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“Vetores de expressido plasmidial contendo regides
espécificas para a expressdo de proteinas ou epitopos
recombinantes de rotavirus e astrovirus, processo de
producdo dos insumos para geragdo de imunobioldgicos para
diagnoéstico”.

CAMPO DA INVENCAO:

A presente invencdo se refere a produgdo de proteinas
virais especificas -recombinantes para construgdo de kits
pafa o diagndstico das duas pr?ncipais viroses
gastroentéricas. Mais particularmente, as viroses sao as
causadas por rotavirus e astrovirus.

TECNICAS RELACIONADAS:

A gastroenterite viral é hoje um dos maiores problemas
de saude publica no mundo inteiro, devido aos altos indices
de morbidade e mortalidade, especificamente, entre criangas
menores de 5 anos. Apesar do indice de mortalidade ter
diminuido, o indice de morbidade permaneceu estdavel durante
as ultimas 4 décadas. O numero de patdgenos causadores da
gastroenterite wviral vem aumentando nos Gltimos anos,
devido as espécies virais distintas causadoras da
gastroenterite e devido aos diversos outros agentes
causadores da gastroenterite que estao sendo descobertos.

| Apenas nas ultimas décadas ©s virus foram descritos
como agentes envolvidos na etiologia das gastroenterites
infantis( passando estes, junto com as bactérias e
parasitas, a serem patdgenos reconhecidamente envolvidos
com doencas diarréicas de importancia médica. Os principais
agentes virais causadores da gastroenterite sdo 0s

rotavirus, os calicivirus, os astrovirus e os adenovirus.
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Estudos tém demonstrado, por exemplo, qgue a infecgao
causada por rotavirus é a mais comum causa de diarréia em
criancas. O 1indice de pacientes hospitalizado por essa
patologia é de cerca de 35%. O rotavirus vem sendo
considerado, em todo o mundo, o principal responsavel por
diarréia em criangas menores de 5 anos.

A infeccdo causada pelo rotavirus varia de um guadro
leve, com diarréia liquida e duracdo limitada a quadros
graves com desidratacdo, febre e vémitos. Entretanto, uma
parte das infecgdes causadas por este virus pode ser
assintomdtica.

Sabe-se que a doenga por rotavirus & de distribuigao
universal, embora apresente caracteristicas epidemioldgicas
distintas em 4&reas de <clima temperado e nas areas

tropiceis.

Q)

Os rotavirus eliminados em alta quantidade nas fezes
de criancas infectadas, sdo transmitidos pela via fecal-
oral, por A&agua, alimentos ou objetos contaminados, por
contzzo Dessoa-a-pessoa, provavelmente, também por
secrecdes respiratdrias, mecanismos que permitem uma alta
capacidade de disseminacgdo cessa doencga.

Estudos demonstram que a partir da descoberta dos
astrovirus em 1975, estes tém sido considerados a te;ceira
maior causa das gastroenterites Virais( depcis dos
calicivirus. O percentual de detecgcao deste virus pode
variar. Os astrovirus podem ocorrer principalmente como
resultado de infeccgdes nasocomiais, e diferente dos
rotavirus também ocorrem em Jjovens e adultos. Estudos tém

demonstrado que um percentual de 2,4% a 17% é encontrado
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entre individuos assintomaticos. Muitos casos de detecgao
de astrovirus em amostras clinicas aparecem associados a
amostras rotavirus positivas.

A diarréia causada pelos astrovirus e de curta duragdo
e de menor severidade. Outros sintomas como febre e vdémito
ocorrem menos frequentemente. Sintomas mais graves ocorrem
em criangas ou adultos imunodeficientes.

As praticas higiénicas tradicionais e universais como
lavagem de mdos, controle da qualidade da &agua e dos
alimentos, destino adequado dos dejetos e do esgoto,
imprescindiveis para a prevencdo de quaisquer surtos de
diarréia, nao tém sido suficientes para redugdo da
incidéncia da infeccgao causada principalmente pelos
rotavirus. Evidéncias nesse sentido sdo as extensas
epidemias ciclicas da doenga em paises desenvolvidos, 0 que
mostra gue a perspectiva de prevencao dessa doenca esta no
desenvolvimento de uma vacina que seja capaz de prevenir as
infecgdes graves e, consequUentemente as hospitalizagdes.
Contudo, ndo existe ainda, no mundo, nenhuma vacina
disponivel para isso.

No Brasil s&o comercializados kits para pesgquisa de
alguns agentes etioldébgicos da gastroenterite,
pafticularmente o rotavirus. Entretanto, para a produgdo de
insumos dos kits, € necessadrio o cultivo de particulas
virais em culturas celulares especificas, necessitando de
mado de obra especializada e otimizagdo de processos.

A titulo ilustrativo, no documento de Dpatente
US5.298.244, encontra-se descrito um  pProcesso para

construcdo de um kit de deteccao dos agentes etioldgicos de
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infeccdes causadas por alguns tipos de wvirus. Mails
particularmente, o rotavirus. O kit descrito no documento
de patente US5.298.244 consiste na construgdo de particulas
virais derivadas de proteinas do rotavirus. As particulas
construidas incluem uma proteina interna ao capsideo, a VP6
em combinacdo com uma outra proteina ou ambas proteinas em
combinacdo com outras proteinas do capsideo, <como por
exemplo, as proteinas VP4 e VP7. Essa construgdo pode ainda
ser utilizada como uma composigdao vacinal para o tratamento
e prevencido de infecg¢des causadas pelo rotavirus. A técnica
utilizada na patente US5.298.244 compreende na expressao
eucaridética recombinante utilizando culturas celulares do
tipo Autographa califérnia e sistema de expressao génica em
baculovirus o qual necessita de infra-estrutura especifica
razoavelmente mais cara que aquela utilizada para expressdo
de proteinas recompinantes em sistema bacteriano do tipo
E.coli, para produc¢ao e manutengdo em média escala, 0 qual
j&4 ¢é bem estabelecideo e utilizado para a maioria das
proteinas recombinantes de uso comercial. A patente
US5.298.244 nao apresenta qualquer método purificativo a
ser utilizado empregando as particulas completas formadas
no sistema acima mencionado, e Qque seja capaz de dgerar
particulas purificadas para utilizagado na indugéo e
formacdo de anticorpos especificos em modelos animais e
posterior utilizagao em diagndstico.

As recentes descobertas dos diversos agentes
etioldégicos causadores das gastroenterites, apontam o
astrovirus como um significativo patdgeno. Com isso, existe

uma necessidade no estado da arte para o desenvolvimento de
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novos produtos para o diagndéstico dos principais agentes
etioldgicos causadores da gastroenterite.
SUMARIO DA INVENGAO:

A presente invengao se refere a produgao de proteinas
virais especificas recombinantes, para aplicag¢ao na
construcao de um kit de diagndéstico para deteccgao
simultanea das duas principais viroses gastroentéricas.
Mais particularmente, as viroses detectadas pelo dito kit
iséo--as causadas por rotavirus e astrovirus.

Assim, um primeiro objetivo da presente invengao é
caracterizar por meilio de metodologias de biologia
molecular, tais como o seqgliénciamento nucleotidico e
analise pelo perfil de restrigao, vetores plasmidiais de
expressdo de proteinas em sistema E.coli, a qual contém
regibdes especificas codificadoras de epitopos das proteinas
VP6 de rotavirus e VP90 de astrovirus.

Um outro objetivo da presente invengao refere-se a
avaliacdo do perfil protéico e a avaliagdao do rendimento
obtido em um cultivo bacteriano em baixa escala de clones
transformados com os vetores plasmidiais de expressao, por
meio de metodologias bicguimicas tais como eletroforese em
gel de SDS-PAGE.

Um outro objetivo da presente invengdo refere-se a
avaliccdo da antigenicidade dos epitopos expressos, por
meio das metodologias imunoldégicas tais como Western-blot
com anticorpos policlonais comerciais especificos e ensaio
imunoenzimatico.

Um outro obietivo da presente invengao refere-se a

padronizagdo de um método purificativo, no gual os epitopos
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recombinantes das proteinas VP6 de rotavirus e VPI90 de
astrovirus purificados apresentem um alto grau de pureza,
de modo a serem utilizadas como imundgenos em modelos
animais para a producdo de anticorpos policlonais.

Um outro objetivo da rresente invengdo refere-se a
caracterizacgao dos anticorpos policlonais anti-VP6
rotavirus e anti-VP90 astrovirus produzidos a partir de
proteinas recombinantes especificas utilizando metodologias
como Western-blot, ensaios imunoenzimaticos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS:

A FIGURA 1 mostra a representagdc esquemdtica da
regido codificante da ORF2 (A) e do segmento 6 (B)
utilizados na clonagem.

A FIGURA 2 mostra o gel de eletroforese dos fragmentos
amplificados a partir das seqiéncias nucleotidicas do
segmento 6 de rotavirus e ORF 2 de astrovirus.

A FIGURA 3 mostra a estratégia de clonagem utilizada na
construgdo dos plasmidios.

R Figura 4A mostra o perfil eletroforético dos
plasmidios pOM187 (rotavirus) e pOM186 (astrovirus) antes
da digestd&o com as enzimas de restricgdo.

A Figura 4B mostra o perfil eletroforético apds a
digescéo com as enzimas de restrigcdo PstI/Ncol para o
plasmidio pOM187 (rotavirus) e HindIII/Nhel para o
plasmidio pOM186 (astrovirus).

A Figura 5 mostra o resultado da extragdo rapida dos
provaveis plasmidios recombinantes.

A Figura 6A mostra o perfil de restricdo com a enzima

PstI/Ncol para o plasmidio pOM187 (rotawvirus).
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A Figura 6B mostra © perfil de restricac com a enzima
HindIII/Nhel para ¢ plasmidio pOM186 (astrovirus).

A Figura 7A mostra a curva de indugdao da expressio
das proteinas, com 0,5mM de IPTG, em células bacterianas
cepa B121(DE) contendo o plasmidio controle.

A Figura 7B mostra a curva de inducgdo da expressao das
proteinas, com 1mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121 (DE) contendo o plasmidio controle.

A Figura 7C mostra a curva de inducdo da expressdo das
proteinas, com 2mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121 (DE) contendo ¢© plasmidio controle.

A Figura 8A mostra a curva de indugdo da expressdo das
proteinas, ccm 0,5mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121(DE) contendc o plasmidio pOM187 (rotavirus).

A Figura 8B mostra a curva de inducdo da expressdo das
proteinas, com 1mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121 (DE) contendo o plasmidio pOM187 (rotavirus).

Figura 8C mostra a curva de inducdo da expressao das
proteinas, com 2mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121(DE) contendo ¢ plasmidio pOM187 (rotavirus).

A Figurz 9A mostra a curva de inducdoe da expressao das
proteinas, com 0,5mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121(DE) contendo o plasmidio pOM186 (astrovirus).

A Figura 5B mostra a curva de indugdo da expressao das
proteinas, com 1mM de IPTG, em células bacterianas cepa
B121(DE) contendo o plasmidio pOM186 (astrovirus).

A Figura 9C mostra a curva de indugdo da expressdo das
proteinas, com ZmM de IPTG, em células bacterianas cepa

B121 (DE) contendo © plasmidio pOM186 (astrovirus).
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A Figura 10 mostra o experimento de localizacado da
proteina expressa feito com a cepa BL21(DE) contendo o
plasmidio pOM187 (rotavirus).

A Figura 11 mostra © experimento de localizacao da
proteina expressa feitc com a cepa BL21/DE) contendo o
plasmidio pOM186 (astrovirus).

A Figura 12A mostra a expressao da proteina VP6 de
rotavirus através da indugao de células bacterianas cepa
B121 (DE) contendo o plasmidic pOM187.

A Fiqura 12B mostra a expressao da proteina VP90 de
astrovirus atravées da indugao de células bacterianas cepa
B121(DE) contendo o plasmidio pOM186.

A Figura 13A mostra o resultado da analise por
Western-blot da proteina recombinante VFP6 de rotavirus

cterlana B121(DE), contendo O

Al

expressa pela cepa b
plasmidio pOM187, reveliada com anticorpo anti-histidina.

A Figura 13B mostra o resultado da analise por
Western-blot da proteina recombinante VP6 de rotavirus
expressa pela cepea bacteriana B121 (DE), contendo o)
plasmidio pOM187, revelada com anticorpo anti-GST.

A Figura 13C mostra o resultado da analise por
Western-blot da proteina recombinante VP6 de rotavirus
expressa pela cepa bacteriana B121(DE), contendo o
plasmidio pOM187, revelada com anticorpo anti-rotavirus
produzido péra o “kit EIARA”.

A Figura 14A mostra o resultado da analise por
Western-blot da proteina recombinante VP90 de astrovirus
expressa pela cepa bacteriana B121 (DE), contendo O

plasmidio pOM186é, revelada com o anticorpo anti-histidina.
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A Figura 14B mostra o resultado da analise por
Western-blot da proteina recombinante VP90 de astrovirus
eXpressa pela cepa bacteriana B121(DE), contendo o
plasmidio pOM186, revelada com o anticorpo anti-GST.

A Figura 15A mostra o resultado da anadlise por
Western-blot do experimento de localizacdo feito com a cepa
BL21(DE) contendo o plasmidio pOM187 (rotavirus) revelada

com anticorpo anti-histidina.

A Figura 15B mostra o resultado da analise por
Western-blot do experimento de localizagdo feito com a cepa
BL21(DE) contendo o plasmidio pOM187 (rotavirus) revelada

do experimento de 1localizacdo feito com a cepa BL21(DE)

contendo o plasmidio pOM186 (astrovirus) revelada com
anticorpos anti-histidina.

A Figura 16B mostra o resultado de analise por
Western-blot do experimento de localizacdo feito com a cepa
BL21(DE)_Contendo o plasmidio pOM186 (astrovirus) revelada
com anticorpos anti-GST.

A Figura 17 mostra um esqgquema grafico para o ensaio
imunoenzimatico IDETIA.

A Figura 18 mostra um esquema grafico para © ensaio
imunoenzimatico EIARA.

A Figura 19 mostra a preparagdao dos corpos de
incluséao.

A Figura 20 mostra os corpos de inclusdo purificados.

A Figura 21 mostra as etapas da purificacdo da

proteina recombinante VP6 por cromatografia de afinidade.
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A Figura 22 mostra as etapas da purificagao da
proteina recombinante VP90 por cromatografia de afinidade.

A Figura 23 mostra as proteinas recombinantes VP6 e
VPS0 purificadas.

A Figura 24 mostra a quantificacdc das proteinas

q

recombinantes VP6 e VP90 por eletroforese SDS-PAEGE.

A Figura 25 mostra a avaliagao da homogeneidade das
proteinas recombinantes VP6 e VP390 purificadas.

A Figura 26 mostra o Western-blot da proteina viral
VP6 revelada com soro dos coelhos inoculados com a proteina
recombinante VP6 de rotavirus.

A Figura 27 mostra o Western-blot da proteina
recombinante VP6 revelada com soro dos coelhos inoculados
com esta mesma proteina.

A Figura 28 mostrz o Western-blot de proteina
recombinante VP90 revelada com soro dos coelhcs inoculados
com esta mesma proteina.

A Figura 29 mostra a analise por ELISA do soro
policlonais anti-VP6 recomninante.

A Figura 30 mostra a avaliagao da homogeneidade das
imunoglobulinas purificadeas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO:

| A presente invengdo se refere a produgdo de proteinas
virais especificas recombinantes, para aplicacgao na
construgcdo de um kit de diagndstico para detecgdo
simultanea das duas principais viroses gastroentéricas.
Mais particularmente, as viroses detectadas pelo dito kit

sdo as causadas por rotavirus e astrovirus.
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A presente invengdo é descrita detalhadamente através
dos exemplos apresentados abaixo. E necessario frisar gque a
invengdo ndo estéd limitada a esses exemplos, mas que também
inclui wvariacdes e modificagdes dentro dos limites nos
quais ela funciona.

Exemplo 1: Obtencdao dos vetores pOM187 para rotavirus e
pOM186 para astrovirus.:

Moléculas moldes de RNA foram extraidas de amostras

fecais positivas para as viroses causadas por rotavirus e
por astrovirus, por meio de um kit comercial adequado. As
moléculas moldes de RNA foram utilizadas na obtencdo dos
cDNA.
Para a obtencdo destes cDNA forém utilizados na presente
invencdo, uma selecdo de sequiéncias de oligonucleotidios
iniciadores que est&o agrupados na Tabela 1. Dito cDNA foi
obtido por meio da reagdo de transcriptase reversa.

A Fiqura 1 mostra a 1localizacao das seqgliéncias
nucleotidicas clonadas no genoma dos virus. A presente
concretizacao possuli como base o segmento 6 do RNA dc
rotavirus Wa humano e ORF2 do RNA de astrovirus humano tipo
1.

Tabela 1- Oligonucleotidios iniciadores utilizados para

sintese do cDNA, na reacdo de amplificacao por RT-PCR

Iniciadores Posigdo no|Sequéncia (5'- 3')

genoma
rotavirus 17-42 CTTCgCCATggAggTTCTgTACTCAC
positivo
rotavirus 730-1757 gTCgCgCCATCggCCgAATTAATTACTC
negativo
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astrovirus 4139-4164 AATCACTCCATgggAAgCTCCTATgC
positivo
astrovirus 5315-5340 gTgACAAgCTCggCCgCAgATACAgC
negativo

Inicialmente os fragmentos de cDNA obtidos por meio da
reagcdo de transcriptase reversa foram amplificados por
reacdo em cadeia de- polimerase (PCR) e recombinados em um
vetor plasmidial adequado, como por exemplo, o vetor pOM.

Como resultado da recombinagdo destes fragmentos no
vetor denominado pOM, obtiveram-se dois novos vetores, os
guais foram denominados de pOM1l44- rotavirus, que contém um
inserto de aproximadamente 776pb e pOMl44-astrovirus, gue
contém um inserto de aproximadamente 105%pb.

o de PCR

an

O resultado da amplificagao por meic da reag
para os fragmentos de DNA é mostrado na Figura 2. Para a
Figura 2, tem-se que: 1- Padrao de peso molecular 123pb
(Sigma); 2- Produto de reagd&o de PCR para o segmento 6 de
rotavirus; 3- Produto de reacao de PCR para a ORF 2 de
astrovirus.

A partir destes dois novos vetores, os fragmentos de
DNA foram novamente amplificados por meio da reagao de PCR.
Os'oligonucleotidios iniciadores utilizados nesta segunda
reagao foram:
Sense:
5/ ~AggAAAAAAGCggCCgCCACCATGGCGAAACGCgCCAGACCGTC;
antisense:

5’ - AggAAAAAACggCCgATgTTTgCAgggCTAgC.
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As bases sublinhadas representam o0s sitios de
restricdo das endonucleases Ncol e XmalIlIl, respectivamente.

Os produtos da reacdo de PCR foram purificados por
meio do uso de um kit comercial. Na presente concretizacdo
se utilizou o kit NucleoSpin 2 em 1.

Ditos produtos da reacgdo de PCR foram submetidos a
reacgdes de qguebra enzimadtica por meio das endonucleases de
restricdo, Ncol e XmalIlI e, em sequida, foram subclonados em
um novo vetor pOM. Estes novos vetores foram denominados
pOM32-rotavirus e pOM32Z2-astrovirus.

Ditos vetores, pOM3Z-rotavirus e pOM32-astrovirus, os
quais contém os sitios de restricdo das endonucleases Ncol
e Mlul, foram novamente submetidos a reacdo de quebra
enzimatica por meio das endonucleases de restricao, Ncol e
MluT.

Os fragmentos liberados por meio da reag¢do de quebra
enzimatica, foram purificados e novamente subclonados em um
vetor de expressdo adequado, como por exemplo, o pGEX-NX-
2T. Os novos vetores de expressdo obtidos foram denominados
de pOM187 para rotavirus e pOM186 para astrovirus. A Figura
3 mostra a estratégia de clonagem utilizada na presente
concretizacgdo.

Exemplo 2: Transformagdo bacteriana e obtengdo do DNA
plasmidial com elevado grau de pureza

Uma cepa bacteriana de E. coli foi transformada, com
0s vetores dJde expressdo pOMi86 e pOM187, através da
metodoiogia de eletroporacéo. Dita eletroporagcdo foi

realizada de modo a submeter as células bacterianas a uma
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descarga elétrica de 2500 volts por 5 segundos. Na presente
concretizacdo se utilizou a cepa TOP10F’ de E. coli.

Apbs o choque, a recuperacdo das células bacterianas foi
realizada por meio da adigdo de aproximadamente 500ul de um
meio de cultura adequado a reacac. Na presente
concretizacdo utilizou-se o meio SOC 1liquido [2% de
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 8,6mM de NaCl, 2,5mM
de KC1l, 20mM de MgSO4 e 20mM de glicose, pH 7,0]. Apds a
adicdo do meio SOC a reacdo, dita reagdo fol incubada a uma
temperatura preferencial de 37°C sob agitacao
(aproximadamente 250rpm) por cerca de 1 hora.

Apds o periodo de agitagdo realizou-se o plagqueamento da
reacdo em duas placas de Petri contendo cerca de 20mL de um
meio de cultura adeguado, como por exemplo o meio LB-sdlido
[Luria Bertani:1% de triptcona, 0,5% de extrato de levedura,
1% de NaCl, pH 7,0 (LB-liquido) contendo 1,5% (p/v) de
agar], o qgual estava suplementado com ampicilina a uma
concentracdo preferencial de 100pug/mL. Em uma primeira
placa de Petri cercz de 20% da reacao foi plaqueada em meio
LB s6lido. Em uma segunda placa de Petri cerca de 80% da
reacdo foi plagqueada em meio LB sélido.

As duas placas de Petri foram mantidas por cerca de 16
hofas a uma temperatura preferencial de 37°C. Apds o
periodo de incubagdo as duas placas de Petri foram
observadas para se avaliar a formacdao de coldnias
bacterianas. Cerca de 10 colédénias bacterianas, resistentes
ao antibidético ampicilina, foram retiradas das placas
contendo 20% e 80% da transformagdo bacteriana (5 coldnias

de cada placa) e foram transferidas para tubos adequados,
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O0s quais continham o meio de cultura LB 1liquido
suplementado com um antibidtico, como por exemplo a
ampicilina, na quantidade preferencial de 100ug/mL. Apds a
transferéncia, os tubos foram incubados por cerca de 16
horas sob agitacdo constante (aproximadamente 150rpm) a uma
temperatura preferencial de 37°C.

O DNA plasmidial da cepa de E. coli cultivada foi
extraido por meio dé um kit comercial adequado, como por
exemplo, o “Concert Rapid Plamid Purification Systems”
(Invitrogen-USA), de acordo com as recomendacgcdes do
fabricante, de modo a se obter este DNA plasmidial com
elevado grau de pureza.

O DNA plasmidial purificado foi quantificado por meio
da estimativa de quantidade aproximada, de acordo com a
intensidade da banda de DNA especifica submetida a técnica
de eletroforese preferencialmente em gel de agarose 0,8% em
uma solucdo tampdo adequada, como por exemplo, a solugao
TBE 1X (89mM Tris-borato, 2mM EDTA pH 8,0). O gel de
agarose fol corado com uma solucdo adequada. Na presente
concretizacao, para coloragcdo do gel se wutilizou uma

solugcdo de Dbrometo de etidio em uma concentragdo

‘preferencial de 0,5ug/mL, para posterior visualizacao sob o

equipamento de ultravioleta (U.V.).
Exemplo 3: Caracterizagdo das construgbes plasmidiais
pOM186 e pOM187

As construcgdes plasmidiais finais foram caracterizadas
por meio da reacdo de quebra enzimatica com as

endonucleases de restricdo PstI/Ncol para os genes VP6 de
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rotavirus (pOM187)e HindIII/Nhel para os genes VPS0 de
astrovirus (pOM186).

As reacles de digestdo dos DNAs plasmidiais compreende
0s componentes e as etapas:

- aproximadamente 20pl de uma solugdo contendo lug/ul
das construcdes plasmidiais pOM187 e pOM186 purificadas da
cepa de E.coli TOPlOF';

- aproximadamente 1lpul de cada uma das enzimas de
restricao PstI/Ncol (contendo ambas 10U/Hl) para os genes
VP6 de rotavirus,

- aproximadamente 1lpl de cada uma das enzimas de
restricd3o HindIII/Nhel (contendo ambas 10 U/pul) para os
genes VP90 de astrovirus,

- adicdo de aproximadamente 2,5ul de uma solucgao
tampdo comercial recomendada pare cada uma das enzimas,
HindIII/Nhel e PstI/Ncol, utilizadas, onde a dita solucdo
tampao deve estar preferencialmente 10 vezes concentrada,

- adicdo de agua (g.s.p), de modo a se obter um volume
final preferencial de 25ui,

- incubacdo da reacgdo por aproximadamente 2 horas a

uma temperatura preferencial de 37°C, em equipamento

‘especifico como, por exemplo, banho-maria.

Apés a reagao de digestao, na qual ocorreu a clivagem
epzimatica, o produto da reagao foi  submetido a
eletroforese em gel conforme descrito no exemplo 2. A
Figura 4A e a Figura 4B mostram o perfil eletroforético do
DNA apds a reagdo de digestao das construgdes plasmidiais
pOM187 e pOM186 respectivamente. Para as ditas Figuras,

tem-se que em A: 1- Padrdo de peso molecular 100pb



10

20

17

(Invitrogen); 2- pOM187 ndo digerido; 3- pOM186 nao
digerido. Em B: 1- Padrdo de. peso molecular 100pb
(Invitrogen); 2- pOM187 digerido:; 3- pOM186 digerido.

A reacao de digestao dupla com as endonucleases de
restrigcdo apresenta um perfil eletroforético, no qual ambas
as construcdes digeridas possuem duas bandas: uma primeira
banda correspondente ao vetor e uma segunda banda
correspondente ao inserto.

No perfil para a construgdo pOM 187 as bandas
apresentam um tamanho aproximado de 5330pb para o vetor e
um tamanho aproximado de 776pb para o inserto, enquanto gue
a construcdo pOM186 apresenta uma banda para o vetor com
tamanho aproximado de 5507pb e uma outra banda com tamanho
aproximado de 1058pb para o inserto.

Exemplo 4: Transformac¢do bacteriana

Apbés a caracterizacgdo das construgdes plasmidiais
pOM186 e pOM187, ditas construg¢des foram utilizadas para
uma nova transformag¢do bacteriana. Para este experimento
foram utilizadas células bacterianas competentes de uma
cepa de E. coli, as quais foram previamente preparadas por
meio do método de CaCl2. Na presente concretizacgao
utilizaram-se as células de E. coli da cepa B121DE.

As células bacterianas da cepa B121DE utilizadas foram
inicialmente descongeladas em banho de gelo. Apds o
descongelamento das ditas células bacterianas, cerca de 1lug
do plasmidio purificado foi adicionado as ditas células
bacterianas e a reag¢ao foi incubada para seu processamento

em banho de gelo por aproximadamente 30 minutos.
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Apdbs os 30 minutos, a reacgdo foi submetida a um choque
térmico por aproximadamente 70 segundcs a uma temperatura
preferencial de 42°C e apds este choque uma nova incubacado
para a finalizacdo do processo de_ transformacdo foi
realizada em banho de gelo por aproximadamente 10 minutos.

A recuperacdo das células bacterianas foi realizada
por meio da adigdo de aproximadamente 300l de um meio de
cultura adequado &~ reagao. Na presente concretizagado
utilizou-se o meio LB liquido. Apds auadigéo do meio LB a
reacao, esta foi incubada a uma temperatura preferencial de
37°C sob agitacdo (aproximadamente 250rpm) por cerca de 1
hora.

Apbs o periodo de agitacdo realizou-se o plagueamento
da reacao. Dito plagqueamento ocorreu conforme descrito no
Exemplo 2.

Em uma primeira placa de Petri cerca de 10% da reacgdo
foi plagueada em meio LB sdlido. Em uma segunda placa de
Petri cerca de 90% da reacéo foi plaqueada em meio LB
s6élido. O crescimento bacteriano foi analisado conforme
descrito no Exemplo 2.

Apbdés o periodo para crescimento bacteriano foi
realizada uma extracdo rapida do DNA plasmidial, de modo a
avaliar a presenca do plasmidio nos clones bacterianos
resistentes ao antibidético ampicilina.

Exemplo 5: Selecgdo e purificagdo do DNA plasmidial.

Neste procedimento de avaliacgdo, cada um dos tubos, os
quais havia ocorrido o crescimento das coldnias bacterianas
foi realizado uma extracac do DNA plasmidial das ditas

colénias, por meio da técnica rapida com fenol/cloroformio.
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O material obtido na extracdo foi analisado por meio da
técnica de eletroforese em gel de agarose conforme descrito
no exemplo 2. A Figura 5 mostra o resultado da eletroforese
em gel de agarose para a extragao rapida dos plasmidios.
Para a Figura 5, tem-se que as linhas de 1 a 17: Possiveis
plasmidios recombinantes, a 1linha 18: Plasmidio controle
sem 1inserto. Como pode ser observado os plasmidios das
linhas 1, 2, 3, 6, 7, 12, 13 e 14 apresentam tamanho maior
gque o do controle (seta).

A selegdo dos plasmidios ocorreu por meio da comparacdo do
plasmidio com inserto com o plasmidio sem inserto. Os
plasmidios maiores que o plasmidioco sem inserto (controle)
foram selecionados para as analises posteriores. Conforme
mostrado na Figura 5, observa-se que para ambasl as
construgdes plamidiais, todas as colbnias selecionadas
tendem a apresentar plasmidio recombinante.

Apds a selecdao das coldénias bacterianas, cada uma das
culturas liquidas crescidas a partir dos clones bacterianos
recombinantes selecionados por meio da extracgao rapida do
DNA. plasmidial, foram purificadas por meio de um kit

comercial adequado, como por exemplo, o “Concert Rapid

‘Plamid Purification Systems” (Invitrogen-USA), de acordo

com as recomendacgdes do fabricante e analisadas por meio da
reagdo de digestédo com as endonucleases de restrigdo
semelhante a reagdao realizadas para caracterizagao das
construcdes plasmidiais pOM187 - pOM186 purificadas da cepa
TOP10F’ de E. coli.

A Figura 6A e a Figura 6B mostram o plasmidio

purificado ndo digerido e o perfil de restricaoc com as
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as enzimas HindIII/Nhel para o plasmidio pOM186
(astrovirus) respectivamente, em comparac¢do com o resultado
obtido na digestdo do plasmidio controle extraido da cepa
TOP10F .Para as ditas Figuras, tem-se que em A: 1- Padréao
de peso molecular 1kB (Invitrogen); 2- pOM187 ndo digerido
purificado da cepa TOP1OF’; 3- pOM187 digerido purificado
da cepa TOP10F’; 4--pOM187 nao digerido purificado da cepa
B121(DE}); 5- pOM187 digerido purificado da cepa Bl21(DE).
Em B: 1- Padrdo de peso molecular 1kB (Invitrogen); 2-
pOM186 nado digerido purificado da cepa TOP10F’; 3- pOM186
digerido purificado da cepa TOPl10OF’; 4- pOM186 nao digerido
purificado da cepa B121(DE); 5- pOM186 digerido purificado
da cepa B121(DE).

No perfil eletroforético para a construcdo pOM 187 as
bandas apresentam um tamanho aproximado de 5330pb para o
vetor e um tamanho aproximado de 776pb para o inserto,
enguanto gue a construcgdo pOM186 apresenta uma banda para o
vetor com tamanho aproximado de 5507pb e uma outra banda
com. tamanho aproximado de 1058pb para o inserto. A

comparacao realizada demonstra que ‘o) mesmo perfil

‘eletroforético das bandas correspondentes ao inserto e

vetor foi observado.
Exemplo 6: Seqiénciamento nucleotidico automatico dos
vetores plasmidiais.

Uma vez purificados os clones recombinantes, foi
realizado o seqgiiénciamento nucleotidico automético dos

vetores plasmidiais.
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Para e} seqliénciamento nucleotidico dos vetores
plasmidias foi utilizado um Kit comercial, para a
preparacdo das reagdes, no qual cada didesoxinucleotidio €
marcado com uma molécula fluorescente, conforme instrucgdes
do fabricante. Na presente concretizacao o kit comercial
utilizado foi o “ABI Prism Big Dve Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit” versao 3.1. O seqienciamento
e a leitura automadtica das seqiéncias foram realizados em
um equipamento adequados, ow gqual gera e 1interpreta
eletroferogramas para analise, como pcr exemplo, ABI PRISM
Genetic Analyser.

Para wvisualizagdo e impressdo dos eletroferogramas

obtidos no sequienciamento automaticce foi utilizado um

programa adequado, como por exemplo, o Chromas.

Para uma analise, as seqiiéncias obtidas nos
eletroferogramas foram comparadas com segléncias padrdes
das regides do segmento 6 do RNA do rotavirus Wa humano e
ORF2 do RNA de astrovirus humanc tipc 1. Ditas segiiéncias
padrdes estdo disponiveis no Banco cde Genes do National
Center for Biotechnology Information (NCBI).

Dita comparacdo foi realizada por meio do alinhamento
das seqiiéncias em programa adequado, como por exemplo, O
prégrama Blast do NCBI. A comparagdo realizada demonstra
que as seqgiéncias clonadas néo apresentam alteracgodes
nucleotidicas e confirmam que o material de <c¢lonagem
realmente corresponde as regides alvo da invengdo, a qual
corresponde a posigdo nucleotidica de 23 a 742(VP6) e
posicdo nucleotidica de 4145 a 53Z25(VE90).

Exemplo 7: Construgdo da curva de indugao
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Para a padronizacdo de parametros importantes
necessarios a expressdc das proteinas recombinantes foi
realizada a construcd@o de uma curva de indugdo. Pare dita
construgcdo, as culturas bacterianas da cepa BL21(DE), as
quais contém os vetores de expressao pOM187, pOM1i86 = o
plasmidio controle (sem inserto) foram transferidas para
tubos adequados, por meio da técnica de repique. Ditos
tubos continham cerca de 5mL de um meio de cultura, como
por exemplo, © meio LB liquido suplementado com ampicilina
a aproximadamente 50ug/mL. Ditos tubos foram incubados a
uma temperatura preferencial de 37°C por aproximadamente 16
horas sob agitacdo constante (aproximadamente 150rpm).

Apdés o periodo de incubagao, foram realizadas pelo
menos trés transferéncias, por meio da técnica de repique,
de cada uma das culturas bacterianas gue continham um dos
vetores de expressdo. Aproximadamente 100ul de cada
cultura bacteriana fol transferida para um novo tubo
preferencialmente de 50mL que continha um volume final de
aproximadamente 10ml. de melo Jde <cultura LB 1liqguido
suplementado com ampicilina a apro=ximadamente 50ug/mL.

As novas culturas foram <crescidas sob agitacgao

Vvigorosa (aproximadamente 250rpm) a uma temperatura

preferencial de 37°C até que a leitura das ditas culturas
em espectrofotdmetro atingisse uma D.O. minima de 0,4. Na
presente concretizagdo a leitura em espectrofotdmetro
ocorreu em um comprimento de onda de 550nm.

Uma aliguota de aproximadamente 1mL de cada uma das
culturas bacterianas fol retirada e 1identificada como a

aliquota de tempo zero(TO) ou cultura controle nao
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induzida. AO restante das culturas bacterianas foi
adicionado uma substancia indutora, como por exemplo, o
indutor isopropil-b-D-tiogalactopiranosideo (IPTG).

As concentragdes de IPTG foram diferentes para cada
uma das culturas bacterianas restantes. Na presente
concretizacdo as concentragdes de IPTG utilizadas foram
aproximadamente 0,5mM, 1lmM e 2mM. Apdés a adigdo de IPTG as
culturas bacterianas foram novamente incubadas sob agitacgao

vigorosa (aproximadamente 250rpm) por um tempo maximo de 5

hcrzas.

!

Durante o periodo de incubagao, a cada hora passada
apos o tempo zero, uma nova aliquota de aproximadamente lmL
era retirada e identificada, conforme descrito na tabela 2.
Tabela 2 - Esquema da coleta das aliquotas das culturas

bacterianas recombinantes induzidas durante um periodo de 5

hcras

Descricgaoc Concentragao de IPTG

das 0, 5mM 1mM 2mM

aliquotas

T0O Zero horas |Zero horas |[Zero horas
Tempo |T1 1 hora 1 hora 1 hora

T2 2 horas 2 horas 2 horas

T3 . 3 horas 3 horas 3 horas

T4 4 horas 4 horas 4 horas

T5 5 horas 5 horas 5 horas

Todas as aliquotas retiradas foram avaliadas quanto a

D.O. em espectrofotdmetro em um comprimento de onda
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preferencial de 550nm. Para leituras de D.0O. acima de 1,0,
as culturas foram diluidas de 2 a 10 vezes. O grau de
diluicgdo da amostra foi dependente do crescimento
bacteriano obtido. Apds a diluicdo foi realizada uma nova
avaliacdo da D.O. em espectrofotdmetro em um comprimento de
onda preferencial de 550nm.

Todas as aliquotas retiradas das culturas bacterianas
foram centrifugadas preferencialmente a 8.500xg por cerca
de .5 minutos. Os sobrenadantes das culturas bacterianas
apos centrifugacdo foram descartados. O precipitado obtido
foi congelado para posterior analise por meio da técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida.

O procedimento para analise dos produtos occrreu de
modo que todos os precipitados anteriormente congelados
foram ressuspensos em uma solucao tampdo de amostra 2X
[50mM Tris-HC1 pHé6,8, 100mM de DTT, 2% de SDS, 0,1% de azul
de bromofenol, 10% de glicerol].

O volume da solucdo de tampao de amostra, na qual os
precipitados foram ressuspensos, variou conforme a D.0O. de
cada aliquota obtida durante o experimento de curva de
inducao. Na presente concretizacdo a quantidade de tampéo
de amostra adicionado seguiu a relagdo de que para cada 0,1
deAD.O. foram adicionados cerca de 10ul de solugdo tampdo
de amostra ZX.

Apdés os precipitados terem sido ressuspensos as
amostras foram aquecidas a uma temperatura variando de 95 a
105°C por cerca de 5 minutos. Apds o aqgquecimento das
amostras, ditas amostras foram centrifugadas a 8.500xg por

aproximadamente 30 segundos.
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Exemplo 8: Analise por meio da técnica de SDS-page

As amostras preparadas conforme descrito no exemplo 7
foram analisadas por meio da técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida desnaturante do tipo SDS-PAGE. Dito gel
foi preparado a uma concentracdo de 10% para a fase
separadora do gel e entdo submetido a corrida
eletroforética por cerca de 100 volts, por aproximadamente

2 horas em tampao adeguado como, por exemplo, o tampdo de

corrida 1X [50mM de Tris pHS, 3, 384mM de glicina , 0,1

o\

de
SDS].

As Figuras 7A, 7B, 7C, 8A, 8B, 8C, 9A, 9B, 9C e as
tabelas 3, 4 e 5 mostram os resultados obtidos nra curva de
tempo e concentragao de indutor realizada com a cepa
B121(DE) transformada com as construgdes plasmidiais
, DOM186 e plasmidio controle (sem inserto). De
acordo com as figuras observar-se que ndo houve diferenca
significativa entre os tempos de indugdo e as concentracdes
de indutor utilizadas.

Desta forma, houve uma padronizagdo, na gqual o0s
experimentos de induc¢do foram realizados utilizando 1mM de
IPTG e gue o tempo de indugdo seria de aproximadamente 4
horas. Para as ditas Figuras tem-se gque em A- Curva de
indugéo feita com 0,5mM de IPTG; B- Curva de inducgido feita
com 1lmM de IPTG; C- quva de inducdo feita com 2mM de IPTG:
1- Padrao de peso molecular BenchMark (Invitrogen); 2-
Cultura bacteriana ndo induzida; 3- Cultura bacteriana
induzida por 1 hora; 4- Cultura bacteriana induzida por 2

horas; 5- Cultura bacteriana induzida por 3 horas; 6-
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Cultura bacteriana induzida por 4 horas; 7- Cultura
bacteriana induzida por 5 horas.

Tabela 3 - Avaliacdo da D.0O. em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda preferencial de SSQnm das aliquotas da
cultura bacteriana recombinante transformada com plasmidio

controle retiradas durante a construgcao da curva de

inducgao.
Descriqéo - |Concentragdo de-IPTG
das
aliquotas 0, 5mM 1mM 2mM
Tempo TO 0,781 0,802 0,815
T1 ' 1,832 1,906 1,958
T2 2,84 3,235 3,295
T3 4,96 5,115 5,195
T4 5,67 5,82 5,75
T5 6,77 6,59 6,44
Tabela 4 - Avaliagdo da D.0O. em espectrofotdmetro em um

comprimento de onda preferencial de 550nm das aliquotas da
cultura bacteriana recombinante transformada com plasmidio

pOM187 retiradas durante a construgdo da curva de indugao.

Descricgao Concentragao de IPTG

das

aliquotas 0, 5mM 1mM 2mM
Tempo TO 0,444 0,458 0,483

Tl 0,844 0,828 0,848

T2 1,145 1,1 11,12

T3 1,225 1,23 1,27

T4 1,25 1,26 1,275

T5 1,285 1,38 1,35
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Tabela 5 - Avaliacado quanto a D.O. em espectroiotdmetro em
um comprimento de onda preferencial de 550nm das aliquotas
da cultura bacteriana recombinante transformada com pOM186

retiradas durante a construgado da curva de indugao.

Descricao Concentracao de IPTG
das
aliquotas - |0, 5mM 1mM 2mM
Tempo TO 0,735 0,749 0,761
T1 1,444 1,464 1,448
| T2 1,83 1,815 1,855
T3 2,06 2,0 2,08
T4 2,02 2,035 2,085 |
T5 2,425 2,43 2,525

Exemplo 9: Experimento de 1localizagao de e:xpressao da
proteina recombinante.

Apds a construgdo da curva de indu¢do, realizou-se ©
experimento de localizagdo, o qual visa identi:icar o local
de expressao de cada proteina recombinante. Para dito
experimento, inicialmente as culturas bacterianas da cepa
BL21(DE), as quais contém os plasmidios de expressao foram
submetidas a uma reacao de indugéo.

O procedimento da dita reacao compreendeu: uma
cultura, na qual cerca de 1lmL do pré indculo crescido foi
adicionado a cerca de 100mL de meio LB 1iquido suplementado
com 50png/mL de ampicilina. Dita cultura foli mantida sob
agitacdo vigorosa nas mesmas condi¢des descritas no exemplo

7 até gue a leitura em espectrofotdmetro atingisse uma D.O.
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minima de 0,4, conforme descrito no exemplo 7. O volume de
cultura utilizado para este experimento foi de 50mL.

Apds o procedimento de indug¢do, inicialmente realizou-
se a separacgao das proteinas exportadas, que sao aguelas
liberadas para o meio de cultura onde as bactérias foram
crescidas. Para dito procedimento, a cultura de células
bacteriana foil centrifugada por aproximadamente 15 minutos
a cerca de 6.500xg.

Apbs a centrifugacéao aproximadamente 1mL do
sobrenadante fol transferido preferencialmente para um tubo
de 1,5mL, no gual foi adicionado 100ul de acido
tricloriacético (TCA) 100%. Esta dita solug¢ac foi agitada
vigorosamente, incubada em banho de gelo por cerca de 15
minutos e posteriormente centrifugado a aproximadamente
14.000xg por cerca de 15 minutos. Apds esta centrifugagdoc o
precipitado obtido foi lavado com cerca de 100ul de acetcna
e rapidamente centrifugado a aproximadamente 14.000xg. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco foi
ressuspenso em cerca de 100pul de uma solugiéo de PBS(137mM
de NaCl, 2.7mM KCl, 10mM Na2HPO4 e 1.8mM KH2PO4) 1X pH 7.4
e cerca de 100ul de uma solugac tampao de amostra 2X.

Postericrmente, a solucgao protéica fol aquecida a uma
temperatura em cerca de 95-105°C por aproximadamente 5
minutos. Apds o aguecimento dita solugado foi congelada para
posterior andlise por mein da técnica de eletroforese em
gel do tipo SDS-PAGE, conforme descrita no Exemplo 8.

Para a separag¢do das proteinas periplasmaticas, o
precipitado bacteriano obtido apdés a cerntrifugag¢aéo foi

ressuspenso em aproximadamente 30 mL de uma solugdo tampio
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adequada. Na presente concretizacgao, utilizou-se uma
solucdo tampao Tris-HCl 30mM pH 8.0, a qual continha cerca
de 20% de sacarose e cerca de 1lmM de EDTA.

Dita suspensdao celular foi - mantida sob agitacgao
mecanica constante por aproximadamente 10 minutos a uma
temperatura preferencial de 23-26°C.

Apbs o periodo de agitacao da suspensao celular, dita
suspensdao foi centrifugada a <cerca de 10.000xg por
aproximadamente 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
0 precipitado bacteriano foi ressuspenso en{iuma solucgao
adequada, como por exemplo, uma solucdao de MgS0O4 5mM
gelada. A suspensdo celular foili agitada mecanicamente por
cerca de 10 minutos em gelo, de modo a permitir que as
proteinas periplasmaticas fossem transferidas para a
solucao tampdo. Apdés o periodo de agitagdo a suspensao
celular foi novamente centrifugada a 10.000xg por cerca de
10 minutos. Apds a centrifugagao, cerca de 1mL do
sobrenadante foi transferido para um tubo preferencialmente
de 1,5mL e, a seguir, foi adicionado a este tubo cerca de
100pl &cido tricloriacético (TCA) 100%. Esta dita solugac
foi agitada vigorosamente, incubada em banho de gelo por 15
minutos e posteriormente centrifugada a 14.000xg por 15
miﬁutos.

Rpés esta centrifugagdao o precipitado obtido foi
lavade com cerca de 100ul de acetona e rapidamente
centrifugedo a 14.000xg. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado seco foi ressuspenso em cerca de 100ul de uma
solucao de PBS 1X e cerca de 100ul de uma solugao tampdo de

amostra 2X. Posteriormente, a solugdo protéica foi
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aguecida a uma temperatura em cerca de 95-105°C por
aprozimadamente 5 minutos. Apds o aquecimento da dita
solucdo, esta foi congelada para posterior analise por meio
da técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE,
conforme descrita no Exemplo 8.

Para a preparacdo das proteinas citoplasmatica, o
precipitado bacteriano obtido apdés a ultima centrifugacgao
da etapa descrita acima, foli ressuspenso em aproximadamente
4mlL  de uma solugdo tampdo adequada, como por exemplo, a
solucao tampdo Tris-HC1l 20mM pH 7.5 gelada para posterior
lise das células bacterianas.

A liberacdo do material protéico citoplasmatico foi
realizada apds a lise bacteriana com lisozima. O
procedimento de lise celular ocorreu por meio da adic¢ado de
lisozima a uma concentracdo preferencial de 100pg/mL de
cultura bacteriana, a uma temperatura preferencial de 30°C
por cerca de 15 minutos. Apds a adigdo das lisozimas, para
que o procedimento de lise celular fosse completo, foi
realizada a fragmentag¢ao celular, por meio do ultra-som.

A suspensao celular em gelo foi levada ao ultra-som e
o processo de sonicacao foli preferencialmente realizado em
3 ciclos de 2 minutos com pulso constante. 0O intervalo
enfre cada um dos ciclos foi de aproximadamente 10 minutos.

Para a separagdo da fracdo soluvel da fracao
insolldvel, cerca de 1,5mL da amostra de células bacterianas
lisadas foi centrifugada a cerca de 14.000xg por
aproximadamente 10 minutos. O sobrenadante da amostra foi
transferido para um tubo de 1,5mL. Aproximadamente 100ul

deste sobrenadante fol transferido para um tubo de 1,5mL, o



gual continha cerca de 100ul de uma solucgdo tampdo de
amostra 2X. Apds a adicgdo do sobrenadante a solugdo tampao,
esta dita amostra foli aquecida a uma temperatura em ceréa
de 95-105°C por aproximadamente 5 minutos e posteriormente
congelada para andlise por meio da técnica de eletroforese
em gel do tipo SDS-PAGE conforme descrito no exemplo 8.

O precipitado formado na centrifugacdo das células
bacterianas lisadas corresponde a fracdo 1insoluavel da

amostra, denominada de corpos de inclusdo. Dito precipitado
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foi lavado vpelo menos duas vezes, com uma solugdo tampao
adequada, como por exempio, a solucgdo Tris-HCl1l 20mM pH 7.5,
onde ao final de cada lavagem a amostra foi novamente
centrifugada. Em seguida, o precipitado obtido apdés a
ultima centrifugacado feita no procedimento de lavagem.foi
ressuspenso em aproximadamente 1,5mL de uma solugdo
adequada, como por exemplo, uma solucao de SDS 1%.

Rpds o precipitado ter sido ressuspenso em solucgdo de
SDS, cerca de 100ul desta suspensédo fol transferida para um
tubo, onde a esta dita suspensdo foi adicionado cerca de
100pul de uma solugdo tampdo de amostra 2X. Posteriormente,
dita suspensdo fol aquecida a uma temperatura em cerca de
95-105°C por aproximadamente 5 minutos. Apds O aguecimento
da solugdo protéica, dita solucdo protéica foi congelada
para posterior analise por meio da técnica de eletroforese
em gel do tipo SDS-PAGE conforme descrito no exemplo 8.

As Figuras 10 e 11 mostram que as proteinas
recombinantes estdo em corpos de inclusdes insoluveis no
citoplasma da célula bacterianas. Para as Figuras 10 e 11,

tem-se que 1 - Padrado pre-corado de baixo peso molecular
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(GE Healthcare); 2 - Cultura bacteriana induzida por 4
horas; 3- Fracao periplasmatica; 4- Fracao citoplasmatica;
5 - Corpos de inclusdo.
Exemplo 10: Expressdo das proteinas recombinantes

Para a obtencdoc de proteinas recombinantes em baixa
escala foi realizado o sequinte procedimento:

Dito procedimento consistiu inicialmente da preparagdo
de um repique bacteriano denominado de pré-indculc, o qual

consistiu em .cerca de 5mL de um meio de cultura adequado,
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como por exemplo o meio LB liquido, acrescido de 50ug/mL de
antibidtico ampicilina o qual foi 1inoculado em tubos
separados com cerca de 20uL de cada uma das culturas
bacterianas, as quais continham os plasmidios
recombinantes, pOM187 ou pOM186. Ditos tubos foram
incubados a uma temperatura preferencial de 37°C por cerca
de 16 horas sob agitacdo constante (aproximadamente
150rpm) .

Apds a etapa de i1incubacdo, para compor uma nova
cultura bacteriana de modo a conter os plasmidios
recombinantes, pOM187 ou pOM186, cerca de 1lmL do preé-
inébculo crescido foi adicionado a cerca de 100mL de meio LB
liguido suplementado.

| Dita cultura, foi mantida sob agitacdo vigorosa
(aproximadamente 250rpm) a uma temperatura preferencial de
37°C e submetida a 1leitura em espectrofotdmetro conforme
descrito no exemplo 7.

Quando a D.O. desejada foi atingida, uma aliquota de
cerca de 1lmL foi retirada da cultura. Dita aliquota foi

centrifugada por cerca de 15 minutos a aproximadamente
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8.500xg e foil 1identificada como cultura ndo induzida ou
cultura controle. Os sobrenadantes das culturas bacterianas
apdés centrifugacgdao foram descartados. Os precipitados
obtidos foram congelados para posterior analise por meio da
técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE conforme
descrito no exemplo 8.

Ao restante da cultura crescida fol adicionada cerca
de 1mM de IPTG. Dita cultura foi mantida sob agitacgédo

vigaorosa (aproximadamente 250rpm) por cerca de 4 horas.
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Ao final do periodo de inducao, uma nova aliquota de
cerca de 1ImL foi retiréda da cultﬁfa. bita. aliquota foi
avaliada conforme descrito no exemplo 7. Para 1leituras
acima de 1,0, a cultura foi diluida de 2 a 10 vezes. O grau
de diluicao da amostra foil dependente do crescimento
bacteriano obtido. Apds a diluigao foil realizada uma nova
avaliacdo da D.0O. em espectrofotdmetro em um comprimento de
onda prefercencial de 550nm.

Apbs a 1leitura, dita aliquota foi centrifugada por
cerca de 15 minutos a aproximadamente 8.500xg. Os
sobrenadantes das culturas bacterianas apds centrifugacao
foram descartados. C precipitado obtido foi congelado para
posterior anadlise por meio da técnica de eletroforese em
gei SDS-PAGE, conforme descrito no exemplo 8. Esta dita
aliquota foi identificada como cultura induzida.

O volume restante da cultura induzida foi centrifugado
por cerca de 15 minutos a aproximadamente 6.500xg. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi congelado

para posterior processamento.
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Os precipitados anteriormente congelados foram
ressuspensos em uma Ssolug¢ao tampao de amostra 2X. O volume
da solucdo de tampdo de amostra, na qual os precipitados
foram ressuspensos, variou conforme a D.O. de cada aliquota
obtide durante o experimento de inducg¢d&o. Para cada 0,1 de
D.0O. foram adicionados cerca de 10ul de solucdo tampdo de
amostra 2X.

Apb6s o0s precipitados terem sido ressuspensos, as

amostras foram aquecidas ~ uma temperatura em cerca de 95 a
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105°C por aproximadamente 5 minutos. Apds o aquecimento das
amostras, ditas amostras foram centrifugadas a 8.500xg por
aprozimadamente 30 segundos.

As amostras preparadas conforme descrito acima foram
analisadas por meio da técnica de eletrofeorese em gel do
tipo SDS-PAGE, conforme descrita no exemplo 5.

A Figura 12A e a Figura 12B mostram o resultado da
inducado, obtido para as proteinas recombinartes VP6 e VP30
respectivamente. Para a dita Figura, tem-se que 1- Padrao
de peso molecular pré-corado (Bio-Rad) ; 2- Cultura

bacteriana nao induzida; 3- Cultura bacteriana induzida por

Exemplo 11: Anaélise da antigenicidade das proteinas
recombinantes expressas

Para a analise da antigenicidade das proteinas
recombinantes expressas, foil realizada uma an&lise por melo
da técnica de Western-blot. As proteinas apds terem sido
submetidas & técnica de eletroforese, foram transferidas
para membranas de nitrocelulose por meic do uso de um

sistema Transblot. Apds a transferéncia das proteinas para
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as membranas de nitrocelulose, ditas membranas foram
bloqueadas ©por cerca de 16 horas a uma temperatura
aproximada de 4°C com uma solucgdo de blogueio adequada. Na
presente concretizacdo utilizou-se como solucdo de bloqueio
uma solucdo de PBS 1X, a qual continha cerca de 0,05% (v/v)
Tween 20, 5% (p/v) leite Molico.

A seguir, cada uma das membranas de nitrocelulose foi
incubada separadamente com um dos seguintes anticorpos:

anti-h*stidina, o _gual foi produzido em camundongo,
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anticorpo anti-GST, o qual foi produzido em cabra e
anticorpo policlonal especifico (anti-rotavirus produzido
em cabra para o kit EIARA, BioManguinhos). Ditos anticorpos
foram diluidos segundo as reccmendacdes do fabricante em
solucdo tampdo de bloqueio.

Ls membranas de nitrocelulose foram incubadas com
estas solucgdes contendo os anticorpos por cerca de duas
horas com agitagdo suave a uma temperatura aproximada de
25°C.

As membranas de nitrocelulose foram lavadas pelo menos
trés vezes com uma solucdo de PBS 1X, a gqual continha cerca
de 0,05% de Tween 20. Cada uma das 1lavagens fol feita de
modo gque as ditas membranas fossem incubadas por cerca de
10.minutos com a dita solucgdo de lavagem.

Apbs a realizagcdo de pelo menos trés 1lavagens
consecutivas, fol adicionado as ditas membranas de
nitrocelulose, um anticorpo anti-camundongo ou um anticorpo
anti-cabra conjugados a fosfatase alcalina e diluidos
segundo as recomendagdes do fabricante em solugdo tampdo de

bloqueio.
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As ditas membranas foram 1incubadas com as cites
solugdes, as quals continham os anticorpos por pelo menos 1
hora a uma temperatura de aproximadamente 23 - 25°C sob
agitacao suave.

Apbs o0 periodo de incubacgdo, as membranas foram
novamente lavadas pelc menos trés vezes com uma solugido de
PBS 1X, a qual continha cerca de 0,05% de Tween 20. Cada

uma das lavagens fol feita incubando as membranes de

nitrocelulose por cerca de 10 minutos com a dita solucéo de
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lavagem.

Apbs a lavagem com a solugao de PBS 1X, as membranas
de nitrocelulose foram lavadas pelo menos uma vez CoOm uma
solucaéo tampdao 100mM Tris-HC1 pH 9, a qual continha cerca
cde 150mM NaCl e ImM CaClZ2. A revelacdao das membranas de

nizrocelulose ocorreu por meio da adigdao do substrato

e

T

N

~

3CIP (Promega) a dita solucao tampao descrita acima, de
acordo com as recomendagdes do fabricante.

Todos os Western-blot realizados para avaliacdo da
znticgenicidade das protelnas recombinantes expressas pela
cepa bacteriana B121(DE) forneceram resultados positivos
havendo reconhecimento pelos anticorpos anti-GST, anti-
histidina e anticorpo especifico anti-rotavirus.

As Figuras 13A, 13B e 13C mostram os resulfados das
avaliacgdes da antigenicidade da proteina reccmbinante VP6
de rotavirus expressa pela cepa bacteriana BlZ1(DE)
revelada com anticorpo anti-histidina, anticorpo anti-GST e
anticorpo anti-rotavirus respectivamente.

As Figuras 14A e 14B mostram o reconhecimento da

proteina recombinante VP90 de astrovirus expressa pela cepa
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bacteriana B121(DE) revelada com o anticorpo anti-histidina
2 com anticorpo anti-GST respectivamente.

Para as Figuras 13A, 13B,13C, 14A e 14B,tem-se que em 1.
Corpos de inclusado isolados; 2. Extratcs bacterianos
irduzidos; 3. Extrato bacteriano n&do induzidc; 4. Padrao de
peso molecular pré-corado (Bio-Rad).

As Figuras 15A e 15B mostram o experimento de

localizacao realizado com a cepa BL21(DE), & qual contém o
plasmidio pOM187 (rotavirus) revelada com eanticorpo anti-
histidina e com o anticorpo anti-GST respectivamente.
As Figuras 16A e 16B mostram o experimento de localizagao
realizado com a cepa BL21(DE), 2 gual contém o plasmidio
pOM186 (astrovirus) revelada com anticorpo anti-histidina e
com o anticorpo anti-GST respectivamente.

Para as Figuras 15A, 15B, 16A e 16B tem-se que 1-
Corpos de inclusdo; 2- Fragdo citoplasmatica; 3- Fracgdo
periplasmatica; 4- Cultura bacteriana induzida; 5- Cultura
bacteriana ndo induzida; 6- Cultura bacteriana sem
clasmidio induzida; 7- Padrdo de peso molec:lar pré-corado
(Bio-Rad) .

Um outro método utilizado na avaliagdo da antigenicidade
das proteinas recombinantes, foi realizadce por meio do
ensaio imunoenzimatico tipo ELISA.

Os ensaios imunoenzimé&ticos, foram realizados por meio
de “kits” comerciais. Na presente concretizagao para
avaliacdo da proteina recombinantes VP90 de astrovirus
utilizou-se o kit IDEIA (DAKO, 1Inc). Dite proteina foi

reconhecida conforme mostra a Figura 17.
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Para avaliagcdao da proteina recombinante VP6 de
rotavirus utilizou-se o kit EIARA.V Para esta proteina
recombinante VP6 de rotavirus foram realizados inUmeros
ensaios com diferentes concentra¢des da proteina, mas a
mesma ndo foi reconhecida pelo “kit” EIARA, conforme mostra
a Figura 18.

Exemplo 12: Obtencdo dos corpos de inclusao

Para a obtengdao dos corpos de inclusdo, foi utilizado
um volume de aproximadamente 100miL de cultura bacteriana
induzida. A dita cultura bacteriana induzida foi
centrifugada a 6.500xg por cerca de 20 minutos a uma
temperatura preferencial de 4°C para obtencao do
precipitado celular. Dito precipitado celular foi
ressuspenso em uma solugac tampdo Tris-HC1 20mM pH 8.0 e
posteriormente submetido zo ultra-som, sob um processo de
sonicagao no gelo conforme descrito no exemplo 9. O produto
resultante da sonicagem fol centrifugado a 7.000xg por
cerca de 15 minutoes.

Apds a centrifugacao do produto sonicado, e}
sobrenadante obtido fol descartado e o precipitado foi
lavado pelo menos 2 vezes com uma solugdo tampdo adequada,
como por exemplo, a solugao Tris-HCl1 pH 8.0, a qual
continha 4M de uréia, 0.5M de NaCl e 2% de triton X-100 de
modo que o precipitado fosse ressuspenso.

Apds a ressuspensao do precipitado, a porg¢do insoluvel
foi submetida ao ultra-som, sob um processo de sonicacdo no
gelo conforme descrito no exemplo 9. O produto resultante

da sonicagem foi centrifugado a 7.000xg por cerca de 15
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minutos, de modo qQque O©Os COrpos de inclusdo fossem
purificados.

Os corpos de inclusd&o purificados foram ressuspensos
em uma solucdo tampdo adequado, como por exemplo, uma
solucdo Tris—-HC1l pH 8.0, a qual continha 6M de hidrocloreto
de guanidina, 0.5M de NaCl e 5mM de imidazol, sob agitacgdo
constante a uma temperatura em torno de 23- 26°C por
aproximadamente 1 hora.

Apds este periodo de agitagdo uma nova centrifugacgdo
foi realizada a 7.000xg por cerca de 20 minutos a uma
temperatura preferencial de 4°C, de modo que a porgdo nao
solubilizada fosse separada. O sobrenadante obtido desta
centrifugacdo foi filtrado preferencialmente em filtro de
0,45um e armazenado a uma temperatura preferencial de 4°C.

Os corpos de inclusdo obtidos foram analisados por
meio da técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE,
conforme descrito no exemplo 8.

A Figura 19 mostra a preparagcdao dos corpos de
inclusdo, no qual diferentes solugdes tampdes sdao
utilizadas em diversas 1lavagens, de modo a minimizar o
numero de contaminantes presente na preparag¢do. Dita Figura
19 mostra que 1- Padrdo de peso molecular pré-corado (Bio-
Rad); 2- Lavagem com tampdao Tris-HCl1 20mM pH 8.0; 3-
Primeira lavagem com tampdo Tris-HC1l pH 8.0 pontendo 4M de
uréia, 0.5M de NaCl e 2% de triton X-100; 4- Segunda
lavagem com tampd&o Tris-HC1l pH 8.0 contendo 4M de uréia,
0.5M de NaCl e 2% de triton X-100.

A Figura 20 mostra que quando os corpos de 1inclusao

estdo purificados e solubilizados, ditos ccrpos de incluséao
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possuem um numero reduzido de contaminantes. Dita Figura 20
mostra que 1~ Padrao de peso molecular BenchMark
(Invitrogen); 2- Corpos de inclusdo purificados a partir da
cepa BL21(DE) contendo o plasmidio pOM187 (rotavirus)
induzida; 3- Corpos de inclusdo purificados a partir da
cepa BL21(DE) contendo o plasmidio pOM186 (astrovirus)
induzida.

Exemplo 13: Purificacdo das proteinas recombinantes por
meio da coluna de afinidades por ions metalicos

A purificacdo das proteinas recombinantes contidas nos
corpos de inclusdo scolubilizados por meio da coluna de
afinidade por ions metéalicos, ocorreu de forma gque cerca de
1,5mL da solug¢dao a gqual continha os‘ corpos de inclusao
purificados foi adicionada a uma coluna, a qual continha
aproximadamente 5mL de uma resina de Ni++ ProBond. Dito
material foi incubado por aproximadamente 1 hora a wuma
temperatura preferencial de 4°C com agitagdo constante. Ao
final do periodo de incubag¢do, o volume liquido, o qual
continha as proteinas que ndao foram capazes de se ligar a
resina foi retirado. O dito material, denominado de eluato,
foi armazenado a baixa temperatura para posterior analise
por meio da técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-
PAGE, conforme descrito no exemplo 8.

A resina que continha as proteinas recqmbinantes, foi
lavada com pelo menos duas vezes o volume de resina
utilizado na rarificagdo com uma solugdo tampdo, Tris-HC1
0,01M pH 8.0, a qual continha 8M de uréia e 0,1mM NaH2PO4.

Apb6s esta lavagem para retirada do material nao ligado

a resina, a mesma foi novamente lavada de modo que os
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contaminantes que apresentassem menor afinidade pela
resina, fossem eliminados. Para esta segunda lavagem,
utilizou-se uma solug¢ao tampdo Tris-HC1 0,01M pH 8.0, a
gqual continha 8M de uréia, 0, lmM NaH2P04 e 10mM de
imidazol. Dita segunda lavagem ocorreu, por pelo menos 5
vezes, com aproximadamente 5mL da solug¢do tampdao com
imidazol, sob constante agitacao por cerca de 10 minutos a
uma temperatura aproximada de 4°C.

Ao ,final das lavagens descritas acima, a resina foi
lavada com a solucgdc tampao Tris-HC1 0,01M pH 8.0, a qual
continha 0,1mM NaH2P04 e 10mM de imidazol, de maneira que a
uréia presente na resina fosse retirada.

Para eluicao das proteinas recombinantes 1ligadas a
resina de niquel, cerca de 1lmL de uma solugac tampao
fosfato 50mM pH 4,5 contendo 300mM de NaCl e 2M de imidazol
foi utilizado, incubando-se a coluna com este tampaoc por
cerca de 16 horas a uma temperatura aproximada de 4°C.
Foram feita entre a 3 a 4 eluigdes por processo
purificativo realizzdo, todas da mesma maneira.

0 eluato, lavados e eluidos foram estocados
preferencialmente a - 20°C para ponsterior analise por meio
da técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE,
conforme descrito no exemplo 8.

As proteinas recombinantes, as quais Aforam eluidas,
durante a purificac&o em coluna de niquel foram reunidas em
uma unica aliquota e dialisadas contra uma solucao de PBS
0,2X, por cerca de 16 horas a uma temperatura preferencial

de 4°C. Apds o término cdo periodo de dialise, as proteinas
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recombinantes purificadas foram concentradas em cerca de 3X
em sistema de vacuo.

As Figuras 21 e 22 mostram a purificacdo das proteinas
recombinantes VP6 e VP90 respectivamente, nas qguais
diferentes solucgdes tampdo foram utilizadas em diversas
lavagens, de modo a minimizar o numero de contaminantes
presentes na preparacdo. Ditas Figuras 21 e 22 mostram que
1- Padrdo de peso molecular BenchMark (Invitrogen); 2-
Corpos de inclusdo purificados; 3- Eluato; 4- Lavagem da
resina com uma solugado tampdo Tris-HC1 0,01M pH 8.0
contendo 8M de uréia e 0,1lmM NaH2P0O4; 5- Lavagem da resina
com uma solucdo tampdo Tris-HCl1l 0,01M pH 8.0 contendo 8M de
uréia, O0,1lmM NaH2P0O4 e 10mM dev imidazol; 6- Lavagem da
resina com uma solucdo tamp&o Tris-HC1 O0,01M pH 8.0,
contendo 0,1mM NaH2P0O4 e 10mM de imidazol:; 7- Resina antes
da eluicao da proteina.

A Figura 23 mostra que gquando as proteinas recombinantes
VP6 e VP90 estao purificadas e concentradas, ditas
proteinas apresentam um numero reduzido de contaminantes.
Para a Figura 23 tem-se que em 1- Padrdo de peso molecular
pré-corado (Rio-Rad); 2- Proteina recombinante VP6 de
rotavirus; 3- Proteina recombinante VP90 de astrovirus.
Exemplo 14: Quantificacao e avaliagao do grau de pureza das
proteinas recombinantes

Para uma estimativa da concentracdo protéica, uma
andlise do concentrado foi realizada por meio da técnica de
eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE, conforme descrito no
exemplo 8. Para a quantificag¢ao das proteinas recombinantes

purificadas e concentradas, o gel de poliacrilamida corado
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com cocmasie-blue foi submetido a uma densitometria, de
modo a comparar as proteinas recombinantes purificadas e
concentradas com uma curva padrdo de albumina bovina (BSA),
confcrme mostra a Figura 24. Dita figura mostra que 1-
o <de peso molecular BenchMark (Invitrogen); 2 a 8-
Curvz padrdc com BSA diluida nas concentragdes de 5ug,
10ug, 20mg, 30pg, 40pg, 50ug e 100ug respectivamente; 9-
Proteinae recombinante VP6 de rotavirus purificada; 10-
Proteina recombinante VP90 de astrovirus purificada.

A estimativa do grau de pureza dés proteinas
recombinantes purificadas a serem inoculadas em animais foil

rezi

N

ada pcr meio da técnica de eletroforese um gel do
tico SDS-PEGE, conforme descrito no exemplo 8. Neste

procedimento, uma parte do pool obtido apdés a purificacgao

<.
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1<

Q.

o

I

s proteinas, fol preferencialmente concentrada 10X

antes dz anélise. A Figura 25 mostra o resultado da

{0

estimativa do grau de pureza das proteinas recombinantes

purific

A0}

das. Dita Figura mostra que as proteinas
rez-mbinantes purificadas apresentam um numero reduzido de
contaminantes. Para Figura 25 tem-se que em 1- Padrao de
pesc molecular pré-coradoc (Bio-Rad); 2- Proteina VP6 de
rotavirus purificada e concentrada dez vezes; 3- Proteina
VP6 de rotavirus purificada e concentrada trés vezes; 4-
Proteina VPY90 de rotavirus purificada e concentrada dez
vezes; 5- Proteina VP90 de rotavirus purificada e
concentrada trés vezes.

Exemplo 15: 1Inoculacgdo das proteinas recombinantes em

anirmalis



10

20.

25

44

Para a realizacdao do procedimento de inoculacdo das
proteinas recombinantes em animais, foram selecionados
guatro coelhos Nova Zeladndia, machos, com peso variando de
3 a 3,5Kqg.

Apds a selecdo dos animais, uma primeira sangria foi
realizada por meio de um dispositivo perfurante 25x7 sem o
uso de anestesia. O soro obtido nesta sangria foi utilizado
como controle negativo.

. Aproximadamente 15 dias apds a sangrid dos animais,
cerca de 100ug de cada proteina recombinante purificada foi
inoculada em 2 coelhos (100pug de proteina/coelho) por meio
da utilizacdo de um dispositivo perfurante sem o0 uso de
anestesia. A inoculacdo foi realizada na parte interna da
pata traseira, via intramuscular.

Para ceda coelho, foram realizadas quatro inoculagdes
e uma inoculacdo de reforc¢co. As proteinas recombinantes
foram inoculadas nos animais Jjuntamente com solucgdo de
adjuvante de Freud’s. A primeira inoculagdo das proteinas
recombinantes foi realizada com o adjuvante completo de
Freud’s, enquanto que as demais inoculag¢des das proteinas
recombinantes foram realizadas juntamente com adjuvante de
Freud’'s incompleto.

O intervalo entre as inoculagdes foi de 15 a 20 dias.
Entretanto, o intervalo para a aplica¢ao da QOse de reforgo
foi preferencialmente de 1 més apds a 0ltima inoculagao.

Apds o término de cada uma das inoculagdes, foi
realizada uma sangria parcial com auxilio de um dispositivo
perfurante, como por exemplo, um escalpe tamanho 25 ou uma

agulha 25x7 sem o uso de anestesia para acompanhamento da
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resposta 1imunoldégica especifica dos animais. Na sangria
parcial foram retirados aproximadamente 5mL de sangue de
cada animal.

Uma sangrie total foi realizada apdés um més a
inoculacdo da dose de reforgo, por meio da técnica de
puncdo cardiaca com um dispositivo perfurante 40x12.
Durante a sangria total, o animal permanecia anestesiado
com cerca de 100mg/quilo de peso vivo de uma solugdo de
cloridrato de gquetamina. - -
Exemplo 16: Avaliacd@o do anticorpos policlonais produzidos

A analise dos anticorpos policlonais fol realizada por
meio da técnica de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE,
ccnforme descrito no exemplo 8. Na eletroforese foram
utilizadas Como amostra as proteinas recombinantes
vurificadas, ovara todos os anticorpos produzidos, € no caso
cdc rotavirus, também foi utilizada como amostra, a proteina
VP6 nativa purificada.

As proteines apés terem sido submetidas a técnica de
e_etroforese, Toram transferidas para membranas de
nitrocelulose por meio do uso de um sistema Transblot. Apds
& transferénciz das proteinas para as mmembranas de
nitrocelulose, ditas membranas foram bloqueadas por cerca
de 16 horas a uma temperatura aproximada de 4°C com uma
solugao de_ bloqueio adequada. Na presente' concretizacao
utilizou-se como solucdo de blogueio uma solug¢do de PBS 1X,
a gual continha cerca de 0,05% (v/v) Tween 20 e 5% (p/v)
leite Molico.

A seguir, cada uma das membranas de nitrocelulose foi

incubada separadamente com um dos seguintes anticorpos:
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anti-histidina, o qual foi produzido em camundongo, anti-
GST, o gqual foi produzido em cabra e anticorpo policlonal

ico (anti-rotavirus produzido em cabra Chemicon),

®
b=in
1y

o)

specC

1ém dos soros policlonais produzidos. Ditos anticorpos

Q)

foram previamente diluidos em tampao de bloqueio e as
membranas foram incubadas com estas solug¢gdes contendo os
anticorpos por cerca de duas horas com agitag¢do suave a uma
temperatura aproximada de 25°C.

Os soros obtidos apds bada uma das sangrias, ou seja,
fanto o0s soros pré como oOS Soros poés-imunizagdo, foram
testados preferencialmente numa diluicao de 1/1000,
independente da proteina imobilizada na membrana. Os
controles utilizados neste procedimento foram os anticorpos
especificos para as proteinas de fusao (histidina e GST) e
anticorpos policlonais especificos para rotavirus
(Chemicon, Inc), todos diluidos segundo as recomendac¢des do
fabricante.

As membranas de nitrocelulose foram lavadas pelo menos
trés vezes com uma solucdo de PBS 1X, a gual continha cerca
de 0,05% de Tween 20. Cada uma das lavagens foi feita
incubando as membranas de nitrocelulose por cerca de 10
minutos com a dita solucdao de lavagem. Depois de
completadas as trés lavagens das membranas de
nitrocelulose, foi adicionado as ditas membranas, um
anticorpo anti-camundongo, um anticorpo anti-cabra ou um
anticorpo anti-coelho. Todos os anticorpos adicionados
estavam conjugados a fosfatase alcalina e diluidos de
acordo com as recomendacdes do fabricante em uma solugao

tampdo de bloqueio. As ditas membranas foram incubadas com
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as ditas solugdes contendo os anticorpos por pelc menos 1
hora a uma temperatura de aprowrimadamente 23 - 25°C sob
agitacao suave. Apds o periodo de incubag¢ao, as membranas
foram novamente lavadas pelc menos trés vezes com uma
solugcdo de PBS 1X acima descri-a e 1incubacdo semelhante a
acima descrita.

Apds a lavagem com a solucao de PBS 1X, as membranas
de nitrocelulose foram lavadas pelo menos uma vez COom uma
solugdo tampdo 100mM Tris-#Cl pH 9,a qual continha}cerca de
150mM NaCl e 1mM CaCl2. A revelacdo das membranas de
nitrocelulose ocorreu por m=io da adigdo do substrato
NBT/BCIP (Promega) a dita solug&o tampdc descrita acima, de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

As Figuras 26, 27 e 28 apresentam o resultados da

avaliagéc <da imunogenicidade das proteinas VP6 e VPSY0
recombinantes . Ditas proteinas foram capazes de induzir a
producgao de imunoglobulinas especificas ncs coelhos

imunizados.

]

D:

IXJ

tas icuras mostram gue o0s anticorpos policlonails

-
{4

produzidos foram capazes de reconhecer as proteinas
recombinartes e 1o ceso do anti-VP6 recombinante, este
ainda reconheceu a proteina VP6 nativa purificada. Para as
Figuras 26 e 27 tem-se que em 1- Revelagcao com soro de
coelho 50 antes da inoculagdoc da proteina recombinante; 2-
Revelacdo com soro de  coelho 50 apés a inoculacdo da.
proteina recombinante; 3- Revelagao com soro de coelho 51
antes da inoculacdo da proteina recombinante; 4- Revelacgdo
com scro de coelho 51 apdés a 1inoculagdo da proteina

recombinante; 5- Revelacdo com anti-histidina (Invitrogen);
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6- Revelacdo com anti-GST (GE Health); 7- Revelagao com
anti-rotavirus (Chemicon); 8- Padrao de peso molecular
BenchMark pré-corado (Invitrogen). Para a Figura 28 tem-se
gue em 1- Revelagdo com soro de coelho 48 antes da
inoculacdo da proteina recombinante; 2- Revelagdo com soOro
de coelho 48 apds a inoculagdo da proteina recombinante; 3-
Revelacdo com soro de coelho 24 antes da inoculagao da
proteina recombinante; 4- Revelagdo com soro de coelho 24
apbs a inoculacdo da proteina recombinante; 5- Revelagao
com anti-histidina (Invitrogen); 6- Revelagao com anti-GST
(GE Health); 7- Padrdo de peso molecular BenchMark preé-
corado (Invitrogen).

Os soros contra rotavirus obtidos nas sangrias
parciais também foram testados por meio da técnica de

ELISA. Neste test

o]

apenas o0s Soros pods-imunizagao com
resultado oecsitive no Western-blot foram utilizados como
anticorpo de captura no ELISA.

A sensibilizacdo das placas fol realizada com 0Os sSOros
contra VPé recombinante preferencialmente na diluigao de
1/1000 vezes em uma solucao tampdo de carbonato de sdédio
0,016M/bicarbonato de sdédio 0,034M pH 9,6, por cerca de 16
horas a uma temperatura aproximada de 4°C.

Apbs este periodo de incubagdo, as placas foram
lavadas com uma solugdao tampdo de lavagem, como  por
exemplo, uma solucgdo de PBS 1X a qual continha cerca de
0,05% de Tween 20 e incubadas com as amostras a serem
testadas por <cerca de 90 minutos a uma temperatura

preferencial ce 37°C.
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As amostras testadas durante a técnica de ELISA foram
suspensdes fecais a 10% positivas para rotavirus, o
controle positivo do kit EITARA, a proteina recombinante
purificada e concentrada e o virus SAll purificado de
sobrenadante de cultura de célula. Como controle negativo
foi wutilizado uma suspensao fecal a 10% positiva para
adenovirus, além de um controle de conjugado. Todas as
amostras testadas foram anteriormente diluidas
preferencialmente em 1/4 vezes em solucgdoc de PBS 1X, a qual
continha 0,05% tween 20, 1% de albumina bovina (BSA) e 10mM
de EDTA (diluente da amostra). Para o controle conjugado, a
amostra fol substituida peio mesmo volume deste dito
tampao.

A suspensao fecal a 10% (v/v) de cada uma das amostras
de fezes foil preparada em uma solugao tampdo Tris-HC1 0,01M
pH 7,2 contendo 0,0015M de CaClz, homogeneizadas em
equipamento adequado, como por exemplo, urmi  vortex e
clarificadas por meio da técnica de centrifugagdo a 3000xg
por cerca de 10 minutos a uma temperatura preferencial de
4°cC.

Apds a incubacao do soro de captura com as amostras,
as placas foram layadas pelo menos uma vez com uma solugao
tampdao de lavagem e submetidas a uma reacdo com énticorpo
especifico anti—rotavirus (Chemicon, Inc) preferencialmente
diluido 1/1000 em uma solucao de PBS 1X, a qual continha
0,05% Tween 20 e 1% albumina, por cerca de 90 minutos a uma
temperatura preferencial de 37°C.

Apdés O término da incubacdo, as placas foram lavadas

pelo menos uma vez com a solucdo tampdo de 1lavagem e
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novamente submetidas a reag¢do com anticorpo anti-cabra
conjugado a peroxidase preferencialmente diluido 1/1000 em
PBS 1X contendo 0,05% Tween 20 e 1% albumina, por cerca de
80 minutos a uma temperatura preferencial de 37°C. Apss
o0 término desta incubacdo, as placas foram novamente
lavadas pelo menos uma vez com a solug¢do tampdo de lavagem
e submetidas ao procedimento de revelacdo.

O procedimento de revelacdo das reacgdes fol realizado
preferencialmente com 100pu1l de uma solugao de 4gua
oxigenada 30 volumes a uma concentracao de 0,1%(substrato)
e 100pl de uma solucao cromdégena, como por exemplo, a
Tetrametilbenzidina (TMB-cromdgeno) a uma concentracdo de
0,01%. Ambas as substancias foram diluidas em uma solucao
tampao 0,0243M de citrato-0,0514M fosfato pH 5,6. Apds a
diluicdo, as reacdes foram incubadas por <cerca de 15
minutos em camara escura. Apds o periodo de incubagdo, as
reacdes foram paralisadas com aproximadamente 25ul1 uma
solucdo de &cido sulfurico 2M.

A Figura 29 mostra o resultado da analise por ELISA
dos anticorpos policlonais anti-VP6 recormbinante. Dita
Figura mostra gque este anticorpo foi capaz de detectar a
presenca do rotavirus em algumas amostras fecais.

| As reacgdes foram avaliadas em aparelho fotométrico
equipado com filtro de 450nm. O valor de corte reacaoc foi
calculado a partir da média das D.O. do controle de
conjugado multiplicado por  dois. Foram consideradas
positivas as amostras que apresentaram D.0O. mais alta que o
valor de corte obtido.

Exemplo 17: Purificac&o das Imunoglobulinas
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A partir dos SOros pbds—-imunizacgac obtidos as
imunoglobulinas foram purificadas e posteriormente foram
acopladas com latex. Para esta purificagao foi utilizado o
kit Affi-Prep Matrix Proteina A da Bio-Rad. A purificacao
foi realizada conforme recomendagao do fabricante.

As fracgdes coletadas foram avaliadas por meio da
leitura em espetrofotdmetro (280nm) e por meio da técnica
de eletroforese em gel do tipo SDS-PAGE, conforme descrito
no exemnlo 8. As fracdes, as quais continham as
imunoglobulinas purificadas foram quantificadas por meio da
dosagem de proteina na gual se utilizou o Bicinchonic Acid
Protein Assay Kit, Sigma.

A Figura 30 mostra o resultado da purificagao das
imunoglobulinas. Dita figura mostra que as imunoglobulinas
purificadas apresentam duas bandas: uma correspondente a
cadeia leve e outra correspondente a cadeia pesada. Para a
Figura 30 tem-se que em - Padrao de peso molecular pré-
corado BioRad e as linhas 2 a 7 as imunoglobulinas
purificadas.

Assim, conforme aqui demonstrado, foi efetuada a
expressdo, purificacdo e caracterizagdo dos epitopos das
proteinas VP6 de rotavirus e VP90 de astrovirus, obtidas
através do sistema de expressdo de proteinas recombinantes
de E. coli. Também feoi aqui demonstrado o© uso para
diagnéstico conjunto das vircses causadas por esses virus.

A invencdo aqui descrita, assim como 0s aspectos
abordados devem ser considerados como uma das possiveis
concretizacdes. Deve, entiretanto ficar claro que a invengéo

nao estid limitada &a essas concretizacgcdes e, agqueles com
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habilidade na técnica irao perceber que, qualquer
caracteristica particular nela introduzida, deve ser
entendida apenas como algo que foi descrito para facilitar
a compreensdo e ndo podem ser feitas sem se afastar do
conceito inventivo descrito. As caracteristicas limitantes
do objeto da presente invencdo estdo relacionadas as

reivindicacdes que fazem parte do presente relatédrio.
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REIVINDICACOES:
1. Processo de produgao de insumos

imunobioldgicos para aplicacgao em um kit de
cgiagnobdstico de viroses gastroentéricas
caracterizado por compreender:

- desenvolver por meio de metodologias de
biologia molecular vetores plasmidiais de expressao

de proteinas em sistema E.coliy

- avaliar o nerfil protéico e o rendimento

cotido em um cultivo bacteriano em baixa escala de- -

clones transformados com ©0s vetores plasmidiais de
e pressao;

- avaliar a antigenicidade dos epitopos
erpressos;

- padronizar um método purificativo dos

opos recombinantes das proteinas VP6 e VP90

ct

i

®

KO

ara serem utilizadas como 1imundgenos em modelos

o)

animals para a produg¢gdo de anticorpos policlonais;

- caracterizar os anticorpos policlonais anti-
VPO rotavirus e anti-VP90 astrovirus produzidos a
cartir de proteinas recombinantes especificas.

2. 0Oligonucleotidios iniciadores caracterizados
por possuirem as SEQ ID. NO: 1, SEQ ID. NO: 2, SEQ

ID. NO: 3 e SEQ ID. NO: 4, conforme abaixo:
CTTCgCCATggAggTTCTgTACTCAC - SEQ ID NO:1
GTCgCgCCATCggCCgAATTAATTACTC - SEQ ID NO:2

AATCACTCCATgggAAgCTCCTATGC - SEQ ID NO:3

ose’
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GTgACAAgCTCggCCgCAgATACAgC - SEQ ID NO:4

3. Vetores de expressao plasmidial
carcaterizado por conter regides especificas para a
expressadao de proteinas ou epitopos recombinantes da
proteina VP6 de rotavirus e VP90 de astrovirus.

4., Vetores de expressdao plasmidial de acordo
com a reivindicacgdo 3, carcaterizado por as
seqiéncias clonadas corresponderem as regides alvo
da ) invencéao, a dJual corresponde - a posicao
nucleotidica de 23 a 742 (VP6) e posigéao
nucleotidica de 4145 a 5325(VPS0).

5. Kit de diagndéstico para diagnosticar viroses
gastroentéricas caracterizado por empregar anticorpos

produzidos a partir das proteinas recombinantes.
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RESUMO
“Vetores de expressao plasmidial contendo regiodes
especificas para a expressao de proteinas ou
epitopos recombinantes de rotavirus e astrovirus,
Processo de produg¢dao dos insumos para geracao de
imunobioldégicos para diagnéstico’.

A presente invengao se refere' a producgcao de
proteinas wvirais wespecificas recombinantes, para
aplicag¢dé&c na construgao de um kitv de diagnédéstico
paraz dececgzo simultéanea das duas principais
viroses gascroentéricas. Mals particularmente, as
viroses detectadas pelo dito kit s&o as causadas

pcr rotavirus e astrovirus.
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