral, o cdlculo da
porcentagem de identidade considera o nimero de posi¢bes onde o mesmo
nucleotideo ou aminodcido ocorre nas sequéncias comparadas a sequéncia
referéncia, sendo realizado através de diversos algoritmos de comparagdo de
sequéncias e programas conhecidos no estado da arte. Tais algoritmos e
programas incluem, mas ndo sdo limitados a, TBLASTN, BLASTP,
FASTA, TFASTA, CLUSTALW, FASTDB.

[0080] A proteina compreendendo os fragmentos antigénicos da

presente inveng¢do sdo obtidas de forma recombinante ou sintética. Em uma
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modalidade particular, as proteinas da presente invengdo sdo obtidas por
meio de um sistema de expressao.

[0081] Por sistema de expressdo, entende-se um sistema
compreendendo as sequéncias nucleotidicas, as quais sdo capazes de
codificar proteinas.

[0082] Em um segundo aspecto, a presente invengdo prové
sequéncias de DNA sintético que codificam as proteinas recombinantes aqui
descritas.

[0083] As sequéncias de DNA sintético de acordo com a invengao
sdo representadas, de forma ndo limitativa, pelas SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 ¢ 10,
e suas degeneragdes, ou sequéncias com 90% de identidade com as SEQ ID
NO: 2, 4, 6, 8 e 10. As sequéncias de DNA sintético das SEQ ID NOs: 2, 4,
6, 8 e 10 codificam as proteinas recombinantes representadas pelas SEQ ID
NOs: 1, 3,5,7 € 9, respectivamente.

[0084] Os termos “sequéncia de DNA sintético” e “polinucleotideo”
sio usados de forma intercambiavel, e referem-se a DNA. Os
polinucleotideos podem ser simples ou dupla fita. Exemplos ndo limitantes
de polinucleotideos incluem genes, fragmentos de genes, éxons, introns,
DNA complementar, DNA gen6mico, DNA sintético, DNA recombinante,
cassetes, vetores, sondas e iniciadores. O termo “DNA recombinante”
refere-se a qualquer sequéncia nucleotidica artificial que resulta da
combinacdo de sequéncias de DNA de diferentes origens.

[0085] O termo “sequéncia de nucleotideos degenerada™ denota uma
sequéncia de nucleotideos que inclui um ou mais cédons degenerados
quando comparada com uma molécula de 4cido nucleico de referéncia que
codifica um dado polipeptideo. Cddons degenerados contém diferentes

tripletes de nucleotideos, mas codificam o mesmo residuo de aminodcido



WO 2020/113303 PCT/BR2019/050522
25

(p.ex., GAU e GAC ambos codificam Asp).

[0086] Um técnico no assunto reconheceria que as degeneragdes sao
integralmente suportadas com base nas informagdes fornecidas no pedido e
no conhecimento comum do estado da técnica. Por exemplo, a degeneragao
do cédigo genético (isto €, diferentes cédons podendo codificar os mesmos
aminodcidos) € um conhecimento comum na técnica e a identidade do
aminodcido codificado por cada c6don € bem estabelecida.

[0087] Com base nas informagdes bem conhecidas e estabelecidas
no estado da técnica, o técnico no assunto € capaz de identificar as
substitui¢des de nucleotideos que ndo alteram a sequéncia de aminodcidos
resultante. Assim, quando em posse tanto da sequéncia de nucleotideos de
um gene quanto da sequéncia de aminodcidos da proteina codificada, o
técnico no assunto identificard facilmente as degeneragdes que codificam a
mesma protefna, com a mesma sequéncia de aminodcidos.

[0088] Em um aspecto preferencial, as sequéncias de DNA sintético
da presente invencdo tiveram os c6dons otimizados para expressio em
sistema procarioto.

[0089] Em um aspecto mais preferencial, as sequéncias de DNA
sintético da inveng¢do sdo otimizadas para uso de cédon para Escherichia
coli.

[0090] Em um terceiro aspecto, a presente invencdo proveé um vetor
de expressdo compreendendo uma sequéncia de DNA sintético de acordo
com a invengdo. Este vetor de expressdo pode ser utilizado para transformar
uma célula hospedeira e permitir a expressao da sequéncia de DNA sintético
de acordo com a invengdo na referida célula.

[0091] Com vantagem, o vetor de expressdo compreende elementos

reguladores que permitem a expressdo do 4cido nucleico e elementos que
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permitem a sua sele¢do na célula hospedeira de acordo com a invengao. Os
métodos para selecionar estes elementos em fungdo da célula hospedeira na
qual a expressdo € desejada, sdo bem conhecidos do versado na técnica e
amplamente descritos na literatura.

[0092] Os vetores podem ser construidos por técnicas cldssicas de
biologia molecular, bem conhecidas do versado na técnica. Exemplos ndo
limitantes de vetores de expressdo adequados para expressdo em células
hospedeiras sdo plasmideos e vetores virais ou bacterianos.

[0093] Em um quarto aspecto, a presente invencao prové uma célula
hospedeira transformada/transfectada de maneira transitéria ou estdvel com
a sequéncia de DNA sintético ou vetor da invencdo. A sequéncia de DNA
sintético ou o vetor podem estar contidos na célula sob a forma de epissoma
ou sob forma cromossomica.

[0094] A célula hospedeira pode ser uma célula de bactéria,
levedura, fungos filamentosos, protozodrios, insetos, células animais e
vegetais.

[0095] Em um aspecto especifico, a célula hospedeira € uma célula
bacteriana, preferivelmente uma célula de Escherichia coli.

[0096] Em um quinto aspecto, a presente invenc¢do prové método
para produzir a proteina recombinante de acordo com a invencdo,
compreendendo a inser¢do de uma sequéncia de DNA sintético ou um vetor
de expressdo de acordo com a inven¢do em um sistema de expressao in vivo
e a coleta da proteina produzida pelo referido sistema. Numerosos sistemas
de expressdo in vivo, compreendendo o uso de células hospedeiras
adequadas, estdo disponiveis no comércio e a utilizagdo destes sistemas é

bem conhecida do versado na técnica.
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[0097] Sistemas de expressdo particularmente adequados incluem
microrganismos, como bactérias transformadas com vetores de expressdo de
DNA recombinante de bacteriéfago, plasmideo ou cosmideo; levedura
transformada com vetores de expressdo de levedura; sistemas de células de
insetos infectadas com vetores de expressio de virus (por exemplo,
baculovirus); sistemas de células de plantas transformados com vetores de
expressdo de virus (por exemplo, virus do mosaico da couve-flor, CaMV
[cauliflower mosaic virus]; virus do mosaico do tabaco, TMV [fobacco
mosaic virus]) ou com vetores de expressdo bacterianos (por exemplo,
plasmideos Ti ou pBR322); ou sistemas de células animais. Também &
possivel empregar sistemas de traducao isentos de células para produzir os
polipeptideos da invencao.

[0098] A introdugao da sequéncia de DNA sintético ou do vetor que
codifica uma proteina recombinante da presente invencdo em células
hospedeiras pode ser realizada por meio de métodos descritos em muitos
manuais de laboratério padrdao, como Davis et al., Basic Methods in
Molecular Biology (1986) e Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989).

[0099] A célula hospedeira transformada ou transfectada descrita
acima € depois cultivada em um meio nutriente adequado sob condi¢des
conducentes que permitam a expressdo das proteinas recombinantes da
invencdo. O meio usado para cultivar as células pode ser qualquer meio
convencional adequado para desenvolver as células hospedeiras, tal como
meio minimo ou complexo contendo suplementos apropriados. Os meios
adequados estdo disponiveis a partir de fornecedores comerciais ou podem
ser preparados de acordo com receitas publicadas (por exemplo, nos

catidlogos da American Type Culture Collection). As proteinas da invengao
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produzidos pelas células podem ser depois recuperados da célula ou do meio
de cultura por procedimentos convencionais incluindo separar as células
hospedeiras do meio pela centrifugacdo ou filtragdo, precipitando os
componentes aquosos de proteina do sobrenadante ou filtrado por meio de
um sal, por exemplo, sulfato de amonio, purificagdo por uma variedade de
procedimentos cromatograficos, por exemplo cromatografia por troca idnica,
cromatografia por exclusdo, cromatografia de interacdo hidrofébica,
cromatografia por filtracio em gel, cromatografia por afinidade ou similares,
dependente do tipo de proteina em questao.

[00100] A proteina recombinante obtida €, entdo, purificada e
caracterizada bioquimicamente, utilizando-se, por exemplo, métodos
comuns ao campo da bioquimica, como HPLC, SDS-PAGE, Western
Blotting, focalizagdo isoelétrica com gradiente de pH, dicroismo circular.
Por meio desses métodos, € possivel determinar caracteristicas como, por
exemplo, o rendimento da expressio da proteina recombinante; a
determinacdo das caracteristicas das estruturas secunddrias, além de outras
caracteristicas cuja determinagdo € importante para o desenvolvimento de
uma composicdo para imunizagdo contra rubéola.

[00101] Os polipeptideos podem ser expressos “fusionados” a uma
etiqueta. O termo “etiqueta” ou o termo em inglés “fag” refere-se a
sequéncias codificadoras incorporadas proximas ao sitio multiplo de
clonagem de um vetor de expressdo, possibilitando a sua tradugdo
concomitante e adjacente a sequéncia da proteina recombinante clonada.
Assim, a etiqueta é expressa fusionada a proteina recombinante. Tais
etiquetas sdo bem conhecidas no estado da técnica e incluem compostos e
peptideos como poli-histidina, poli-arginina, FLAG, glutationa-S-

transferase, proteina ligante a maltose (MBP), dominio ligante a celulose
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(CBD), Beta-Gal, OMNI, tioredoxina, NusA, mistina, dominio ligante a
quitina, cutinase, compostos fluorescentes (como GFP, YFP, FITC,
rodamina, lantanideos), enzimas (como peroxidase, luciferase, fosfatase
alcalina), compostos quimioluminescentes, grupos biotinila, epitopos
reconhecidos por anticorpos como ziper de leucina, c-myc, dominios
ligantes a metais e sitios de ligagdo para anticorpos secundérios.

[00102] As proteinas podem ser separadas e purificadas por um
método de purificacdo conhecido. Um exemplo de tais métodos de
purificagdo pode incluir uma combinacdo de extragdo por solvente,
destilagdo, cromatografia por coluna, cromatografia liquida, recristalizacao e
similares.

[00103] Os tampoes utilizados na presente inveng¢do sdo conhecidos
na arte. Em modalidades especificas podem ser utilizados os tampoes Tris-
HCl, Tris, CAPS (4cido N-ciclohexil-3-aminopropanosulfénico), MES
(dcido 2-(N-morfolino) etanosulfénico), PBS (tampao de salina fosfatada),
CABS (4cido 4-(Ciclohexilamino)-1-butanosulfénico), ACES (4cido N-(2-
Acetamido)-2-aminoetanosulfdnico), ADA (acido N-(2-
Acetamido)iminodiacético),  BES  (4cido N,N-Bis(2-hidroxietil)-2-
aminoetanosulféonico), AMP (2-amino-2-metil-1-propanol), AMPD (2-
Amino-2-Metil-1,3-Propanodiol; amediol), HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfonico), EPPS (acido 3-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil]propanosulfonico), TAPS (N-[tris(hidroxietil)metil]-3-
aminopropanosulfénico), MOPS (3-morfolinopropano-1-sulfonico), PIPES
(dcido 1,4-Piperazinedietanesulfénico), TES (N-[tris(hidroximetil)metil]-2-
aminoetanosulfénico), rol, e bicarbonato. Os detergentes glicosidicos;
detergentes de poli(oxietileno), como familia Tween20 a 80, Nonidet-P-40;

polimeros de etilenoglicoéter, como Triton X-100 e X-114, e IGEPAL;



WO 2020/113303 PCT/BR2019/050522
30

detergentes de sulfatos de alquil e sais de dodecilsulfatos, como SDS
(dodecil sulfato de s6dio); detergentes de alquil sulfonatos, sal de docusato
de sédio, brometo de alquiltrimetilamodnio, cloreto de benzalc6nio, cloreto
de benzetdnio, hidréxido de benzetdnio, brometo de
dimetildioctadecilamodnio, brometo de dodeciltrimetilamonio, monohidrato
de cloreto de hexadecilpiridinio, brometo de hexadeciltrimetilamdnio,
cloreto de metilbenzetdénio, brometo de miristiltrimetilamonio, ASB-14,
C7zBO, CHAPS, CHAPSO, SB3-10, DDAO, SB3-14, SB3-18, SB3-8,
sulfobetainas, derivados de ciclodextrinas. Esses reagentes serdo efetivos
sozinhos ou em combinag¢do com sais como NaCl, KCI, (NH4),SO., NH4Cl.
As formulacdes poderdo conter inibidores de proteases podendo ser
empregado mas ndo restrito a combinacOes de inibidores de proteases
especificos para Escherichia coli, comercialmente disponiveis como
coquetéis de diversos fabricantes ou combinagtes de inibidores de serina
proteases, cisteina proteases, tripsina, quimiotripsina, € plasmina, como
AEBSF, Bestatin, Pepstatin A, E-64, entre outros
[00104] Em uma concretizacdo preferida, o método para produzir a
proteina da presente invencdo compreende as etapas de:

(a) transformar uma célula hospedeira com uma sequéncia de
DNA sintético da presente invencdo para obter uma célula hospedeira
transformada;

(b) cultivar a célula hospedeira transformada para a produgio
da proteina;

(c) isolar a proteina da presente invengdo da célula ou do
meio de cultura circundando dita célula.
[00105] Em uma modalidade, a proteina da etapa (a) codifica o

proteina compreendendo pelo menos 90% de identidade com qualquer uma
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das SEQID NOs: 1, 3,5, 7 ¢ 9.

[00106] Em outra modalidade, a proteina da etapa (a) compreende a
sequéncia de DNA sintético de qualquer uma das SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8 e
10e suas degeneracoes.

[00107] Em uma modalidade, a transformagdo da célula hospedeira
com a proteina da presente invenc¢do € realizada por meio de um vetor de
expressdo. Em uma modalidade especifica, o vetor é pET28a e a célula
hospedeira transformada € E. coli.

[00108] As condi¢des de cultivo da célula hospedeira referido na
etapa (b) sdo de conhecimento de um técnico no assunto. O meio de cultivo
preferencialmente recomendado € o caldo de lisogenia (Lisogeny Broth —
LB) em temperatura de 37°C durante 16 horas para se obter a fase de
crescimento exponencial e 37°C durante 4 horas ou 15°C durante 16 horas
para se alcancar a quantidade desejada de proteinas recombinante.

[00109] A producdo da proteina referida na etapa (b) pode ser
realizada com qualquer técnica conhecida no estado da técnica. Em uma
concretizagdo, a indugdo da expressdo das proteinas da invengdo € feita por
meio de adi¢do de IPTG ao meio de cultura, apés obtengdo de densidade
Optica adequada.

[00110] Em uma etapa opcional, € realizada a solubilizag¢do de corpos
de inclusdo antes do isolamento da proteina da etapa (c). A solubilizagdo
pode ser realizada com qualquer agente caotrépico conhecido no estado da
técnica, sendo exemplos ndo limitativos a ureia € a guanidina. Em uma
concretizagdo, a solubilizagdo € realizada com tampao contendo guanidina.
[00111] O isolamento da proteina referida na etapa (c) pode ser
realizado com qualquer técnica conhecida no estado da técnica. Em uma

concretizagdo, a purificagdo € feita por técnicas de cromatografia. Em uma
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modalidade especifica, a purificagdio € realizada por cromatografia de
afinidade. Exemplos ndo limitativos incluem o método de afinidade a resina
de niquel, troca idnica, outros métodos por afinidade ou adsor¢do, par
16nico, fase reversa e exclusao molecular.

[00112] Ao comparar os rendimentos obtidos na presente invengao
com os rendimentos de referéncias do estado da técnica para a obtencao de
proteinas para o virus da rubéola, pode-se afirmar que os rendimentos
obtidos para purificagdo das proteinas desenvolvidas podem ser
considerados altos. O estado da técnica aponta para rendimentos inferiores
para a maior parte das proteinas desenvolvidas para o diagndstico de
rubéola. Deste modo, pode-se afirmar que as proteinas desenvolvidas nesta
invencdo, expressas em Escherichia coli, apresentaram rendimentos
variando entre 1,5 a 75 mg por litro de cultura que se apresentaram com alto
grau de pureza.

[00113] Em um sexto aspecto, a invengdo prové uma composi¢ao,
compreendendo uma proteina recombinante como definida acima ou uma
combinacdo de duas ou mais proteinas recombinantes como definidas acima.
[00114] As proteinas que compdem a dita composi¢do apresentam
proporg¢des adequadas para exercer um efeito potencial no desenvolvimento
da resposta imune contra rubéola. Em uma modalidade especifica da
invencdo, as concentragdes das proteinas recombinantes da presente
invengcdo na composi¢do variam, de um modo geral, de 0,1 mg/ml a 10
mg/ml, preferencialmente, de 0,5 mg/ml a 2 mg/ml.

[00115] Em um aspecto, a composi¢do compreende ainda um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel.

[00116] Como aqui usado, um veiculo farmaceuticamente aceitivel é

entendido para ser um composto que ndo afeta de forma adversa a satide do
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organismo a ser vacinado. Vdrias solucdes farmaceuticamente aceitdveis
para uso na preparacdo da composicao vacinal da presente invengao sdo bem
conhecidas e podem ser prontamente adaptadas por aqueles especialistas
nessa técnica (ver, por exemplo, Remington’ s Pharmaceutical Sciences (18*
edi¢cdo), ed. A. Genaro, 1990, Mack Publishing Co., Easton, PA).

[00117] A composi¢do vacinal da presente inveng¢do pode ser
administrada como um produto sélido, liquido ou aerossol, por qualquer
método conveniente para a administracdo de vacinas incluindo oral e a
injecdo parenteral (ex. intravenoso, subcutdneo ou intramuscular), além
disso, esta composicdo pode ser preparada pela mistura dos antigenos
proteicos e depois adjuvi-los, ou adjuvando os antigenos por separado e
depois misturando-os.

[00118] As composi¢des que compreendem esta invencdo podem ser
administradas em diferentes esquemas de imunizagao.

[00119] Adicionalmente, sdo providas composi¢des estabilizadas dos
antigenos da presente invenc¢do. As composi¢des estabilizadas resultam na
auséncia de agregados proteicos, 0 que garante a ndo interferéncia na
interacdo antigeno-anticorpo, relacionada a agregacdo, nos imunoensaios da
presente invengao.

[00120] Em um aspecto particular, a composicdo € para imunizagao
contra rubéola.

[00121] Em uma modalidade, a composi¢do € uma composi¢ao
vacinal da classe de subunidade.

[00122] Dentre as vantagens de uma vacina com proteinas
recombinantes pode-se citar a elevada reprodutibilidade de lote para lote,
obtencdo de soroconversdo e titulacdo préximas daquelas obtida apdés a

infec¢do natural (diante da escolha adequada dos antigenos) e possibilidade
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de transporte em cadeia refrigerada (8°C). Adicionalmente, existe um
avango significativo permitido com vacinas de subunidade, pois ela torna
possivel sua utilizagdo em pacientes imunossuprimidos, imunodeficientes e
gestantes. Sendo o principal avango da vacina pretendida a sua utilizagdo em
gestantes suscetiveis, levando a soroconversdo segura em aproximadamente
sete dias, eliminando assim o risco de rubéola congénita ndo apenas para as
gestacdes futuras, mas principalmente, para a o feto em desenvolvimento.

[00123] Em um sétimo aspecto, a invengdo prové um kit para
diagnéstico de rubéola, que compreende uma ou mais proteinas

recombinantes da presente invengao.

[00124] Opcionalmente, o kit compreende ainda um controle de
reacao.
[00125] Em uma modalidade, o controle de reagdo € um controle de

reacdo positivo.

[00126] Adicionalmente, o kit pode ainda compreender um meio de
detec¢do do complexo antigeno/anticorpo, o qual pode compreender um
gerador de sinal, capaz de gerar um sinal detectdvel.

[00127] Os meios de deteccdo podem ser aqueles conhecidos na
técnica. Um exemplo ndo limitativo do meio de deteccdo pode ser um
conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a um composto gerador
de sinal, capaz de gerar um sinal detectdvel.

[00128] Em uma modalidade, os kits sdo desenvolvidos para uso em
imunoensaios. Em uma modalidade mais especifica, os imunoensaios sdo do
tipo ELISA indireto.

[00129] Em um oitavo aspecto, a invengdo prové o uso de uma ou
mais proteinas recombinantes ou do kit como aqui descritos para diagndstico

de rubéola.
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[00130] A inven¢do ainda prové um método para diagnéstico de
rubéola que envolvem as etapas de:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes ou uma
composi¢do de acordo com a invengao;

(b) contatar as ditas uma ou mais proteinas ou a dita
composi¢do com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e
sob condig¢des suficientes para formagao de complexos anticorpo/antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adicdo de um meio de detec¢do, capaz de gerar um sinal detectdvel
na presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.
[00131] Em uma concretizagdo preferencial, € realizado o modelo de
imunoensaio indireto. Ainda mais preferencialmente, o imunoensaio ¢é
ensaio ELISA.
[00132] Em uma modalidade, para os ensaios ELISA, sdo aplicados
de 12,5 a 400 ng de antigeno por poco. Em uma modalidade especifica, sdo
aplicados de 50 a 200 ng de antigenos por poco.
[00133] Os antigenos foram avaliados quanto aos melhores
desempenhos a partir da AUC (Area Abaixo da Curva) da curva ROC (do
inglés, Receiver Operating Characteristic), da maior sensibilidade e
especificidade, maior capacidade de separacdo, bem como o menor desvio
padrdo para as amostras negativas.
[00134] As proteinas desenvolvidas foram avaliadas individualmente
e em conjunto. Nos ensaios realizados no formato ELISA para a andlise
individual de desempenho para os antigenos, os melhores desempenhos
foram alcancados para a Rub14 e a Rub17 (96% e 91%, respectivamente).
Dos desempenhos apresentados, o indice de reatividade para os soros

positivos foi, em geral, acima de 2,39 e para os soros negativos, abaixo de
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0,615.

[00135] As combinag¢des Rub9 + Rub2 + Rub 3 e Rub12 + Rub2 +
Rub3 em ensaio ELISA combinado apresentou sensibilidade e
especificidade de 100% no painel SeraCare, com desempenhos superiores
aos obtidos quando os antigenos foram avaliados individualmente no mesmo
ensaio. Dentre essas combinacdes, o conjunto Rub12 + Rub2 + Rub3 foi
selecionado para teste com painel sorolégico completo.

[00136] A presente invencao revelou antigenos que promoveram altos
niveis de discriminagdo soroldgica, obtendo-se ensaios com 100% de
especificidade e sem a presenca de reagdo cruzada, o que conta
positivamente para a aplicagdo diagndstica dos mesmos.

[00137] A concordincia obtida com as protefnas recombinantes em
relacdo aos testes comerciais foi superior a 92%, levando em consideragdo
as diferentes tecnologias utilizadas.

[00138] A presente invengdo serd doravante ilustrada por meio de
exemplos, os quais ndo pretendem, de forma alguma, serem limitativos

quando ao escopo e a abrangéncia da presente invengao.

EXEMPLOS

Exemplo 1- Selecio de regides antieénicas € construcdo de plasmideos de

expressao

[00139] Genes sintéticos codificando regides antigénicas do virus da
rubéola, otimizados para expressio em FE. coli, foram adquiridos da
GenScript (Piscataway, Nova Jersey/EUA) e clonados no plasmideo pUC57.
As regides antigé€nicas e epitopos das proteinas estruturais E1, E2 e C do
virus da rubéola foram selecionadas com base em informag¢Ges da literatura,

utilizando a seqiiéncia depositada no GenBank sob o nimero de acesso
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P07566.1. A descrigdo das sequéncias de aminodcidos compreendidas por
cada construgcdo € dada na Figura 1. Onze construtos genéticos (pET28a-
Rub1-Rub7, pET28a-Rub7-2, pET28a-Rub9, pET28a-Rubl2 e pET28a-
Rub13) codificam proteinas truncadas que abrigam regides antigénicas de
cada uma das trés proteinas estruturais. As sequéncias de codificacdo para
estas proteinas foram subclonadas nos sitios de restricio BamH/ e Hind/I1
do vetor de expressio pET28a. Quatro construtos codificam proteinas
quiméricas geradas por combinagdo de regides antigénicas de duas ou trés

proteinas estruturais.

Exemplo 2- Construcdoes quiméricas

[00140] O clone pET28a.Rubl4 foi construido pelo isolamento da

sequéncia de codificacdo da Rubl3 utilizando as enzimas de restricdo
BamH/ e Hind/II e pela ligacdo ao pET28a-Rub12 previamente digerido por
Bglil e Hind/ll. O pET28a-Rubl5 foi construido ligando a sequéncia de
codificagdo da Rub3, isolada de pUC57-Rub3 utilizando BamHI e Hind/II,
no plasmideo pET28a-Rub12 previamente digerido com Bgl/l e Hind/Il. O
pET28a-Rubl16 foi construido inserindo a sequéncia de codificacdo da Rub3
digerida com BamH/ e Hindlll em pET28a-Rubl3 previamente digerido
com Bglll e Hind/ll. O pET28a-Rub16 foi construido inserindo a sequéncia
de codificacdo da Rub3, isolada de pUCS57-Rub3 utilizando BamHI e
Hind/II, no plasmideo pET28a-Rubl4 previamente digerido com Bglil e
Hind/Il. Os sitios de restricdo BamHI e Bglil sdo compativeis para ligagao,
permitindo estas constru¢tes sem a necessidade de alteracdo de sitos. Todos
os clones foram confirmados por andlise de sequenciamento e DNA. Todas

as proteifnas codificadas por estes vetores de expressdo contém um marcador
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de hexa-histidina na regido N-terminal permitindo a purificagdo subsequente

por cromatografia de afinidade com metal imobilizado.

Exemplo 3 - Expressio e purificacdo de proteinas recombinantes

[00141] As proteinas foram expressas em Escherichia coli cepa
BL21-Star (DE3) adquirida da Invitrogen (Carlsbad, California, USA). A
expressdo foi tipicamente realizada utilizando 2-3 L de culturas LB
induzidas em ODgoonm de aproximadamente 0,7-0,8 com 0,5 mM de IPTG
(isopropil-b-D-1-tiogalcto-pyranoside. As células foram coletadas por
centrifugacdo de 8.000 g por 10 minutos a 4°C e armazenadas a -20°C até o
uso. Para a purificacdo proteica as células foram descongeladas e
suspendidas em tampao de lise (50 mM Tris.HCI pH 8,0, 500mM NaCl) e
lisadas em um aparelho microfluidificador modelo M-110L (Microfluidics,
Newton, MA, EUA). Os extratos foram clarificados por centrifugacdo de
20.000 g, durante 30 minutos a 4°C. Para as proteinas soliveis, os extratos
foram injetados em colunas de Sml His-Trap HP (GE Healthcare) carregadas
com Ni2+ previamente equilibradas com tampao de lise. Apds a injecao da
amostra, as colunas foram lavadas com 10 volumes de coluna (CV) de
tampao de lise e eluidas com gradientes lineares de imidazol 0-500 mM e as
amostras foram coletadas em fragdes de 1,5 ml. Todas as etapas de
purificacdo foram realizadas em Akta UPC 100 ou em cromatégrafos Akta
purifier M25 (GE Helthcare).

[00142] Para a purificacido de proteinas insoliveis, apds centrifugagao
do extrato, sedimentos foram lavados em tampao de lise contendo 2% (v/v)
de Triton X-100 seguido de uma segunda lavagem no mesmo tampio
contendo 1M de ureia. Corpos de inclusdo foram dissolvidos em tampao

contendo 50 mM Tris.HCI pH 8,0, 6M de cloridrato de guanidina e 20 mM
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B-mercaptoetanol durante 16-18h em temperatura ambiente. A purificacdo
foi realizada como descrito acima, exceto que no tampao de elui¢do, 6M de
hidrocloreto de guanidina foi substituido por 8 M de ureia. Para a
cromatografia de troca i6nica de Rub3, fra¢des de pico da cromatografia de
afinidade foram reunidas e diluidas em 1:5 de tampao A e injetadas em uma
coluna SP-Sepharose HP 5 mL (GE Healthcare) e eluidas com um gradiente
linear de 100 mM-1M NaCl em tampao A (tampao de embandeiramento: 50
mM Tris.HCI pH 8,0, 100 mM NaCl. Tampao de elui¢do: 50 mM Tris.HCI
pH 8,0, 1 M NaCl). O Rubl4 foi adicionalmente purificado em 1 mL de
HiTrap Q-Sepharose HP (GE Healthcare) (tampao: 50 mM Tris.HCI pH 8,0,
100 mM NaCl. Tampao de elui¢do: 50 mM Tris.HCI pH 8,0, 1 M NaCl).

Exemplo 4 — Quantificacio de proteinas

[00143] 20 ul de amostras de proteinas foram diluidos em 100 ul de
20 mM tampao fosfato de sédio pH 6,5, contendo 7,2 M hidrocloreto de
guanidina utilizando placas de 96 pogcos UV-transparente (Corning, Corning,
NY, EUA) e absorbancia em 280 nm determinada em leitor de placa BioTek
Synergy H1 (Winooski, Vermot/EUA). A concentracdo de proteina foi
determinada utilizando o coeficiente de extincdo molar (€280) de acordo
com a equacdo “concentracdo molar = Ajgy/ (€230 X [), onde A280 ¢ a
absorbancia determinada em 280 e / é o caminho 6tico da cubeta (1 cm). O
€,280 € determinado de acordo com a equacgdo €5 (M cm™) = 5500W +
1490Y + 200F + 125C). W corresponde ao nuimero de residuos de
triptofanos, Y ao nimero de tirosina, F ao nimero de fenilalanina e C ao

nimero de residuos de cisteina presentes na sequéncia da proteina.
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Exemplo 5- Amostras sorologicas

[00144] Um painel comercial contendo 23 soros positivos rubéola e 2
soros negativos para o virus da rubéola e controles negativos adicionais para
ambos IgM e IgM de rubéola foram adquiridos da SeraCare LifeSciences
Inc. (Milford, MA, EUA, nimeros de catilogo PTR201-00-0.5 ¢ A800-
0004, respectivamente). Um controle positivo de rubéola IgG adicional foi
obtido do NIBSC ((National Institute for Biological Standards and Controls,
Potters Bar, Hertfordshire UK, nimero de catidlogo 14/B654). 41 amostras
de soro foram fornecidas pelo Instituto de Imunobioldgicos de
Biomanguinhos, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil, 135 pelo Instituto
Gongalo Moniz, FIOCRUZ, Salvador, Brasil, e 44 pelo Laboratério Central
do Estado do Parand, Curitiba, Brasil. O nimero de soros foi codificado para
evitar correlacdo com os pacientes para preservar sua identidade. O painel
inicial completo compreendeu um total de 247 amostras com 32 previamente
determinadas como negativas, 81 como positivas e 134 amostras
anteriormente ndo caracterizadas. O painel completo (n = 247) foi testado
quanto a presenca de anticorpos IgG contra o virus da rubéola usando os
ensaios comercialmente disponiveis Enzygnost (Siemens Healthcare,
Fernwald, Alemanha) e Interkit (Katal Biotecnolégica, Belo Horizonte,
Brasil). Os testes foram realizados essencialmente como descrito pelas
instru¢des do fornecedor. As amostras mostrando o mesmo resultado em
ambos os testes comerciais foram mantidas no painel e classificadas como
positivas ou negativas. Sete soros que ndo apresentaram o mesmo resultado

em ambos os testes comerciais foram excluidos do painel.

Exemplo 6 — Imunoensaios

[00145] As condi¢tes do ensaio ELISA foram determinadas testando
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uma gama de concentragdes de antigeno, dilui¢des de soros e anticorpo
secunddrio. Os antigenos foram testados a 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 ng por
poco em 100uL de 50 mM em tampado carbonato-bicarbonato de sédio pH
9,6. Os soros foram testados em dilui¢des 1:100 e 1:200 em 100 uL. de PBS
contendo Tween-20 a 1% (v/v) e Triton X-100 a 1% (v/v) (PBS-TT). O IgG
anti-humano de cabra conjugado com HRP (Biomanguinhos/LATED,
FIOCRUZ-RIJ) foi utilizado nas dilui¢des 1:20.000, 1:40.000 e 1:80.000 em
PBS-TT. As melhores condi¢des dos ensaios foram determinadas usando
trés soros positivos e quatro negativos. O fundo foi determinado medindo a
absorbancia de dois pogos contendo sem antigenos e subtraido da
absorbancia das reagdes contendo os soros de teste. As condigdes para os
ensaios foram escolhidas com base na maior diferenca entre a média da
absorbancia das amostras positivas e negativas mais trés valores do desvio
padrdo. Utilizando estes critérios, a concentragdo de antigeno selecionada
para os ensaios foi de Rub2, 200 ng/poco; Rub3, 200 ng/poco; Rub4, 200
ng/pogo; Rub 7-2, 200 ng/pogo; Rub9 400 ng/poc¢o; Rub12, 100 ng/pogo;
Rub13, 200 ng/poco; Rub14, 100 ng/pogo; Rub15, 200 ng/pogo; Rub16, 200
ng/poco; € Rub17 100 ng/poco. As amostras de soro diluidas a 1:200 e o
anticorpo secunddrio a 1:40.000 deram os melhores resultados.

[00146] Ensaios de ELISA indireto foram realizados em 96 cavidades
de fundo chato de alta capacidade de ligagdo (Nunc-MaxiSorp, EUA). As
microplacas foram adsorvidas utilizando 100 ul de suspensdo de antigeno
em 50 mM de tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6 durante 16 horas a 4°C.
Os pogos foram lavados cinco vezes com 250 ul de PBS-TT. Os pogos
foram bloqueados com PBS-TT suplementado com BSA 2% (220 uL) em
temperatura ambiente. Apds 45 minutos, microplacas foram lavadas cinco

vezes com PBS-TT (250 uL). 100 ul de soros de teste diluidos em PBS-TT
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foram adicionados as placas e incubados a 37 °C durante 60 min. Os pogos
foram lavados cinco vezes e incubados com 100 pL de IgG anti-humano de
cabra conjugado a HRP (Biomanguinhos LATED, FIOCRUZ-RJ) diluidos a
1:20.000 em PBS-TT e incubados a 37 °C por 30 min. Os pogos foram
lavados cinco vezes e o ensaio foi desenvolvido com 100ulL de
tetrametilbenzidina (TMB) (KPL, Gaithersburg, EUA, cat. Num. 53-00-03).
As placas foram incubadas a temperatura ambiente durante 20 min e as
reacOes foram interrompidas com 100 pl de H2SO4 0,5 M e a absorbancia
determinada a 450 nm em um leitor de placas BioTek Synergy HI1

(Winooski, VT, EUA).

Exemplo 7 — Anélise estatistica
[00147] Os dados de ELISA foram analisados utilizado GraphPad
Prism (GraphPad, San Diego, EUA). O cutoff ou linha de corte (CO) foi

determinado para cada placa separada de acordo com a curva ROC
(GREINER; PFEIFFER; SMITH, 2000). Ensaios iniciais foram realizados
com o painel SeraCare de soro e, nestes casos, o CO foi arbitrariamente
definido como o ponto onde a especificidade foi 100%, uma vez que o
painel possui apenas duas amostras negativas e 23 positivas. Estatisticas
descritivas foram apresentadas como média geométrica + DP. Para testar a
normalidade dos conjuntos de dados, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk,
seguido pelo teste t de Student, e quando a hipétese de homogeneidade de
variancia nao foi confirmada, foi utilizado o teste de postos sinalizados de
Wilcoxon. Todas as anélises foram bicaudais € um valor de p inferior a 5%
foi considerado significativo (p <0,05). A andlise da linha de corte foi
utilizada para identificar o valor 6timo de densidade 6ptica (DO) para

diferenciar entre amostras negativas e positivas. O valor limite foi
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estabelecido medindo-se a distincia mais longa da linha diagonal formada
pelos pontos extremos da curva caracteristica de operagdo do receptor
(ROC) [sensibilidade x (1-especificidade)]. Todos os resultados foram
expressos através da representagdo grafica dos valores em formato de indice
representando a razdo entre a DO de uma dada amostra e a DO de corte
pertencente a cada microplaca. Este indice é referido como indice de
reatividade (IR) e todos os resultados <1,00 foram considerados negativos.
Se o valor de IR de uma amostra fosse de 1,0 + 10%, era considerado
indeterminado (ou na zona cinzenta); estas amostras foram consideradas
inconclusivas. Os desempenhos do teste ELISA foram calculados usando
uma abordagem dicotdmica e comparados em termos de sensibilidade (Se),
especificidade (Sp), exatiddo e indice de Youden (J) (Ouchchane, Rabilloud
et al. 2009). Um intervalo de confianga (IC) foi construido para abordar a
precisdo das proporcdes estimadas com um nivel de confianca de 95%. A
magnitude de confianca com o ELISA foi avaliada pelo coeficiente de
Kappa de Cohen (x) (Landis e Koch, 1977), que considera que a confianga
ocorre apenas por acaso, além dos célculos simples de confianga percentual.
Seus valores sdo interpretados como pobres (k< 0), leves (0 <k< 0.20),
regulares (0.21 <k< 0.40), moderados (0.41 <k< 0.60), substanciais (0.61

<k< 0.80) e quase concordancia perfeita (0,81 <k<1,0).

Exemplo 8 — Construtos genéticos contendo regides de epitopo de rubéola

[00148] Quinze clones foram construidos utilizando regides de
epitopo das protefnas estruturais individuais de rubéola E1, E2 e da proteina
C do capsideo. Uma lista de todos os clones com a respectiva composigao de
aminodcidos € apresentada na Tabela 1. Oito clones contém epitopos da

proteina estrutural E1. O clone Rubl contém 64 aminoécidos de trés regides
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diferentes de El1. Os clones Rub4 e Rub5 contém, respectivamente, os
aminodcidos 1 a 133 e 1 a 180 enquanto que o Rub6 contém os aminodcidos
201 a 432 de E1 fundidos a duas copias da proteina SlyD de Escherichia
coli. Essas trés construgdes sdo baseadas no trabalho anterior publicado por
Scholz e colaboradores (2008). Rub8 (aminoacidos 1 a 432) e Rub 11
(aminodcidos 1 a 436), correspondem a E1 quase total. Rub9 foi construida
através da remogao de regides de associagdo de membrana interna com base
na estrutura cristalina de E1 (DuBois et al., 2013). Rub 12 compreende
epitopos E1 das posicdes de aminodcidos 194 a 332 e de 364 a 436. Trés
clones contém epitopos da protefna estrutural E2. O clone Rub2 contém os
residuos 35 a 105 da E2, a Rub10 contém os residuos 1 a 282 e a Rubl13,
residuos 1-85, 125-189 e 237-270. Quatro clones contém epitopos da
proteina C do capsideo. Rub3 contém os aminodcidos 1-123, Rub3-2 os
aminoacidos 1-123 e 205-277, Rub7-2 os aminoacidos 1-277 e Rub7 os
aminodcidos 1-300. Além disso, quatro proteinas quiméricas foram
construidas. A proteina quimérica Rub14 foi construida fundindo Rub13 ao
terminal C de Rubl2, a proteina quimérica Rubl5 foi construida fundindo
Rub3 ao terminal C de Rubl2 e a proteina quimérica Rub16 foi construida
fundindo Rub3 ao terminal C de Rubl3. A proteina quimérica Rubl7,
contendo epitopos de E1, E2 e C, foi construida pela fusdo de Rub3 ao C-
terminal de Rub14.

Tabela 1 — Lista de protefnas recombinantes utilizadas
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Clone Proteina Desericdo (aa) MW
pET28a-Rubl Rubl E1{157-176, 713-239, 374-390) 107
pET28a-Rub? Rub2 £2{31-105) 12,31
pET28a-Rub3 Rub3 C{1-123) 17,15

pET283-Rubd Rubd £1{1-133 19
pET28a-RubS Rubs £1{1-180} 23,18
PET28a-Rubb Rub6 F1{201-432) 284

PET28a-Rub? Rub7 C{1-300) 37
pET28a-Rub7-2  Rub7e2 C{27m 34,41
pET28a-Rub? Rubs E1{1-41, 145-248, 294-221) 331
pET28-Rub 2 Rub12 E1{154-332, 364-436) 647
E728a-Rub13 Rubi3 £2{3-80, 125-188, 237-270) 23,52
pET28a-Rubl4 Rubid4 Quimerica; Rub12+Rub13 49,99
pET283-Rub1s Rubls Quimerica; Rub12+Rub3 40,67
pET28a-Rubl6 Rubl6 Quimerica: Rub13+Rub3 43,62
pET28a-Rubl? Rub17 Quimerica: Rub12+Rub13+Rub3 7,14

Exemplo 9 — Expressio e purificacao de proteinas recombinantes

[00149] Os niveis de expressdo das 15 construgdes foram avaliados
utilizando a cepa BL21-Star (DE3) de E. coli (Invitrogen, Carlsbad,
California, EUA). A expressio foi testada em diferentes temperaturas (37°C,
25°C e 15°C), diferentes tempos de indugdo e concentragdo de IPTG, a fim
de tentar melhorar o rendimento e a solubilidade das proteinas
recombinantes. Com exce¢do de Rub6, todas as proteinas recombinantes
contendo epitopos El1 foram expressas como corpos de inclusdo e
purificadas a partir da fragdo insoluvel. Rub 1 expressou em baixos niveis e
sua purificagdo resultou em baixos rendimentos. Ela foi excluida deste

estudo, uma vez que Rub9 e Rubl2 contém os epitopos encontrados em
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Rubl e expressam em maiores quantidades. Rub4 (~ 8 g / litro de cultura)
foi purificada a partir de corpos de inclusdo. A purificagdio da Rub35, no
entanto, ndo teve sucesso. Rubb foi purificada a partir do extrato soldvel,
mas ndo foi considerada para imunoensaios, uma vez que era altamente
instavel, sempre mostrando um padrdo complexo de bandas apés andlise de
integridade de SDS-PAGE. Rub9 contém trés segmentos da proteina El
(Tabela 1) que abrigam a maioria dos epitopos descritos para esta proteina.
Ela foi purificada em grandes quantidades (~ 75 mg / litro de cultura) a
partir de corpos de inclusdo por cromatografia de afinidade sob condi¢Ges
desnaturantes e subsequentemente em tampao sem ureia. Rub12 contém dois
segmentos de E1 (Tabela 1) projetados para serem usados na construcao
subseqiiente de proteinas quiméricas. Rub 12 foi solubilizada em tampao
contendo 8 M de ureia, diluida em tampdo contendo 1 M de ureia e
purificada por cromatografia de afinidade seguida por uma cromatografia de
troca i6nica em Q-Sepharose. Os contaminantes foram retidos na coluna Q-
Sepharose e o fluxo foi concentrado e fracionado em uma coluna Superdex
75, resultando em uma quantidade aproximada de 14 mg / litro de cultura.
[00150] Para a proteina E2 do envelope da rubéola, que contém um
nimero menor de epitopos, apenas duas construcdes foram testadas. Rub2
foi expressa nas fracdes soltuvel e insolivel dos extratos de E. coli. No
entanto, quantidades maiores (~ 7,5 mg / litro de cultura) foram obtidas apés
a purificacdo da fracdo insolivel. Rub13, contendo trés regides do epitopo
E2 (Tabela 1), foi concebido para ser utilizado na construcdo das proteinas
quiméricas. Foi purificado a partir da fragdo insolivel, produzindo
aproximadamente ~ 9 mg/litro de cultura.

[00151] Trés proteinas, Rub3, Rub7 e Rub7-2, contém epitopos da

proteina do capsideo do virus da rubéola. A Rub 3 foi expressa na fracdo
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solivel e purificada por etapa de cromatografia de afinidade seguida por
uma cromatografia em SP-Sepharose, produzindo aproximadamente 8mg
por litro de cultura. Rub7 foi expressa em baixos niveis na fragdo insoldvel e
sua purificacdo ndo teve sucesso. Rub7 corresponde a proteina da capsideo
de rubéola de 300 aminodcidos de tamanho completo, incluindo 23 residuos
do C-terminal do peptideo sinal. Portanto, uma nova construg¢do foi feita,
Rub7-2 contendo os residuos 1-277. Rub7-2 foi encontrado tanto como
proteina soldivel e insolivel e maiores rendimentos foram obtidos apds a
purificacdo da fracdo insoluvel (~ 29 mg / litro de cultura).

[00152] Todas as proteinas quiméricas (Rubl4, Rubl5, Rubl6 e
Rub17, Tabela 1) foram expressas como proteinas insoliveis e purificadas
por cromatografia de afinidade sob condi¢bes desnaturantes. O rendimento
foi menor em comparacdo com as constru¢des de proteina tinica (quantidade
aproximada em mg por litro de cultura: Rubl14, 3; Rubl5, 1,5; Rubl6, 4;
Rubl7, 6,4), mas em niveis compativeis para producdo para aplicacdes de

imunodiagndstico.

Exemplo 10 — Validacdo das amostras sorolégicas

[00153] Um painel inicial de 247 amostras de soro foi avaliado
utilizando os testes disponiveis comercialmente Enzygnost (Siemens
Healthcare, Fernwald, Alemanha) e Interkit (Katal Biotecnoldgica, Belo
Horizonte, Brasil). Os resultados da avaliacio com o teste Enzygnost
revelaram apenas dois soros caindo na zona indeterminada, enquanto os
resultados da avaliagdio com o teste Interkit revelaram cinco soros
indeterminados (Figura 2A, 247 soros; 2B 240 soros). Os sete soros
indeterminados baseados nesses dois testes foram excluidos deste estudo € o

painel final foi composto por 240 soros com 35 classificados como negativos



WO 2020/113303 PCT/BR2019/050522
48

e 205 como positivos para anticorpos contra rubéola (Figura 2B 240 soros).

Exemplo 11 — Avaliacido do desempenho de antigeno recombinante com um

painel restrito

[00154] O painel de soro obtido da SeraCare Life Sciences Inc.
(Milford, MA, EUA) utilizado para testar o screening do potencial das
proteinas recombinantes que foram purificadas com sucesso. Este painel
contém 23 amostras positivas ¢ 2 negativas. O indice de reatividade e os
escores de AUC e selectividade para onze proteinas isoladas, proteinas
quiméricas e combinagdes de duas e trés proteinas sdo mostrados na Tabela
2. Os resultados para as proteinas com melhor desempenho também sido
mostrados na Figura 3. Para ensaios de proteina unica, as proteinas
quiméricas Rub14 e Rubl7 apresentaram os melhores resultados, ambas
com AUC de 0,989 (p = 0,0243), atingindo sensibilidade de 96% e 91%,
respectivamente. A combinagao das proteinas isoladas Rub + Rub2 + Rub3 e
Rub12 + Rub2 + Rub3 resultou em 100% de sensibilidade para este painel,
ambas apresentando AUC de 1.000 (p = 0,0213) e indices de reatividade de
2,36 e 4,38, respectivamente. Essas combinagdes de proteinas recombinantes
apresentaram resultados semelhantes aos testes Enzygnost e Interkit, que
apresentaram indices de reatividade de 4,49 e 2,38 (Figura 3, Tabela 2). As
proteinas quiméricas Rub14 e Rub17 e a combinagdo das proteinas Rub2,
Rub3 e Rubl2 foram selecionadas para teste com o painel completo de

SOros.

Tabela 2 — Parametros de desempenho de proteinas recombinantes

Se: sensibilidade. IC: intervalo de confianca. AUC: drea abaixo da curva ROC
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Proteina Indicede —\CIBS%IC)  Se% (3% 10)
Reatividade

Rub2 035 0750(£0130) 60,0(38,5803)
Rub3 105 0609(40,102)  60.9{38,5-803)
Rubd 066  0696(£0,126)  30,4{13,2:529)
Rub7-2 161 0848(40,123)  69,6(47,1-86-8)
Rubg 176 0935(+0051) 913(72,0-98,9)
Rub2+Ru3 147 0804(£0,090) 739(51,6-89,8)
Rub9+Rub2 155 0,783(10,086)  78,3(56,3-92,5)
Rub9+Rub3 176 0,783(£0,086) 783 (56,3-925)
Rubd+Rub2+Rub3 238 1000(:0,000)  100(85,2-100)
Rub12 351 0957(£0,047)  87,0(66,4-97,2)
Reb1ZRub2Rub3 438 1,000(¢ 0,000)  100(85,2-100)
Rub13 105 0609(£0104) 522(30,6732)
Rubl4 776 0,989(¢0,020) 957(78,1-999)
Rub1s 139 0891(t0065) 87.0(66,4-97,2)
Rubl6 118 0717(:0,094)  69,6{47,1-86.8)
Rub17 206 0989(:0020) 913(72,0-98.9)

Exemplo 12 — Avaliacao do desempenho de antigeno recombinante com o

painel sorolégico completo
[00155]

negativos € 204 como positivos para anticorpos contra a rubéola, foi testado

Um total de 240 soros, 36 dos quais classificados como

usando os antigenos quiméricos Rubl4 e Rubl7 e a combinagdo de
antigenos de proteinas unicas Rub2, Rub3 e Rubl12, que foram previamente
selecionados com base na resultados com os soros obtidos da SeraCare
LifeSciences Inc. (Milford, MA, EUA). Os valores de AUC (drea abaixo da
curva) para o painel completo foram 0,932 (p <0,0001) para Rub14, 0,926 (p
<0,0001) para Rub17 e 0,985 (p <0,0001) para Rub2 + Rub3 + Rubl2
(Figura 4), demonstrando altos valores diagndsticos para estas proteinas
recombinantes. Estas proteinas recombinantes mostraram melhores
resultados para os soros positivos com Rub2 + Rub3 + Rubl12 mostrando

AUC de 0,99 (p <0,0001), AUC de Rubl4 de 0,98 (p <0,0001) e AUC de
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Rub17 de 0,931 (p <0,0001)). Para o painel completo, a especificidade
correspondeu a 0,889 para Rub17, 0,861 para Rub2 + Rub3 + Rubl12 e 0,806
para Rubl4. A precisdo foi de 0,971 para a combinacdo Rub2 + Rub3 +
Rub12, 0.954 para Rub14 e 0,925 para Rubl7.

[00156] A maioria das amostras de soro ndo tem descricdo sobre o
modo de imunizacdo e periodo de infec¢do em relacdo ao momento da coleta
de soro. A excecdo sdo as amostras SC-07, SC-19 e SC-24 do painel do
SeraCare, que sdo conhecidas por serem coletadas apds a imunizagdo por
vacinagdo e as amostras SC-03 e SC-13, que sdo do mesmo doador,
coletadas 14 dias separados, com a amostra do primeiro ponto de tempo
(SC-03) positiva para IgM de rubéola e a segunda (SC-13) negativa para
IgM de rubéola. O indice de reatividade para estas cinco amostras é
mostrado na Figura 5. As amostras de infec¢do natural (SC-03 e SC-13)
apresentam indice de reatividade muito maior que as amostras positivas
devido a vacinacdo (SC-07, SC-19 e SC-24). A amostra SC-07 mostra um
alto indice de reatividade para a proteina do capsideo. Apesar do baixo
nimero de soros, essa diferenca de reatividade indica que a infec¢io natural

pode gerar uma resposta mais forte, pelo menos, na produgao de IgG.

Exemplo 13 — Composicoes que compreendem as proteinas recombinantes

da inveng¢ao

[00157] Composi¢des imunogénicas foram preparadas com as
proteinas recombinantes como definidas na presente invengdo,
particularmente com a Rub 14 (Quimérica E1/E2), além de um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel.

[00158] Composi¢des também foram preparadas com outras

construgdes, tais como a Rubl7 e o conjunto Rubl2+Rub2+Rub3
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(Quimérica E1/E2/C).

[00159] Na resposta imune humana ao virus, a imunidade é obtida
com anticorpos preferencialmente anti-E1. Resposta tardia que corresponde
a uma imunidade duradoura: anti-E1/E2. Pacientes suscetiveis tem
anticorpos anti-C e anti-E2, mas ndo tem anti-E1.

[00160] Com as proteinas Rub7-2, Rubl2, Rubl4 e Rubl7 foi
possivel verificar titulos elevados em soros de pacientes recentemente
imunizados e recentemente infectados diretamente com o virus. Este
resultado foi obtido com duas técnicas distintas com 0s mesmos soros €
proteinas: ELISAi e DotBlot.

[00161] E evidente que os exemplos acima foram apresentados
apenas em cardter ilustrativo, € que modificacdes e variacdes dos mesmos,
6bvias para os técnicos no assunto, sdo consideradas como inclusas no
escopo da presente invencao.

[00162] As reivindicagdes a seguir ndo pretendem, de modo algum,
serem limitadoras do escopo da presente invengdo. Vdrias modificagdes

podem ser feitas sem se afastar do espirito e do escopo da presente invengao.
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REIVINDICACOES

1. Proteina recombinante, caracterizada pelo fato de que
compreende pelo menos uma regido antigénica do virus da rubéola
selecionada a partir de regides estruturais E1, E2 e C.

2. Proteina recombinante de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizada pelo fato de que compreende a sequéncia de aminodcidos

tendo pelo menos 90% de identidade com qualquer uma das SEQ ID NOs: 1,
3,5,7e09.

3. Proteina recombinante de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizada pelo fato de que consiste na sequéncia de aminodcidos de

qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 3,5,7¢9.

4. Proteina recombinante de acordo com qualquer uma das

reivindicagOes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que € para uso no diagndstico

de rubéola.

5. Sequéncia de DNA sintético, caracterizada pelo fato de

que codifica a proteina recombinante como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4.
6. Sequéncia de DNA sintético de acordo com a

reivindicagdo 5, caracterizada pelo fato de que compreende a sequéncia de

dcidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8 ¢ 10 e suas
degeneragdes.

7. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de que

compreende uma sequéncia de DNA sintético como definida na
reivindicagdo 5 ou 6.

8. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato que de

compreende um vetor de expressdo como definido na reivindicagdo 7.
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9. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que compreende uma bactéria do género

Escherichia.
10. Célula hospedeira de acordo com a reivindicagdo 9,

caracterizada pelo fato de que € da espécie Escherichia coli.

11. Método para produzir uma proteina recombinante,

caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) transformar uma célula hospedeira com a sequéncia de
DNA sintético como definida na reivindicagdo 5 ou 6;

(b) cultivar dita célula para a produgdo da proteina
recombinante;

(c) isolar dito proteina recombinante de dita célula ou do
meio de cultura circundando dita célula.

12. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende
uma proteina recombinante como definida em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 4 ou uma combinagdo de duas ou mais proteinas
recombinantes como definidas em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4.

13. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 12,

caracterizada pelo fato de que compreende ainda um adjuvante

farmaceuticamente aceitdvel.
14. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 12 ou 13,

caracterizada pelo fato de que € para imunizacao contra rubéola.

15. Kit para diagndstico de rubéola, caracterizado pelo fato

de que compreende pelo menos uma proteina recombinante como definida
em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 4 ou uma composi¢do como
definida em qualquer uma das reivindicagtes 12 a 14.

16. Kit de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo
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fato de que compreende ainda um meio de deteccdo para detectar o
complexo antigeno-anticorpo.
17. Kit de acordo com a reivindicacio 15 ou 16,

caracterizado pelo fato de que compreende ainda um controle de reacao.

18. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagfes 15 a

17, caracterizado pelo fato de que € desenvolvido para ensaios do tipo

indireto.
19. Uso de pelo menos uma proteina recombinante como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 ou do kit como definido

em qualquer uma das reivindicagdes 15 a 18, caracterizado pelo fato de que

¢ para diagndstico de rubéola.

20. Método para diagndstico de rubéola, caracterizado pelo

fato de que compreende as etapas de:

(a) prover uma ou mais proteinas recombinantes como
definidas em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4 ou uma composi¢ao
como definida em qualquer uma das reivindicacdes 12 a 14;

(b) contatar as ditas uma ou mais proteinas recombinantes ou
a dita composi¢do com a amostra biolégica a ser testada por um tempo
suficiente e sob condicdes suficientes para formagdo de complexos
anticorpo/ antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/ anticorpo formado na
etapa (b), pela adi¢do de um meio de deteccdo, capaz de gerar um sinal

detectdvel na presencga do referido complexo antigeno/ anticorpo.
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A, CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

C12N 1/21 (2006.01), GO1N 33/569 (2006.01)

C07K 14/19 (2006.01), A61K 39/20 (2006.01), C12N 15/40 (2006.01), C12N 15/62 (2006.01), C12N 15/63 (2006.01),

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B.  FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Base de patentes do INPI-BR, Plataforma Lattes (http://lattes.cnpq.br/)

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

BIOSIS, CAPLUS, EMBASE, MEDLINE, SCISEARCH (continua em Quadro Suplementar)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to ¢laim No.
X BASCHIROTTO, P. T. et al. Preliminary multiplex microarray IgG 1, 2 (parcial), 3
immunoassay for the diagnosis of toxoplasmosis and rubella. Mem. (parcial), 4, 5, 6
Inst. Oswaldo Cruz. Junho de 2017. Vol. 112, No. 6, pages : 428- (parcial), 7 to 20
436. doi: 10.1590/0074-02760160509.
A Abstract, section “Materiais ¢ Métodos”, first paragraph of 2 (parcial), 3
second column page 434, tables 1 and 2 (parcial), 6
(parcial)
X MCCARTHY M. et .al. Immunodominant T—cell gpitopes of rubella 1, 2 (parcial), 3
virus structural proteins defined by synthetic peptides. J Virol. 1993. (parcial), 4, 5, 6
Vol. 67, No. 2, pages :673-81. PMCID: PMC237418. (parcial), 7to 20
Cited in the description
A Abstract, first column page 675, Figure 1. 2 (parcial), 3
(parcial), 6
(parcial)

See patent family annex.

Further documents are listed m the continuation of Box C.

* Special categories of cited documents:

“A”  document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

“E™  carlier application or patent but published on or after the international
filing date

document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

“0”  document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other

means

“P”  document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T”  later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X7  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive

step when the document is taken alone

“Y”  document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the art

“&”  document member of the same patent family
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Box Neo. I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. D Claims Nos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. lj Claims Nos.:

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. [:I Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

The present invention relates to recombinant proteins developed for diagnosing
rubella, as well as to a method of production, compositions, a kit and a diagnostic
method involving said proteins. The sequences SEQ ID NO: 1, 3, 5,7 and 9 are
disclosed which relate to a portion of the E2 protein (in the case of SEQ ID NO:
1), a portion of the C protein (in the case of SEQ ID NO: 3), portions of the E1
protein (in the case of the protein of SEQ ID NO: 5), portions of the E1 and E2
proteins (in the case of the protein of SEQ ID No: 7) and portions of the E1, E2
and C proteins (in the case of the protein of SEQ ID No: 9), according to
paragraph [0070] of the description.

L. As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable

claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifving additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which tees were paid, specifically claims Nos.:

4. EI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest I:I The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
No protest accompanied the payvment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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C (Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

10.1016/0168-1702(93)90124-6.
Cited in the description. ‘
Abstract, Figures 1 to 5, Tables 4 and 5

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WOLINSKY, J. S. et al. Monoclonal antibody-defined epitope map 1, 2 (parcial), 3
of expressed rubella virus protein domains. J Virol. 1991. Vol. 65, (parcial), 4, 5, 6
No. 8, Pages :3986-3994. PMID: 1712855. (parcial), 7 to 20
cited in the description
A Abstract, last paragraph of page 3990, Figure 5. 2 (parcial), 3
(parcial), 6
(parcial)
X US 2014342939 A1 (TEL HASHOMER MEDICAL RES 1, 2 (parcial), 3
INFRASTRUCTURE SERVICES LTD [IL]) (parcial), 4, 5, 6
20 November 2014 (2014-11-20) (parcial), 7 to 20
Abstract, paragraphs (0036), (0043) and (0105); Table 1; SEQ ID No.
10. 2 (parcial), 3
A (parcial), 6
(parcial)
X BR 102012002469 A2 (WAMA PRODUTOS PARA 1,4,5,6
LABORATORIO LTDA [BR)) (parcial), 7 to 20
31 March 2015 (2015-03-31)
A Abstract, Table 1,SEQ ID No. 10. 2, 3, 6 (parcial)
X WO 0033081 A1 (VIRAL ANTIGENS INC [US]) 1, 2 (parcial), 4,
08 June 2000 (2000-06-08) 5, 6 (parcial), 7 to
Abstract, Exemples 1 and 2 20
A 2 (parcial), 3, 6
(parcial)
X WO 9403490 A1 (BIOCHEM IMMUNOSYSTEMS INC [CA]) 1,4,5,6
17 February 1994 (1994-02-17) (parcial), 7 to 20
A Abstract, last paragraph page 7, first paragraph page
12, claim. 2, 3, 6 (parcial)
X ROBINSON, K. et al. Generation of rubella virus-neutralising 1,4,5,6
antibodies by vaccination with synthetic peptides. FEMS Immunol (parcial), 7 to 20
A Med Microbiol. 1995. Vol. 10, Nos 3-4, pages : 191-198. doi:
10.1111/j.1574-695X.1995.tb00033.x. 2, 3, 6 (parcial)
Abstract, section “Materiais e Métodos”. Figure 1
X MITCHELL, L. A. et al Identification of rubella virus T-cell 1,4,5,6
epitopes recognized in anamnestic response to RA27/3 vaccine: (parcial), 7 t0 20
A associations with boost in neutralizing antibody titer. Vaccine. 1999.
Vol. 17. No. 19, pages 2356-65. doi: 10.1016/s0264- 2, 3, 6 (parcial)
410x(99)00040-7.
Cited in the description.
Abstract, Table 1
X MITCHELL, L. A. et al. Identification of immunoreactive regions of 1,4,5,6
rubella virus E1 and E2 envelope proteins by using synthetic (parcial), 7 to 20
A peptides. Virus Res. 1993. Vol. 29, No. 1, pages : 33-57. doi:

2, 3, 6 (parcial)
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C (Continuation).  DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to ¢laim No.

A

DATABASE GENBANK [Online] Aprilof 1988 'RecName:
Full=Structural polyprotein; AltName: Full=p110; Contains:
RecName: Full=Capsid protein; AltName: Full=Coat protein;
Short=C; Contains: RecName: Full=Spike glycoprotein E2;
AltName: Full=E2 envelope glycoprotein; Contains: RecName:
Full=Spike glycoprotein [El; AltName: Full=E1 envelope
glycoprotein', N° de acesso (P07566.1)

The whole document

DATABASE GENBANK [Online] February of 2011 'virion protein
[Rubella virus]', N° de acesso (BAJ61944.1)

The whole document

ELGENAID, S. N. E. M et al. Prediction of multiple peptide based
vaccine from E1, E2 and capsid proteins of Rubella Virus: an in-
silico approach. Immunome Res. Janeiro de 2018. Vol. 14, No. 1:146
(13 pages ) doi: 10.4172/17457580.1000146

Abstract, lines 2 to 5 of page 2, third paragraph of page 11
Tables5to7

WO 9403490 A1 (BIOCHEM IMMUNOSYSTEMS INC [CA])
17 February 1994 (1994-02-17)

Abstract, last paragraph page 7, first paragraph page

12, claim.

ROBINSON, K. et al. Generation of rubella virus-neutralising
antibodies by vaccination with synthetic peptides. FEMS Immunol
Med Microbiol. 1995. Vol. 10, Nos 3-4, pages : 191-198. doi:
10.1111/j.1574-695X.1995.tb00033 x.

Abstract, section “Materiais e Métodos”. Figure 1

MITCHELL, L. A. et al Identification of rubella virus T-cell
epitopes recognized in anamnestic response to RA27/3 vaccine:
associations with boost in neutralizing antibody titer. Vaccine. 1999.
Vol. 17. No. 19, pages : 2356-65. doi: 10.1016/50264-
410x(99)00040-7.

Cited in the description.

Abstract, Table 1

MITCHELL, L. A. et al. Identification of immunoreactive regions of
rubella virus E1 and E2 envelope proteins by using synthetic
peptides. Virus Res. 1993. Vol. 29, No. 1, pages : 33-57. doi:
10.1016/0168-1702(93)90124-6.

Cited in the description. ‘

Abstract, Figures 1 to 5, Tables 4 and 5

110 20

110 20

110 20

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No.

PCT/BR2019/050522
US 2014342939 Al 2014-11-20 AU 2011213923 Al 2012-08-30
CA 2789411 Al 2011-08-18
CN 102762983 A 2012-10-31
EP 2534487 Al 2012-12-19
ES 2560809 T3 2016-02-22
IL 221423 DO 2012-10-31
TP 2013519875 A 2013-05-30
TP 5894539 B2 2016-03-30
US 2013035254 Al 2013-02-07
WO 2011099012 A1 2011-08-18
BR 102012002469 A2 2015-03-31 None
WO 0033081 Al 2000-06-08 AU 1917300 A 2000-06-19
DE 69929468 D1 2006-04-06
EP 1135684 Al 2001-09-26
ES 2257095 T3 2006-07-16
US 2001055757 Al 2001-12-27
US 6670117 B2 2003-12-30
US 2004096824 A1 2004-05-20
US 6872396 B2 2005-03-29
WO 9403490 Al 1994-02-17 AP 453 A 1996-01-20
AT 109158 T 1994-08-15
AT 192163 T 2000-05-15
AU 6151790 A 1991-04-03
AU 646641 B2 1994-03-03
AU 4693493 A 1994-03-03
AU 690070 B2 1998-04-23
CA 2065022 Al 1991-02-24
CA 2141670 Al 1994-02-17
DE 69011122 D1 1994-09-01
DE 69328488 D1 2000-05-31
DK 0491713 T3 1994-09-26
EP 0656013 Al 1995-06-07
ES 2057579 T3 1994-10-16
ES 2145055 T3 2000-07-01
HU 9200583 DO 1992-05-28
HU T60508 A 1992-09-28
IL 106592 DO 1993-12-08
TP H04507409 A 1992-12-24
TP 3317967 B2 2002-08-26
JP H08502724 A 1996-03-26
JP 3492686 B2 2004-02-03
0A 9653 A 1993-05-15
PT 656013 E 2000-10-31
US 5164481 A 1992-11-17
US 5298596 A 1994-03-29
US 5427792 A 1995-06-27
WO 9102748 Al 1991-03-07
ZA 9305642 B 1995-02-06

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (January 2015)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT International application No.

PCT/BR2019/050522

The common technical feature of claims 1 to 20 is the fact that the claims relate to recombinant
proteins containing at least one antigenic region of the rubella virus selected from among the E1, E2
and C structural regions, and to subject matter related to said proteins. However, this feature is
already known from the prior art, for example the work of Elgenaid, S. N. E. M. et al, Prediction of
multiple peptide based vaccine from E1, E2 and capsid proteins of Rubella Virus: an in-silico
approach. Immunome Res. January 2018. Vol. 14, No. 1:146 (13 pages) doi: 10.4172/17457580.
1000146. This document discloses determining, using in silico study, antigenic peptides from the E1
and E2 structural proteins and the Capsid protein of the rubella virus that can be used in isolation or in
combination in vaccine compositions (abstract; page 2, lines 2 to 5; page 11, paragraph 3; Tables 5 to
7). Therefore, the common technical feature of claims 1 to 20 of the present international application is
not a feature that defines a contribution over the prior art. Thus, the present international application
does not relate to one invention only or to a group of inventions so linked as to form a single inventive
concept and therefore fails to comply with PCT Rule 13. The claimed subject matter can be grouped
into 4 inventions, listed below:

- Invention 1: a recombinant protein with at least 90% identity to SEQ ID NO: 1 (a portion of the E2
protein), a DNA sequence, an expression vector, a host cell, a method of production, a composition, a
kit, a use and a diagnostic method relating to said recombinant protein (claims 1 to 20 in part);

- Invention 2: a recombinant protein with at least 90% identity to SEQ ID NO: 3 (a portion of the C
protein), a DNA sequence, an expression vector, a host cell, a method of production, a composition, a
kit, a use and a diagnostic method relating to said recombinant protein (claims 1 to 20 in part);

- Invention 3: a recombinant protein with at least 90% identity to SEQ ID NO: 5 (portions of the E1
protein), a DNA sequence, an expression vector, a host cell, a method of production, a composition, a
kit, a use and a diagnostic method relating to said recombinant protein (claims 1 to 20 in part);

- Invention 4: recombinant chimeric proteins with at least 90% identity to SEQ ID NO: 7 or SEQ ID
NO: 9 (portions of the E1 and E2 proteins), a DNA sequence, an expression vector, a host cell, a
method of production, a composition, a kit, a use and a diagnostic method relating to said recombinant
proteins (claims 1 to 20 in part).

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)
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A. CLASSIFICACAO DO OBJETO

C07K 14/19 (2006.01), A61K 39/20 (2006.01), C12N 15/40 (2006.01), C12N 15/62 (2006.01), C12N 15/63 (2006.01),
C12N 1/21 (2006.01), GO1N 33/569 (2006.01)

De acordo com a Classificagiio Internacional de Patentes (IPC) ou conforme a classificagéo nacional e IPC

B. DOMINIOS ABRANGIDOS PELA PESQUISA

Documentago minima pesquisada (sistema de classificagfio seguido pelo simbolo da classificaggo)

Documentagfo adicional pesquisada, além da minima, na medida em que tais documentos est&o incluidos nos dominios pesquisados

Base de patentes do INPI-BR, Plataforma Lattes (http://lattes.cnpq.br/)

Base de dados eletronica consultada durante a pesquisa internacional (nome da base de dados e, se necessario, termos usados na pesquisa)

BIOSIS, CAPLUS, EMBASE, MEDLINE, SCISEARCH (continua em Quadro Suplementar)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria* Documentos citados, com indicagio de partes relevantes, se apropriado 1:;:?;2?2:9%?:;?,
X BASCHIROTTO, P. T. et al. Preliminary multiplex microarray IgG 1, 2 (parcial), 3
immunoassay for the diagnosis of toxoplasmosis and rubella. Mem. (parcial), 4,5, 6
Inst. Oswaldo Cruz. Junho de 2017. Vol. 112, No. 6, paginas: 428- (parcial), 7 a 20
436. doi: 10.1590/0074-02760160509.
A Resumo, se¢do “Materiais ¢ Métodos”, primeiro pardgrafo da 2 (parcial), 3
segunda coluna da pagina 434, Tabelas 1 e 2. (parcial), 6
(parcial)
X MCCARTHY M. et al. Immunodominant T-cell epitopes of rubella 1, 2 (parcial), 3
virus structural proteins defined by synthetic peptides. J Virol. 1993. (parcial), 4,5, 6
Vol. 67, No. 2, paginas: 673-81. PMCID: PMC237418. (parcial), 7 a 20
Citado na descrigéo.
A Resumo, primeira coluna da pagina 675, Figura 1. 2 (parcial), 3
(parcial), 6
(parcial)
[X] Documentos adicionais estdo listados na continuagdo do quadro C [X] Ver o anexo de familias das patentes

* Categorias especiais dos documentos citados:

“T” documento publicado depois da data de depdsito internacional, ou de

“ A” documento que define o estado geral da técnica, mas nfo é considerado de prioridade e que ndo conflita como depésito, porémcitado para entender o
particular relevéncia. principio ou teoria na qual se baseia a invencgio.
“E” pedido ou patente anterior, mas publicada apds ou na data do depésito “X” documento de particular relevéncia; a invengfo reivindicada no pode ser
internacional considerada nova e néio pode ser considerada envolver uma atividade
“L” documento que pode langar diivida na(s) reivindicagao(Bes) de prioridade ou inventiva quando o docunento ¢ considerado isoladarente.
naqual é citado para determinara data de outra citagio ou por outra razio “Y™” documento de particular relevancia; a invengfio reivindicadanfio pode ser
especial considerada envolver atividade inventiva quando o documento é combinado
“ (0" documento refrente a uma divulgagio oral, uso, exibigio ou por outros meios. comum outro docurento ou meis de um, tal conbinaglo sendo 6bvia para

; e \ , umtéenico no assunto.
“P” documento publicado antes do depdsito internacional, porém posterior a data

de prioridade reivindicada. “ &” documento membro da mesma familia de patentes.

Data da conclusio da pesquisa internacional Data do envio do relatorio de pesquisa internacional:
13/03/2020 20/03/2020

Nome e enderec¢o postal da ISA/BR Funcionério autorizado

' INSTITUTO NACIONAL DA
‘ PROPRIEDADE INDUSTRIAL
Rua Mayrink Veiga n® 9, 6° andar

\ ) Flavia Riso Rocha
cep: 20090-910, Centro - Rio de Janeiro/RJ
N° de fax: +55 21 3037-3663 N° de telefone: +55 21 3037-3493/3742

Formulario PCT/ISA/210 (segunda pagina) (Julho 2009)
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Quadro II Observagdes quando certas reivindicacées ndo puderam ser objeto de pesquisa (Continuagéio do ponto 2 da
primeira pagina)

Este relatério de pesquisa internacional néo foi formulado em relagéo a certas reivindicagdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razdes:

1. [] Reivindicagdes:

porque estas se referem a matéria na qual esta Autoridade nfio estd obrigada a realizar a pesquisa, a saber:

2. Reivindicages:

porque estas se referem a partes do pedido internacional que nfio estdo de acordo com os requisitos estabelecidos, de tal
forma que nfo foi possivel realizar uma pesquisa significativa, especificamente:

3. D Reivindicagdes:

porque estas sfo reivindica¢des dependentes e nfio estfio redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.2).

QuadroIll Observagdes por falta de unidade de invengéo (Continuagfo do ponto 3 da primeira pagina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou miltiplas invengdes neste depésito internacional, a saber:

A presente invengdo se refere a proteinas recombinantes desenvolvidas para o diagnostico de
rubéola, bem como ao método de obtengdo, composi¢des, kit e método diagnédstico compreendendo essas
proteinas. S&o reveladas as sequéncias SEQ ID No. 1, 3, 5, 7 e 9, as quais se referem a uma porgéo da proteina E2
(no caso da SQ ID No. 1), uma porgéo da proteina C (no caso da SEQ ID No. 3), porgbes da proteina E1 (no caso
da proteina de SEQ ID No. 5), porgdes das proteinas E1 e E2 (no caso da proteina de SEQ ID No. 7) e porgées das
proteinas E1, E2 e C (no caso da proteina de SEQ ID No. 9), conforme paragrafo [0070] da descrigdo. (continua em
Quadro Suplementar)

1. [X] como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatério de
pesquisa cobre todas as reivindicagSes pesquisaveis.

2. [[] como a pesquisa em todas as reivindicagdes pesquisiveis pode ser feita sem esforgo que justifique pagamento adicional,
esta Autoridade nfo solicitou o pagamento de taxas adicionais.

3. [J como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este
relatério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicagdes:

4, [] as taxas de pesquisas adicionais requeridas niio foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este
relatério de pesquisa internacional se limita & inven¢3io mencionada primeiramente nas reivindica¢Ges, na qual é coberta
pelas reivindicagGes:

Observagdes da reclamacéio [] as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamagio do
depositante e, se for o caso, pelo pagamento da taxa de reclamagéo.

[] as taxas adicionais para pesquisa foram acompanhadas pela reclamagio do
depositante mas a taxa de reclamagdo nfo foi paga dentro do prazo especificado
pela solicitagdo.

[X] o pagamento de pesquisas adicionais nfio acompanha nenhuma reclamago.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacfio da primeira pagina(2)) (Julho 2009)
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C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
. . o . Relevante para as
Categoria* Documentos citados, com indicagdo de partes relevantes, se apropriado reivindicacdes N°
X WOLINSKY, J. S. et al. Monoclonal antibody-defined epitope map 1, 2 (parcial), 3
of expressed rubella virus protein domains. J Virol. 1991. Vol. 65, (parcial), 4, 5, 6
No. 8, paginas: 3986-3994. PMID: 1712855. (parcial), 7 a 20
Citado na descri¢do.
A Resumo, ultimo paragrafo da pagina 3990, Figura 5. 2 (parcial), 3
(parcial), 6
(parcial)
X US 2014342939 A1 ( TEL HASHOMER MEDICAL RES 1, 2 (parcial), 3
INFRASTRUCTURE SERVICES LTD [IL]) (parcial), 4, 5, 6
20 novembro 2014 (2014-11-20) (parcial), 7 a 20
Resumo; paragrafos [0036], [0043] e [0105]; Tabela 1; SEQ ID No.
10. 2 (parcial), 3
A (parcial), 6
(parcial)
X BR 102012002469 A2 (WAMA PRODUTOS PARA 1,4,5,6
LABORATORIO LTDA [BR)) (parcial), 7 a 20
31 margo 2015 (2015-03-31)
A Resumo, Tabela 1, SEQ ID No. 10. 2, 3, 6 (parcial)
X WO 0033081 A1 (VIRAL ANTIGENS INC [US]) 1, 2 (parcial), 4,
08 junho 2000 (2000-06-08) 5, 6 (parcial), 7 a
Resumo, Exemplos 1 e 2. 20
A 2 (parcial), 3, 6
(parcial)
X WO 9403490 A1 (BIOCHEM IMMUNOSYSTEMS INC [CA]) 1,4,5,6
17 fevereiro 1994 (1994-02-17) (parcial), 7 a 20
A Resumo, ultimo paragrafo da pagina 7, primeiro pardgrafo da pagina
12, quadro reivindicatério. 2, 3, 6 (parcial)
X ROBINSON, K. et al. Generation of rubella virus-neutralising 1,4,5,6
antibodies by vaccination with synthetic peptides. FEMS Immunol (parcial), 7 a 20
A Med Microbiol. 1995. Vol. 10, Nos 3-4, paginas: 191-198. doi:
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Resumo, secdo “Materiais € Métodos”. Figura 1.
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Citado na descrigéo.
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Citado na descrigéo.
Resumo, Figuras 1 a 5, Tabelas 4 e 5.
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A DATABASE GENBANK [Online] Abril de 1988 'RecName: 1a20
Full=Structural polyprotein; AltName: Full=p110; Contains:
RecName: Full=Capsid protein; AltName: Full=Coat protein;
Short=C; Contains: RecName: Full=Spike glycoprotein E2;
AltName: Full=E2 envelope glycoprotein; Contains: RecName:
Full=Spike glycoprotein [El; AltName: Full=E1 envelope
glycoprotein', N° de acesso (P07566.1)
Documento como um todo.
A DATABASE GENBANK [Online] Fevereiro de 2011 'virion protein 1a20
[Rubella virus]', N° de acesso (BAJ61944.1)
Documento como um todo.
A ELGENAID, S. N. E. M et al. Prediction of multiple peptide based 1a20

vaccine from E1, E2 and capsid proteins of Rubella Virus: an in-
silico approach. Immunome Res. Janeiro de 2018. Vol. 14, No. 1:146
(13 péaginas) doi: 10.4172/17457580.1000146

Resumo, linhas 2 a 5 da pagina 2, terceiro paragrafo da pagina 11,
Tabelas S a 7.
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Continuagio de: Quadro III

A caracteristica técnica em comum as reivindicagbes 1 a 20 é o fato de se referirem a proteinas
recombinantes compreendendo pelo menos uma regido antigénica do virus da rubéola selecionada dentre as
regides estruturais E1, E2 e C e matérias relacionadas a essas proteinas. Entretanto, tal caracteristica ja era
conhecida do estado da técnica. A titulo ilustrativo pode-se citar o trabalho de Elgenaid, S. N. E. M et al. Prediction
of multiple peptide based vaccine from E1, E2 and capsid proteins of Rubella Virus: an in-silico approach.
Immunome Res. Janeiro de 2018. Vol. 14, No. 1:146 (13 paginas) doi: 10.4172/17457580.1000146. Esse
documento divulga a determinacéo, a partir de estudos in silico, de peptideos antigénicos das proteinas estruturais
E1, E2 e do capsideo do virus da rubéola com potencial de uso em composigdes vacinais, isoladamente ou em
combinagdo (resumo, linhas 2 a 5 da pagina 2, terceiro paragrafo da pagina 11, Tabelas 5 a 7). Desse modo, a
caracteristica técnica em comum entre as reivindicagbes 1 a 20 do presente depésito internacional ndo é uma
caracteristica que define uma contribuicdo ao estado da técnica. Logo, o presente depdsito internacional ndo se
refere a uma Unica invengdo ou a um grupo de invengdes interligadas de modo a constituir um Gnico conceito
inventivo, estando, desse modo, em desacordo com a Regra 13 do PCT. A matéria reivindicada pode ser agrupada
em 4 invengdes, abaixo listadas.

* Invengdo 1: proteina recombinante com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n°® 1 (por¢éo da
proteina E2), sequéncia de DNA, vetor de expressdo, célula hospedeira, método de produgéo,
composicao, kit, uso e método de diagnéstico relacionados a tal proteina recombinante (reivindicagbes 1 a
20, parcialmente);

* Invengédo 2: proteina recombinante com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n°® 3 (por¢éo da
proteina C), sequéncia de DNA, vetor de express&o, célula hospedeira, método de produgdo, composi¢ao,
kit, uso e método de diagnéstico relacionados a tal proteina recombinante (reivindicagbes 1 a 20,
parcialmente);

* Invengao 3: proteina recombinante com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n° 5 (porgGes da
proteina E1), sequéncia de DNA, vetor de expressédo, célula hospedeira, método de produgdo,
composigdo, kit, uso e método de diagnostico relacionados a tal proteina recombinante (reivindicagbes 1 a
20, parcialmente);

* Invengao 4: proteinas recombinantes quiméricas com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n° 7
ou SEQ ID n® 9 (por¢bes das proteinas E1 e E2), sequéncia de DNA, vetor de expressdo, célula
hospedeira, método de produgéo, composicéo, kit, uso e método de diagnéstico relacionados a tais
proteinas recombinantes (reivindicagdes 1 a 20, parcialmente).
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