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“POLIPEPTIDEO, CASSETE DE EXPRESSAO, VETOR DE EXPRESSAO,
CELULA HOSPEDEIRA, KIT PARA TRIAGEM IMUNOLOGICA DE HCV
E/OU DIAGNOSTICO DE HEPATITE C, COMPOSICAO, USO DE PELO
MENOS UM POLIPEPTIDEO, E, METODOS PARA PRODUZIR UM
POLIPEPTIDEO, PARA TRIAGEM IMUNOLOGICA DE HCV E PARA O
DIAGNOSTICO DE HEPATITE C”

CAMPO DA INVENCAOQ

[001] A presente invencdo refere-se ao campo da medicina diagndstica
e da biotecnologia. Mais especificamente, a presente invencdo refere-se a
polipeptideos para aplicacdo diagnostica na triagem para o virus da hepatite C.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] A Hepatite C é uma doenca viral silenciosa grave que pode
resultar em problemas de saide a longo prazo. A Organizacdo Mundial da Saude
estima que aproximadamente 170 milhdes de pessoas sdo cronicamente
infectadas pelo virus da hepatite C. Dados do Centro de Controle e Prevencao de
Doencas dos Estados Unidos revelaram que a mortalidade anual relacionada a
hepatite C em 2013 superou o total de mortes combinadas de outras 60 doengas
infecciosas, incluindo infeccdo pelo HIV, por pneumococos e tuberculose,
matando mais que qualquer outra doenca infecciosa (HEPATITIS C
MORTALITY, 2016).

[003] Devido a caracteristica silenciosa, 70 a 80% dos infectados
desconhecem seu estado soroldgico e apenas 20 a 30% podem vir a apresentar
sintomas (CHEN e MORGAN, 2006). Por isso, a Organizacdo Mundial da Saide
recomenda que todas as doacdes de sangue sejam testadas para as hepatites B e
C, além de outras doencas infecciosas. O objetivo é garantir a seguranca do
sangue a ser transfundido e evitar a transmissdo viral acidental em pessoas que
venham a receber hemoderivados.

[004] O agente etioldgico da hepatite C € um virus esférico de 55-65

nm de didmetro, envelopado, cujo genoma € uma molécula de 9,3 kilobase com
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organizacao genética de flavivirus (MELLO, 2014). A replicacdo do virus ocorre
via RNA, polaridade positiva, cadeia simples (ssRNA), linear, que contém
regides ndo traduzidas (UTRs) e que flanqueiam uma sequéncia de leitura aberta
ininterrupta que codifica uma tnica poliproteina de 3.011 aminoacidos: NH2-C-
E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5SBCOOH (LIN et al., 1994). Esta
poliproteina precursora € posteriormente clivada por proteases celulares e virais
liberando proteinas estruturais (C-E1-E2-p7) e ndo estruturais (NS2-NS3-NS4A-
NS4B-NS5A-NS5B), que incluem elementos de controles necessarios para a
traducdo e replicacdo viral.

[005] Sabe-se que proteinas ndo estruturais participam da replicacao
viral, enquanto as estruturais fazem parte da estrutura do capsideo e formam as
glicoproteinas do envelope. As proteinas estruturais sao liberadas da poliproteina
apos clivagem por proteases celulares, enquanto as ndo-estruturais sdo clivadas
por proteases virais (de VICENTE et al., 2009; CHATEL-CHAIX, et al., 2011).
Cada uma delas assume diferentes funcdes no ciclo do virus.

[006] A proteina do nucleocapsideo regula processos celulares,
contribuindo para a replicacdo e patogé€nese, além de estar envolvida na
montagem e empacotamento do genoma viral (LIN et al., 1993; LIN et al., 1994).
Esta protefna possui 191 aminoécidos e esta localizada na regido N-terminal da
poliproteina viral (McLAUCHLAN et al., 2002).

[007] As proteinas do envelope El e E2 formam heterodimeros que
representam a forma nativa do envelope de HCV. S3o altamente glicosiladas e
vulneraveis a mutacdes genéticas (ZENG et al., 2012), consequentemente,
podem alterar importantes propriedades antigénicas do virus promovendo o
escape de anticorpos neutralizantes. Também desempenham importante papel na
entrada do virus na célula (ZENG et al., 2012) e, embora o papel da regido El e
sua associacdo com os ligantes da superficie da célula ainda néo € clara, o papel
da proteina E2 estd melhor definido, atuando diretamente na ligacdo a receptores

de superficie da célula, dentre eles o CD81 (PIVER et al., 2010; FREEDMAN
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et al., 2016). O CD81 ¢é expresso na maioria das células humanas, incluindo
hepatdcitos e a unido dessa molécula com a proteina E2 do virus induz alteragdes
funcionais e pode estimular a proliferacdo de linfécitos B ndo ativados ou a

producdo de citocinas inflamatdrias (ROSA et al., 2005).
A regido que codifica para a proteina p7 (HCV-NS1) é uma glicoproteina de

envelope que pode ser encontrada nas membranas celulares de individuos
infectados. A proteina € clivada no reticulo endoplasmético em reacdo mediada
por peptideo sinal. Esta € uma regido essencial para a liberacdo de virides,

funcionando como canais i6nicos (HUANG et al., 2010).

[008] A regido ndo estrutural NS2 € uma proteina de 21-23 kDa que
Interage com outras proteinas ndo estruturais para participar da montagem da
particula viral. Trata-se de uma cistefna com atividade de protease responsavel
pela clivagem da regidao NS2/NS3 (POPESCU et al., 2011; KIM et al., 2012).
[009] A proteina NS3 possui atividade catalitica de serina-protease e
helicase que juntamente com o cofator NS4 A, participa da clivagem das regides
NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A e NS5A/5B durante o processamento (De
VICENTE et al., 2009; FREEDMAN et al., 2016).

[0010] A NS4A € necessédria para a fosforilagdo da polimerase NS5A.
H4 pouca informacdo sobre a funcdo da proteina NS4B. Sugere-se que ela
participa da formacdo de uma membrana onde ocorre a replicacdo do RNA do
HCV (KIM et al., 1996; MASSARIOL et al., 2010).

[0011] A NS5A tem importante papel na replicacdo viral, na modulacio
da sinalizacdo celular e na resposta ao interferon (YAMANAKA et al., 2002). A
regido B da proteina (NS5B) atua como uma RNA polimerase RNA dependente
e desempenha uma importante funcdo na sintese do novo RNA (PRATT et al.,
2005; OLIVEIRA, 2007; KEYVANI et al., 2012).

[0012] A replicagdo viral ripida e a falta de revisdes de erros pela RNA-
polimerase viral sdo as principais razdes pelas quais o genoma do HCV sofre

frequentes mutacdes. Isto explica o fato de o virus da hepatite C possuir
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oficialmente seis gendtipos, identificados por niimeros ardbicos (de 1 a 6) que
sdo subdivididos em mais de 50 subtipos (la, 1b, 2a, etc.). A diferenca na
sequéncia de nucleotideos entre os gendtipos 1 ao 6 pode alcancar 30 a 35%, ao
passo que os subtipos diferem em cerca de 20% (SIMMONDS et al., 1993 (b).
[0013] Os subtipos 1, 2 e 3 tém distribui¢cdo mundial, sendo o subtipo 1
o mais comum. Esse € o gen6tipo mais resistente ao tratamento e representa 60%
da infec¢do global e predomina na América do Norte e Sul, na Europa do Norte
e Europa Oriental (GUPTA et al., 2014). O gendtipo 2 representa 9,1% dos casos
de hepatite C em todo o mundo e € descrito como um dos gen6tipos com melhor
resposta para o tratamento (HANAFIAH et al., 2013). O gendtipo 3 € o segundo
mais prevalente no mundo, sendo endémico no sudeste da Asia e acometendo
30% da populacdo. O gendtipo 4 tem maior prevaléncia no Oriente Médio, onde
é responsavel por 90% dos casos de hepatite C no Egito, no norte da Africa e na
Africa central. O genétipo 5 possui maior distribui¢iio na Africa do Sul e pouco
se sabe sobre ele, que representa 0,8% da populacio mundial. O genétipo 6
corresponde a 5,4% das hepatites no sudeste da Asia e uma distribui¢do mundial
inferior ao gendtipo 5 (SHEPARD et al., 2005; HANAFIAH et al., 2013;
GUPTA et al., 2014; MESSINA et al., 2015).

[0014] A extensa heterogeneidade genética do HCV tem implicacdes
importantes na resposta imune, na clinica e no diagndstico da doenga, o que torna
um desafio o desenvolvimento de vacinas e a resposta as terapias.

[0015] Atualmente, o critério minimo estabelecido pela Organizacao
Mundial da Saidde para se certificar do diagndstico do HCV € que ele apresente
uma sensibilidade >99% para os testes rapidos e de 100% para ensaios ELISA e
que a especificidade seja de >98%.

[0016] Sado dois os principais marcadores da infeccdo para o virus da
hepatite C: o marcador soroldgico anti-HCV e a presenca do RNA do virus no
soro do individuo. Os ensaios soroldgicos possuem alta sensibilidade, mas nao

distinguem infec¢do ativa ou resolvida, podendo ser desenvolvidos para cepas
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especificas a partir de uma regido que conferem sensibilidades menores quando
utilizados em paises cujos gendtipos circulantes sejam diferentes (BRAND,
2014). Por este motivo, recomenda-se a confirmacgdo da infecc@o pelo virus por
testes suplementares ou confirmatérios de deteccido do genoma viral
(CLOHERTY et al., 2015) fazendo uso da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), de forma a permitir a identificacdo dos subtipos virais.
Contudo, devido ao alto custo, esta técnica nao € plenamente acessivel em areas
geograficamente remotas e de baixa economia.

[0017] Os primeiros imunoensaios no formato EIA/ELISA foram
desenvolvidos para a deteccdo utilizando um udnico alvo ou pela exposicdo de
apenas um epitopo. Estes ensaios apresentaram altos indices de reatividade
cruzada, baixa sensibilidade e a necessidade de repeticdes. No caso especifico
da identificacao do virus da hepatite C, o diagndstico tinha por base a regido ndo
estrutural da proteina NS4 que, mesmo apresentando sensibilidade de 40%,
permitiu o inicio da prevengdo por transmissao transfusional.

[0018] Devido as medidas preventivas e com o advento de ensaios mais
sensiveis foram introduzidos aos testes para diagndstico outras regides
antigénicas do virus, o que permitiu a classificacdo dos testes ensaios de segunda,
terceira e quarta geracdo (KAMILI et al., 2012; GUPTA et al., 2014), que
levaram do aumento da sensibilidade e a diminuicdo no nimero de casos de
transmissao por via transfusional.

[0019] Os testes em microesferas apresentam sensibilidade superior aos
testes comerciais ELISA e € capaz de analisar misturas complexas. A empresa
Luminex Corporation desenvolveu um sistema de microarranjo liquido para
analisar ensaios fluorescentes tendo as esferas como suportes solidos, sistema
esse nomeado LUMINEX. Esse sistema faz uso da tecnologia da microfluidica
e da ligacdo de moléculas alvo as microesferas onde acontece a reagdo.

[0020] Os ensaios para detec¢do de HCV disponiveis na técnica, apesar

de empregarem antigenos multiepitopos, ainda apresentam muitas desvantagens,
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como, por exemplo, o fato de serem desenvolvidos para um perfil genético de
cepas circulantes em regides especificas que podem diferir dos gendtipos que
circulam em regides geograficas onde sdo comercializados ou ndo serem
aplicados em ensaios multiplex (FONSECA et al., 2011; ARAUJOetal., 2011;
GALDINO et al., 2015 e DIPTI et al., 2006).

[0021] Adicionalmente, os ensaios ELISA para triagem da hepatite C
apresentam alta variabilidade quanto a sensibilidade quando aplicados em
paises ricos e pobres, cujos desempenhos sdo consideravelmente menores em
paises pobres (KHUROO et al.,, 2015). Além disso, os imunoensaios
apresentam altos indices de falso-negativos quando utilizados para diagnosticar
pacientes imunodeficientes ou hemodialisados. Soma-se a isto, o fato de que os
testes soroldgicos disponiveis ndo sdo capazes de diferenciar a infeccdo aguda
da infeccdo cronica (SHIVKUMAR et al., 2012). Por fim, a variabilidade
genética para o virus da hepatite C chega a apresentar 30-35% (SIMMONDS
et al., 1993) e para alguns epitopos até 49%, o que pode gerar respostas
genotipo-especificas e diminuir a sensibilidade de um ensaio.

[0022] Outros desafios relacionados aos ensaios soroldgicos para
HCYV, além do tempo de execucdo, € a presenca de uma zona cinza a partir da
qual alguns resultados ndo sao interpretdveis (SALUDES et al., 2014). No
ultimo caso, recomenda-se a repeticao do ensaio soroldgico em duplicata para
confirmar a condi¢do do paciente. Se as repeti¢cOes estiverem abaixo do limite
do ensaio, a amostra deve ser considerada negativa. Se o resultado for superior
ou igual ao ponto de corte, a amostra deve ser testada por testes confirmatorios.
[0023] Apesar da recomendacdo, os testes confirmatdrios para o
diagnostico da hepatite C nao sdo amplamente utilizados em paises pobres, por
razdes financeiras ou relacionadas a sua complexidade ou, ainda, pela falta de
laboratorios equipados e pessoal treinado (KAMILI et al., 2012; VITAL
SIGNS, 2016).

[0024] As vantagens da invencdo serdo evidentes na descricdo da
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invencdo fornecida neste documento.

SUMARIO DA INVENCAO

[0025] A presente invencdo tem por objetivo prover polipeptideos a
partir de diferentes regides do virus da hepatite C que solucionem os principais
problemas do estado da técnica listados anteriormente.

[0026] Os referidos polipeptideos apresentam alto grau de pureza e alta
capacidade de discriminagdo soroldgica para aplicacdo diagndstica na triagem
para o virus da hepatite C, com a finalidade de cobrir 100% dos pacientes
positivos, considerando a variabilidade representada pelos diferentes gendtipos
do virus.

[0027] Particularmente, foram desenvolvidos polipeptideos que podem
ser utilizados isoladamente ou em conjunto em ensaios imunodiagndsticos com
capacidade de discriminacdo muito alta para a triagem do virus da hepatite C.
[0028] Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do prové um
polipeptideo compreendendo pelo menos duas regides antigénicas do virus da
hepatite C (HCV) selecionadas a partir do grupo selecionado de regido do
nucleocapsideo (NC) e regides nao estruturais NS3, NS4 e NS5.

[0029] Em um segundo aspecto, a presente invencdo prové um
polinucleotideo que codifica o polipeptideo.

[0030] Em um terceiro aspecto, a presente invencao proveé um cassete
de expressdo compreendendo o referido polinucleotideo.

[0031] Em um quarto aspecto, a presente inveng¢ao prové um vetor de
expressao que compreende o dcido nucleico o cassete de expressao descritos
acima.

[0032] Em um quinto aspecto, a presente invenc¢ao prové uma célula
hospedeira que compreende o 4cido nucleico, vetor de expressdo ou cassete de
expressao como definidos acima.

[0033] Em um sexto aspecto, a presente inven¢ao prové um método

para produzir um polipeptideo que compreende:
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(a) transformar uma célula hospedeira com o polinucleotideo
como definido acima,

(b) cultivar dita célula para a producao do polipeptideo; e

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

[0034] Em um sétimo aspecto, a presente invencdo prové uma
composicdo que compreende um polipeptideo como definido acima ou uma
combinacdo de dois ou mais polipeptideos definidos acima.

[0035] Em um oitavo aspecto, a presente invenc¢ao prové um kit para
triagem imunologica de HCV e/ou diagndstico de hepatite C que compreende
pelo menos um polipeptideo da presente invencao.

[0036] Em um nono aspecto, a inven¢do prove o uso de pelo menos um
polipeptideo, da composicdo ou do kit descritos acima na triagem imunoldgica
de HCV e/ou diagnoéstico de hepatite C.

[0037] Em um décimo aspecto, a inven¢do prové um método para
triagem imunoldgica do HCV, que compreende as etapas de:

(a) prover um ou mais polipeptideos ou uma composicdo como
definidos acima;

(b) contatar um ou mais peptideos ou composicdo descritos
acima com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob
condi¢des suficientes para formacdo de complexos anticorpo/ antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adicao de um meio de deteccdo, capaz de gerar um sinal detectdvel na
presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

[0038] Em um décimo primeiro aspecto, a invengao prové um método
para diagndstico de hepatite C, que compreende as etapas de:

(b) prover um ou mais polipeptideos ou uma composicdo como
definidos acima;

(b) contatar um ou mais peptideos ou composicdo descritos
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acima com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob
condig¢des suficientes para formacao de complexos anticorpo/ antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adi¢ao de um meio de deteccao, capaz de gerar um sinal detectdvel na
presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[0039] A Figura 1 mostra a analise quantitativa das fracdes obtidas apos
a purificagfio dos polipeptideos em cromatégrafo AKTA; A) Gel SDS-PAGE 13
%; B) Western Blotting; M: Marcador de massa molecular. Os quadros
delimitam os polipeptideos de interesse para a presente invencao.

[0040] A Figura 2 mostra um gel de SDS-PAGE (13%) revelando em
A) o estado dos polipeptideos logo a purificacdo e em B) o estado dos
polipeptideos apds a sequéncia de descongelamentos em banho de gelo, apds
um ano. Os quadros delimitam os polipeptideos de interesse para a presente
invengao.

[0041] A Figura 3 mostra o desenho do painel completo AEQ
composto por 188 soros, dos quais 23 sdo reativos para HCV, 26 para HIV 1/2,
30 HTLV 1/2, 31 HBV, 30 Sifilis, 28 Chagas e 21 soros sdo negativos para
todos os patdgenos que compde o painel.

[0042] A Figura 4 mostra os parametros gerados através das analises
de desempenho individual dos antigenos por ensaio ELISA.

[0043] A Figura 5 mostra os parametros gerados através das analises
de desempenho dos antigenos por ensaios ELISA em combinacao.

[0044] A Figura 6 mostra os pardmetros obtidos a partir do
desempenho do Antigeno 1, identificando a melhor condi¢do de acoplamento.
[0045] A Figura 7 mostra os pardmetros obtidos a partir do
desempenho do Antigeno 2, identificando a melhor condi¢do de acoplamento.
[0046] A Figura 8 mostra os pardmetros obtidos a partir do

desempenho do Antigeno 3, identificando a melhor condi¢do de acoplamento.
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[0047] A Figura 9 mostra os pardmetros obtidos a partir do
desempenho do Antigeno 4, identificando a melhor condi¢do de acoplamento.
[0048] A Figura 10 mostra os parametros obtidos a partir do
desempenho do Antigeno 35, identificando a melhor condi¢do de acoplamento.
[0049] A Figura 11 mostra a andlise dos ensaios em combinacao
realizados no formato multiplex via sistema LUMINEX.

[0050] A Figura 12 mostra parametros graficos para avaliacdo da
capacidade individual de separacdo dos antigenos por ensaios no formato
ELISA, em que A mostra SNR (Signal to Noise Ratio) do ensaio ELISA e B
mostra a média dos sinais por ensaio ELISA, na qual os sinais “Pos” = a média
dos soros positivos e “Neg” = a média dos soros negativos.

[0051] A Figura 13 mostra os parametros graficos para avaliacdo da
capacidade individual de separacdo dos antigenos por ensaios no formato
LUMINEX singlepex, em que A mostra o SNR (Signal to Noise Ratio) do
ensaio LUMINEX e B mostra média dos sinais obtidos, na qual os “Sinais Pos”
= a média dos soros positivos e “Sinais Neg” = a média dos soros negativos.
[0052] A Figura 14 mostra parametros graficos para avaliacdo da
capacidade de separacdo de combinacdes dos antigenos por ensaios no formato
ELISA combinado, em que A mostra SNR do ensaio ELISA e B mostra média
dos sinais das combinacdes de antigenos, na qual os sinais “Sinais +” = a média
dos soros positivos e “Sinais -” = a média dos soros negativos.

[0053] A Figura 15 mostra parametros graficos para avaliacdo da
capacidade de separacdo de combinacdes dos antigenos por ensaios no formato
LUMINEX multiplex, em que A mostra SNR (Signal to Noise Ratio) das
combinacdes no ensaio LUMINEX e B mostra média dos sinais obtidos para
as combinacdes no LUMINEX, na qual os sinais “Positivos” = a média dos
soros positivos e “Negativos” = a média dos soros negativos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0054] A ndo ser que sejam definidos de maneira diferente, todos os
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termos técnicos e cientificos aqui utilizados t€m o mesmo significado entendido
por um técnico no assunto ao qual a inven¢ao pertence. A terminologia utilizada
na descricido da invencdo tem finalidade de descrever concretizagcdes
particulares somente, € ndo tem a intencdo de limitar o escopo dos
ensinamentos. A nao ser que seja indicado de forma diferente, todos os nimeros
expressando quantidades, porcentagens e propor¢des, € outros valores
numéricos usados no relatério descritivo e nas reivindicagdes, devem ser
entendidos como sendo modificados, em todos os casos, pelo termo “cerca de”.
Assim, a ndo ser que seja indicado o contririo, os parametros numéricos
mostrados no relatério descritivo e nas reivindicagOes sdo aproximacgdes que
podem variar, dependendo das propriedades a serem obtidas.

[0055] A prética da presente inveng¢do 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¢do, 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¢do atual);
Sambrook, e cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2% Edi¢do, 1989);
Methods In Enzymology (S. Colowick e N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.).
[0056] Os presentes inventores solucionaram o problema do estado da
técnica provendo polipeptideos construidos a partir de diferentes regides do
virus da hepatite C, de diferentes gendtipos, com alto grau de pureza e alta
capacidade de discriminagao sorolégica. As andlises revelaram que os antigenos
da inven¢do, usados em ensaios de triagem imunoldgica, apresentaram maior
desempenho e melhor capacidade de separacdo entre os soros positivos e

negativos, além de ndo ter sido detectada qualquer reacdo cruzada quando
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expostos a amostras positivas para outras doengas infecciosas.

[0057] Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do prové um
polipeptideo compreendendo pelo menos duas regides antigénicas do HCV
selecionadas a partir do grupo selecionado de regido do nucleocapsideo (NC) e
regides ndo estruturais NS3, NS4 e NS5.

[0058] As referidas regides antigénicas do HCV sdo conhecidas e
apresentam variabilidade no desempenho, o que é amplamente discutido na arte
relacionada ao diagndstico da hepatite C. Com base no estado da técnica,
principalmente no que se refere a variabilidade do HCV, foram definidas
sequéncias de regides antigénica do virus para os compor desenhos dos
polipeptideos da presente invengao.

[0059] Atentando-se para a baixa identidade entre epitopos e
considerando a variabilidade entre os gendtipos existentes, 0s inventores
desenvolveram polipeptideos especificos com a possibilidade de utiliza-los
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.

[0060] Dessa forma, os inventores desenvolveram polipeptideos
multiepitopo obtidos pela juncdo de regides estruturais e ndo estruturais do HCV.
[0061] Inicialmente, foram desenvolvidos 14 clones (nomeadas por
codigos numéricos de 4.1 a 4.14, conforme identificado nas figuras), os quais
continham diferentes combinacdes entre a regido imunogénica da proteina
estrutural do nucleocapsideo e as regides nao estruturais NS3, NS4 e NS5 para
os genotipos 1 ao 6. A Tabela 1 abaixo identifica as constru¢des correspondentes

para cada um dos 14 clones.

Tabela 1: identificacdo dos 14 clones construidos, com as regides incluidas em
cada um e seus respectivos genotipos.

CLONE CONSTRUCAO GENOTIPO
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4.1 NS3 Ib
4.2 NC Ib
4.3 NS4 Ib
4.4 NS4 Ib
4.5 NC /NS4 /NS5 Ib
4.6 NC /NS4 /NS5 2a
4.7 NC /NS4 /NS5 3a
4.8 NC /NS4 /NS5 4
4.9 NC /NS4 /NS5 5
4.10 NC /NS4 /NS5 6
4.11 NC /NS4 Ib
4.12 NS3 /NS5 Ib
4.13 NS3 /NS4 Ib
4.14 NC /NS5 Ib
[0062] ApOs testes de expressdo e purificacdo, os clones 4.2, 4.3, 4.4,

4.6 e 4.10 foram descartados, tendo em vista os resultados negativos obtidos com
0s mesmos (resultados nao mostrados).

[0063] Os nove clones expressos e purificados com sucesso (clones 4.1,
45, 4.7, 4.8, 49, 4,11, 4.12, 4.13 e 4.14) foram testados em imunoensaios,
evidenciando que todos os antigenos purificados possuem eficiéncia compativel
com as caracteristicas desejadas para a aplicacdo diagndstica na triagem da
hepatite C.

[0064] Dentre os clones desenvolvidos pelos inventores, o uso
combinado de cinco deles apresentou melhor resultado em ensaios de
combinacdo, quais sejam, os clones 4.7, 4.11, 4.12, 4.13 e 4.14. Esses clones
apresentam os gendtipos 1b e 3a, os quais sdo os mais prevalentes no Brasil, e
foram construidos tendo como sequéncias de referéncia as sequéncias da

poliproteina de HCV ID #ACHS53426.1 e #ACZ60118.1, respectivamente.
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[0065] No contexto da presente invencdo, os polipeptideos 4.7, 4.11,
4.12,4.13 e 4.14 serdo também referidos como antigenos 1 a 5, respectivamente:
Antigeno 1: SEQ ID NO: 1
Sequéncia de Referéncia (SR): ID #ACZ60118.1
Regido NC-3a: aminoacidos 1-119 da SR
Regido NS4-3a: aminodcidos  1691-1731/1789-
1867/1922-1940 da SR
Regido NS5-3a: aminodcidos 2216-2319 da SR
Antigeno 2: SEQ ID NO: 3
Sequéncia de Referéncia (SR): ID #ACH53426.1
Regido NC-1b: aminoacidos 2-119 da SR
Regido NS4-1b: aminoacidos 1691-1731/1789-
1867/1922-1940 da SR
Antigeno 3: SEQ ID NO: 5
Sequéncia de Referéncia (SR): ID #ACH53426.1
Regido NS3-1b: aminoécidos 1192-1459 da SR
Regido NS5-1b: aminoacidos 2212-2313 da SR
Antigeno 4: SEQ ID NO: 7
Sequéncia de Referéncia (SR): ID #ACH53426.1
Regido NS3-1b: aminoécidos 1192-1459 da SR
Regido NS4-1b: aminoacidos 1691-1731/1789-
1867/1922-1940 da SR
Antigeno 5: SEQ ID NO: 9
Sequéncia de Referéncia (SR): ID #ACH53426.1
Regido NC-1b: aminoacidos 1-190 da SR
Regido NS5-1b: aminoacidos 2212-2313 da SR

[0066] Em um aspecto preferencial, os polipeptideos sdo pelo menos
90%, 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
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menos 99% 1dénticos as sequéncias de aminodcidos das SEQ ID NOs: 1, 3, 5,
7 e 9, em que um ou mais aminodcidos sdo opcionalmente substituidos,
adicionados ou deletados em relagdo a sequéncia das SEQID NOs: 1,3,5,7 e
9.

[0067] Em um aspecto ainda mais preferencial, os polipeptideos
consistem nas sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs: 1,3,5,7¢e9.
[0068] Os polipeptideos da presente invengcdo apresentaram
reprodutibilidade quanto a sensibilidade e especificidade. Isto sugere que as
proteinas desenvolvidas podem se manter estiveis por longos periodos,
mantendo sua capacidade reativa. E possivel que a composi¢io do tampao de
estoque pode ter favorecido sua estabilidade, o uso de inibidores de proteases,
a presenca de agente desnaturante no tampdo ou, at€é mesmo, devido a
sequéncia de aminodcidos das mesmas. Proteinas estdveis sdo consideradas
quando existe interesse de aplicacdo diagnostica.

[0069] 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 &cidos nucleicos consistindo de trés
nucleotideos, conhecidos como cddons ou terno de bases. Cada aminoacido €
codificado por pelo menos um cdédon. O fato do mesmo aminoécido ser
codificado por diferentes codons é conhecido como “degeneracdo do cédigo
genético”. O termo “aminodcido”, como usado no presente pedido, denota os
a-aminodcidos que ocorrem naturalmente, compreendendo alanina, arginina,
asparagina, 4cido aspartico, cisteina, glutamina, 4cido glutdmico, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina e valina.

[0070] Os termos “peptideo”, “polipeptideo” ou “proteina” podem ser
utilizados 1intercambiavelmente, e fazem referéncia a um polimero de

aminodcidos conectado por ligagdes peptidicas, independentemente do niimero



WO 2020/082145 PCT/BR2019/050454
16

de residuos de aminoéacido 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 modificacdes, por exemplo,
substituicdo, delecdo, adicdo ou modificacdes quimicas em sua sequéncia de
aminoidcido em relacdo ao polipeptideo de referéncia. Exemplos de
modificacdes quimicas sao glicosilacdo, PEGlacdo, PEG alquilagdo,
alquilacdo, fosforilacdo, acetilagdo, amidacdo, 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 reacdo
de sintese quimica conhecida.

[0071] Mais especificamente, o termo polipeptideo da presente
inven¢ao pode também ser entendido como antigeno, poliantigeno ou antigeno
multiepitopo, que consistem em uma juncdo de epitopos diferentes que podem
ou ndo estar interligados por ligantes (linkers) flexiveis ou rigidos, especificos
para um Unico patdgeno ou para patdgenos diferentes.

[0072] O termo “identidade” € definido como o grau de igualdade entre
sequéncias de DNA ou de aminodcidos quando comparados nucleotideo por
nucleotideo ou aminoéacido por aminodcido com uma sequéncia de referéncia.
[0073] 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 pardmetros de comparacao.
Este alinhamento pode compreender espacos (gaps), gerando intervalos quando
comparadas a sequéncia de referéncia, que facilitam uma comparacao adequada
das mesmas. De maneira geral, o cdlculo da porcentagem de identidade
considera o nimero de posicdes onde o mesmo nucleotideo ou aminoéacido
ocorre nas sequéncias comparadas a sequéncia referéncia, sendo realizado
através de diversos algoritmos de comparacdo de sequéncias e programas
conhecidos no estado da arte. Tais algoritmos e programas incluem, mas ndo

sdo limitados a, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA, CLUSTALW,
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FASTDB.

[0074] O polipeptideo compreendendo os fragmentos antig€nicos da
presente invencdo podem ser obtidos de forma recombinante ou sintética. Em
uma modalidade particular, os polipeptideos da presente invencdo sao obtidos
por meio de um sistema de expressdo, o qual permite a obtencdo dos
polipeptideos da presente invencao.

[0075] Por sistema de expressdo, entende-se um sistema
compreendendo as sequéncias nucleotidicas, as quais sdo capazes de codificar
polipeptideos.

[0076] Em um segundo aspecto, a presente invencdo prove
polinucleotideos compreendendo sequéncias nucleotidicas que codificam os
polipeptideos aqui descritos.

[0077] Os polinucleotideos de acordo com a invencdo sao
representados, de forma nao limitativa, pelas SEQ ID NOs: 2,4, 6,8 e 10 e
suas degeneracdes, ou sequéncias com pelo menos 90% de identidade com as
SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8 e 10. Os polinucleotideos das SEQ ID NOs: 2,4, 6,8 e
10 codificam os polipeptideos representados pelas SEQ ID NO: 1, 3, 5,7 e 9,
respectivamente.

[0078] As sequéncias polinucleotidicas foram construidas para
insercao de um poly-linker no inicio das sequéncias (traduzido como Met Ala
Gly Ser nas SEQ ID Nos. 1, 3, 5, 7 e 9), sitios de clonagem (enzimas NCO 1,
BAM HI, ECO RI, cédon de termina¢do e Hind III). A traducdo dos
aminodcidos correspondentes aos codons localizados a jusante do(s) codon(s)
de terminagdo ndo estdo mostrados nas SEQ ID NOs. 1, 3,5,7 e 9.

[0079] O termo “sequéncia de nucleotideos degenerada” denota uma
sequéncia de nucleotideos que inclui um ou mais codons degenerados quando
comparada com uma molécula de &cido nucleico de referéncia que codifica um
dado polipeptideo. Cdodons degenerados contém diferentes tripletes de

nucleotideos, mas codificam o mesmo residuo de aminoacido (p.ex., GAU e
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GAC ambos codificam Asp).

[0080] Um técnico no assunto reconheceria que as degeneracdes sao
integralmente suportadas com base nas informagdes fornecidas no pedido e no
conhecimento comum do estado da técnica. Por exemplo, a degeneracdo do
codigo genético (isto €, diferentes coddons podendo codificar os mesmos
aminodcidos) € um conhecimento comum na técnica e a identidade do
aminodcido codificado por cada c6don é bem estabelecida.

[0081] Com base nas informac¢des bem conhecidas e estabelecidas no
estado da técnica, o técnico no assunto € capaz de identificar as substituicdes
de nucleotideos que ndo alteram a sequéncia de aminoécidos 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
identificaré facilmente as degeneracdes que codificam a mesma proteina, com
a mesma sequéncia de aminodcidos.

[0082] O uso dos codons preferidos pode ser adaptado de acordo com
a célula hospedeira na qual o 4cido nucleico deve ser transcrito. Estas etapas
podem ser realizadas de acordo com métodos bem conhecidos do versado na
técnica e dos quais alguns sdo descritos no manual de referéncia Sambrook et
al. (Sambrook et al, 2001).

[0083] Neste sentido, diferentes espécies podem exibir um “cddon
usage” preferencial. Vide Grantham et al., Nuc. Acids Res. 8:1893 (1980), Haas
et al.Curr. Biol. 6:315 (1996), Wain-Hobson et al., Gene 13:355 (1981),
Grosjean and Fiers, Gene 18:199 (1982), Holm, Nuc. Acids Res. 14:3075
(1986), Ikemura, J. Mol. Biol. 158:573 (1982), Sharp and Matassi, Curr. Opin.
Genet. Dev. 4:851 (1994), Kane, Curr. Opin. Biotechnol. 6:494 (1995), and
Makrides, Microbiol. Rev. 60:512 (1996). Como usado aqui, o termo “cdédon
usage preferencial”, ou “cddons preferenciais” € um termo usado na arte
referindo-se a c6dons que sdo mais frequentemente utilizados em células de

certas espécies. Cddons preferenciais para uma espécie em particular podem
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ser introduzidos nos polinucleotideos da presente invencdo por uma variedade
de métodos conhecidos na arte. A introdu¢do de sequéncias de cdodons
preferenciais em um DNA recombinante pode, por exemplo, aumentar a
producdo do polipeptideo ao tornar a tradu¢do mais eficiente em um
determinado tipo de célula. Assim, as sequéncias de polinucleotideo da
invencdo podem ser otimizadas para diferentes espécies.

[0084] Em um aspecto preferencial, os 4cidos nucleicos da presente
invencdo tiveram os codons otimizados.

[0085] Em um aspecto ainda mais preferencial, os dcidos nucleicos da
presente invencdo tiveram os codons otimizados para substitui¢do dos cédons
raros, distribui¢ao de conteiido GC e remocdo de sequéncias repetitivas visando
a transcricdo e estabilidade e traducdo do mRNA, para obtencdo de altos niveis
de expressao em sistema procarioto.

[0086] Em um aspecto particular, os acidos nucleicos da inven¢do sao
otimizados para uso de cédon para Escherichia coli. Em uma modalidade
preferida, as sequéncias de nucleotideos sdo otimizadas para substituicdo de
codons raros.

[0087] Em um terceiro aspecto, a presente invengdo prové um cassete
de expressdo compreendendo o 4cido nucleico de acordo com a invencdo. O
referido cassete € colocado em condi¢bes que conduzam a expressdo dos
polipeptideos da presente invencao.

[0088] O cassete de expressdao pode compreender, ainda, sequéncias
necessarias a sua expressao, tais como, promotores, sequéncias intensificadoras
e terminadoras compativeis com o sistema de expressdo. Ademais, o cassete de
expressao pode compreender sequéncias espagadoras, sequéncias ligadoras e
sitios de restricao adequados. Além disso, o cassete pode compreender, ainda,
uma sequéncia codificante para cauda de histidina.

[0089] Em um quarto aspecto, a presente invengao prové um vetor de

expressao compreendendo um &cido nucleico ou um cassete de expressdo de
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acordo com a invencdo. Este vetor de expressdo pode ser utilizado para
transformar uma célula hospedeira e permitir a expressdo do acido nucleico de
acordo com a invencdo na referida célula.

[0090] Com vantagem, o vetor de expressdao compreende elementos
reguladores que permitem a expressdo do 4cido nucleico e elementos que
permitem a sua selecdo na célula hospedeira de acordo com a invencdo. Os
métodos para selecionar estes elementos em funcdo da célula hospedeira na
qual a expressdo € desejada, sdo bem conhecidos do versado na técnica e
amplamente descritos na literatura.

[0091] 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.

[0092] Em um quinto aspecto, a presente invenc¢ao prové uma célula
hospedeira transformada/transfectada de maneira transitoria ou estavel com o
acido nucleico, o cassete ou o vetor da inven¢do. O 4cido nucleico, o cassete
ou o vetor pode estar contido na célula sob a forma de epissoma ou sob forma
cromossdmica.

[0093] A célula hospedeira pode ser uma célula de bactéria, levedura,
fungos filamentosos, protozodarios, insetos, células animais e vegetais.

[0094] Em um aspecto especifico, a célula hospedeira € uma célula
bacteriana, preferivelmente uma célula de Escherichia coli.

[0095] Em um sexto aspecto, a presente inven¢do prové método para
produzir o polipeptideo de acordo com a invengdo, compreendendo a insercdo
de um 4cido nucleico, um cassete ou um vetor de expressao de acordo com a
inven¢do em um sistema de expressdo in vivo e a coleta do polipeptideo
produzido pelo referido sistema. Numerosos sistemas de expressdo in vivo,
compreendendo o uso de células hospedeiras adequadas, estdo disponiveis no

comércio e a utilizacdo destes sistemas € bem conhecida do versado na técnica.
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[0096] 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 expressdao de virus (por exemplo,
baculovirus); sistemas de células de plantas transformados com vetores de
expressao 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 expressao bacterianos (por exemplo, plasmideos Ti
ou pBR322); ou sistemas de cé€lulas animais. Também € possivel empregar
sistemas de traducdo isentos de células para produzir os polipeptideos da
invengao.

[0097] A introducdo do 4cido nucleico, cassete de expressdo ou o vetor
que codifica uma proteina recombinante ou sintética da presente inven¢ao em
células hospedeiras pode ser realizada por meio de métodos descritos em
muitos manuais de laboratério padrao, como Davis et al., Basic Methods in
Molecular Biology (1986) e Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor, NY (1989).

[0098] A célula hospedeira transformada ou transfectada descrita
acima € depois cultivada em um meio nutriente adequado sob condigdes
conducentes que permitam a expressdo das protefnas recombinantes da
inven¢do. 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
estao disponiveis a partir de fornecedores comerciais ou podem ser preparados
de acordo com receitas publicadas (por exemplo, nos catdlogos da American
Type Culture Collection). As proteinas da inven¢ao produzidos pelas células
podem ser depois recuperados da célula ou do meio de cultura por

procedimentos convencionais incluindo separar as células hospedeiras do meio
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pela centrifugacdo ou filtragdo, precipitando os componentes aquosos de
proteina do sobrenadante ou filtrado por meio de um sal, por exemplo, sulfato
de amonio, purificacdo por uma variedade de procedimentos cromatograficos,
por exemplo cromatografia por troca i0Onica, cromatografia por exclusdo,
cromatografia de interacdo hidrofébica, cromatografia por filtracio em gel,
cromatografia por afinidade ou similares, dependente do tipo de polipeptideo
em questio.

[0099] O polipeptideo recombinante obtido €, entdo, purificado e
caracterizado bioquimicamente, utilizando-se, por exemplo, métodos comuns
ao campo da bioquimica, como HPLC, SDS-PAGE, Western Blotting,
focalizacdo isoelétrica com gradiente de pH, dicroismo circular. Por meio
desses métodos, € possivel determinar caracteristicas como, por exemplo, o
rendimento da expressdo do polipeptideo recombinante; a determinacdo das
caracteristicas das estruturas secunddrias, além de outras caracteristicas cuja
determinacdo € importante para o desenvolvimento de uma composi¢do para
uso como reagente para diagnostico da Hepatite C.

[00100] 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 muiltiplo de clonagem de um vetor
de expressdo, possibilitando a sua tradu¢do concomitante e adjacente a
sequéncia do polipeptideo recombinante clonada. Assim, a etiqueta é expressa
fusionada ao polipeptideo 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 (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,
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dominios ligantes a metais e sitios de ligacdo para anticorpos secundarios.
[00101] Os polipeptideos também podem ser obtidos sinteticamente
usando métodos conhecidos na arte. Sintese direta dos polipeptideos da
invencdo pode ser realizada usando sintese em fase solida, sintese em solucao
ou outros meios convencionais, utilizando geralmente grupos de protecao do a-
aminogrupo, da a-carboxila e/ou dos grupos funcionais das cadeias laterais dos
aminodcidos. Por exemplo, na sintese em fase soOlida, um residuo de
aminodcido adequadamente protegido € ligado através do seu grupo carboxila
a um suporte polimérico insolivel, tais como uma resina reticulada de
poliestireno ou poliamida. Métodos de sintese em fase sélida incluem tanto
métodos BOC e FMOC, que utilizam tert-butiloxicarbonil, e 9-
fluorenilmetiloxicarbonila como grupos protetores a-amino, respectivamente,
ambos bem conhecidos pelos técnicos no assunto (Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
John Wiley and Sons, New York, 1995).

[00102] Os seguintes grupos protetores podem ser exemplos utilizados
para a sintese dos polipeptideos da invencdo: 9-fluorenilmetiloxicarboil
(Fmoc), tert-butiloxicarbonil (Boc), carbobenziloxi (Cbz), 2-cloro-3-
indenilmetoxicarbonil (Climoc), benz(f)indeno-3-il-metéxicarbonil (Bimoc),
1,1-dioxobenzo[b]tiofeno-2-il-metoxicarbonil (Bsmoc), 2,2,2-
tricloroetéxicarbonil (Troc), 2-(trimetilsilil)etoxicarbonil (Teoc),
homobenziloxicarbonil (hZ), 1,1-dimetil-2,2,2-tricloroetéxicarbonil (TCBoc),
1-metil-1 (4-bifenil)etoxicarbonil (Bpoc), 1-(3,5-di-t-butilfenil)-1-
metiletoxicarbonil (t-Bumeoc), 2-(2’- or 4’-piridil)etoxicarbonil (Pyoc),
viniloxicarbonil (Voc),1-isopropilaliloxicarbonil  (Ipaoc), 3-(piridil)alil-
oxicarbonil (Paloc), p-metoxibenziloxicarbonil (Moz), p-nitrocarbamato
(PNZ), 4-azidobenzyloxycarbonyl (AZBZ), Benzil (Bn) MeO, BnO,

Metoximetil (Mom), metiltiometil (MTM), {fenildimetilsililmetoximetil
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(SMOM), t-butildimetilsilil (TBDMS), benziloximetil (BOM), p-
metoxibenziloximetil (PMBM), nitrobenziloximetil (NBOM), p-anisiloxymetil
(p-AOM), pBuOCH20-, 4-penteniloximetil (POM), 2-metoxietéximetil
(MEM), 2-(trimetilsilil)etoximetil (SEM), mentoximetil (MM),
tetrahidropiranil (THP), -OCOCOph, Acetil, CICH2CO2-, -CO2CH2CCI3, 2-
(Trimetilsilil)etil (TMSE), 2(p-toluenosulfonil)etil (Tse). (Greene T.W. Wuts
P.G.M., Protective groups in organic synthesis, 3rd ed., John Wiley & Sons,
INC, Nova York, EUA, 1999).
[00103] ApOs areacdo quimica, os polipeptideos podem ser separados e
purificados por um método de purificacdo conhecido. Um exemplo de tais
métodos de purificacdo pode incluir uma combinacdo de extracao por solvente,
destilacdo, cromatografia por coluna, cromatografia liquida, recristalizagdo e
similares.
[00104] Em uma concretizacdo preferida, o método para produzir o
polipeptideo da presente inven¢do compreende as etapas de:

(a) transformar uma célula hospedeira um polinucleotideo da
presente invengao para obter uma célula hospedeira transformada;

(b) cultivar a célula hospedeira transformada para a producido
do polipeptideo;

(c) 1solar o polipeptideo da presente invencdo da célula ou do
meio de cultura circundando dita célula.
[00105] Em uma modalidade, o polinucleotideo da etapa (a) codifica o
polipeptideo compreendendo pelo menos 90% de identidade com qualquer uma
das SEQID NOs: 1, 3,5,7¢e9.
[00106] Em outra modalidade, o polinucleotideo da etapa (a)
compreende a sequéncia de 4cidos nucleicos de qualquer uma das SEQ ID NO:
2,4, 6,8 e 10 e suas degeneracgdes.
[00107] Em uma modalidade, a transformacao da célula hospedeira com

o polinucleotideo da presente invengao é realizada por meio de um vetor de



WO 2020/082145 PCT/BR2019/050454
25

expressdo. Em uma modalidade especifica, o vetor é pET28a e a célula
hospedeira transformada € E. coli.

[00108] As condi¢Oes de cultivo da célula hospedeira referido na etapa
(b) sdo de conhecimento de um técnico no assunto. Em uma concretizacao, o
cultivo € feito em meio LB na presenca de um antibidtico, sob agitacdo. Em
uma modalidade especifica, o antibidtico é canamicina. O cultivo pode ser
realizado a diferentes temperaturas durante diferentes periodos de tempo. Em
uma modalidade especifica, o cultivo pode ser feito por cerca de 4 a cerca de
16 horas, a uma temperatura de cerca de 16°C a cerca de 37°C. Em uma
concretizacdo preferida, o cultivo € feito a 37°C por 16 horas, sob agitacdo.
[00109] A producido do polipeptideo referida na etapa (b) pode ser
realizada com qualquer técnica conhecida no estado da técnica. Em uma
concretizagdo, a inducdo da expressao dos polinucleotideo da invencgao € feita
por meio de adicdo de IPTG ao meio de cultura, apds obtengdo de densidade
Optica adequada.

[00110] Em uma etapa opcional, € realizada a solubilizacdo de corpos
de inclusdo antes do isolamento do polipeptideo da etapa (c). A solubiliza¢do
pode ser realizada com qualquer agente caotropico conhecido no estado da
técnica, sendo exemplos ndo limitativos a ureia e a guanidina. Em uma
concretizagdo, a solubilizacdo é realizada com tampao contendo guanidina.
[00111] O isolamento do polipeptideo referido na etapa (c) pode ser
realizado com qualquer técnica conhecida no estado da técnica. Em uma
concretizacdo, a purificacdo € feita por técnicas de cromatografia. Em uma
modalidade especifica, a purificacdo é realizada por cromatografia de
afinidade. Exemplos nao limitativos incluem o método de afinidade a resina de
niquel, troca i6nica, outros métodos por afinidade ou adsorc¢do, par idnico, fase
reversa e exclusao molecular.

[00112] Os sistemas de expressdo e purificacdo desenvolvidos nesta

invencao permitiram a obtencdo abundante dos antigenos citados por meio de
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apenas uma etapa cromatogrifica (cromatografia por afinidade). Esta
caracteristica foi especialmente relevante no que se refere a qualidade dos
imunoensaios, pois anticorpos anti-E. coli estdo presentes no soro humano,
todavia, podem interagir com proteinas de E. coli que, porventura, tenham sido
purificadas juntamente, com os antigenos desenvolvidos no trabalho, gerando
resultados falso-positivos.

[00113] Além disso, essas protefnas contaminantes podem competir
com os antigenos de interesse pelos sitios de ligacdo nas fases solidas dos
imunoensaios (microesferas), o que pode acarretar a perda de desempenho do
ensaio. Altos niveis de pureza sdo também importantes para a estabilidade dos
antigenos, pois entre os contaminantes de E. coli existem muitas enzimas
proteoliticas que causam a degradacdo dos antigenos expressos. Os resultados
apresentados para os ensaios revelam a caracteristica de pureza para os
antigenos purificados.

[00114] Ao comparar os rendimentos obtidos na presente invencdo com
os rendimentos de referéncias do estado da técnica para a obtengao de proteinas
para o virus da hepatite C, pode-se afirmar que os rendimentos obtidos para
purifica¢do das proteinas desenvolvidas podem ser considerados altos. O estado
da técnica aponta para rendimentos inferiores para a maior parte das proteinas
desenvolvidas para o diagnéstico da hepatite C. Deste modo, pode-se afirmar
que os polipeptideos desenvolvidas nesta inven¢ao, expressas em Escherichia
coli, apresentaram rendimentos entre 8 a 25 mg por litro de cultura que se
apresentaram com 95% de pureza utilizando apenas um passo cromatogréfico,
o que € vantajoso e considerado satisfatorio tendo como objetivo uma produgdo
em larga escala para aplicacdo diagndstica.

[00115] Em um sétimo aspecto, a inven¢gdo prové uma composi¢ao,

compreendendo um, dois, trés, quatro ou cinco dos polipeptideos da invencao.



WO 2020/082145 PCT/BR2019/050454
27

[00116] Em um aspecto particular, a composi¢do € utilizada como
reagente para métodos para triagem imunolégica de HCV e diagndstico de
hepatite C.

[00117] Adicionalmente, sdo providas composi¢coes estabilizadas dos
antigenos da presente invencdo. As composicdes estabilizadas resultam na
auséncia de agregados proteicos, o que garante a ndo interferéncia na interacdo
antigeno-anticorpo, relacionada a agregacdo, nos imunoensaios da presente
invengao.

[00118] Em um aspecto particular da presente invengao, sdo providas
formulacoes de tampdes de armazenamento para estabilizacdo dos antigenos da
inven¢do. Os componentes dos tampdes utilizados na presente invencdo sao
conhecidos na arte. Em uma modalidade especifica, o tampao de
armazenamento compreende ureia. Em uma concretizacao preferida, o tampao
de armazenamento compreende ureia 4M.

[00119] A Luminex Corporation recomenda testar diferentes
concentragdes das proteinas de interesse em diferentes tampdes quando se
deseja otimizar uma reagdo através da plataforma de microfluidica e observar
a sua funcionalidade. Dentre eles, o tampao de armazenamento das proteinas
contendo 4M de ureia, que foi o tampdo que se revelou mais adequado para o
acoplamento, por evitar a precipitacdo ou a formacgdo de agregados entre as
microesferas acopladas. Assim, desenvolver proteinas para o HCV para uso em
imunodiagnostico que se mantenham estdveis em tampao contendo até 4M de
ureia também foi um resultado atrativo para a presente invencdo, pois sendo a
ureia considerada possivel interferente em testes para diagndsticos quando
utilizada em altas concentracdes, observou-se que baixas concentracdes do
agente, durante o acoplamento, podem nao interferir significativamente nos
resultados. Neste contexto, embora a Luminex Corporation notifique que a
ureia pode potencialmente interferir no acoplamento das proteinas as

microesferas, a partir dos resultados obtidos nesta inven¢ao, foi alcangado os
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melhores desempenhos, melhores dreas abaixo da curva (AUC, do inglés Area
Under Curve), menores desvios para os soros negativos e ainda a maior
capacidade de separacdo (SNR, do inglés Signal to Noise Ratio) para as
proteinas 1, 2 e 3, a partir dos ensaios cujos antigenos foram acoplados as
microesferas na presenca de tempao contendo 4M ureia. Portanto, o
acoplamento na presenca de ureia foi essencial para manter a apresentacdo dos
epitopos de interesse.

[00120] Um grande ntimero de proteinas comerciais disponiveis no
mercado para aplica¢do no diagndstico laboratorial para o virus da hepatite C
estdo disponiveis para venda em tampdes de armazenamento contendo ureia
com concentragdes que variam de 6 a SM.

[00121] Os atuais ensaios licenciados comercialmente para o virus da
hepatite C (VHC) utilizam proteinas recombinantes contendo epitopos lineares.
H4 provas, no entanto, que os epitopos conformacionais para HCV seriam mais
imunorreativos. Por outro lado, é extremamente dificil a obtencdo de proteinas
recombinantes para HCV na forma solivel quando a expressado se dd em E. coli.
[00122] A Unica informacdo de conhecimento dos inventores da
presente invengao sobre ensaios de acoplamento que levam ureia sdo ensaios
multiplex para avaliarem respostas de anticorpos contra doengas parasitérias de
importancia para a satde publica no Camboja, para a pesquisa de anticorpos
anti-imunoglobulina G contra antigenos recombinantes de Plasmodium
falciparum e P. vivax, Wuchereria bancrofti, Toxoplasma gondii, Taenia
solium e Strongyloides stercoralis, cujos acoplados as microesferas foram
realizados na presenca de até 2M de ureia. Ainda ndo ha relatos, na literatura
cientifica para ensaios realizados na plataforma LUMINEX utilizando 4M de
ureia para o acoplamento.

[00123] Em modalidades especificas da invencdo foram também
determinadas as concentragdes ndo agregantes de antigeno. Deste modo, as

concentragOes dos antigenos da presente inven¢do na composi¢do variam, de
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um modo geral, de 0,007 a 0,015 mg/mL, preferencialmente, de 0,02 a 1?
mg/mL.

[00124] Em um oitavo aspecto, a invencdo prové um kit para triagem
imunolégica de HCV e/ou diagndstico de hepatite C que compreende um, dois,
trés, quatro ou cinco dos polipeptideos da presente invencao.

[00125] Opcionalmente, o kit compreende ainda instrucdes de uso e um
controle de reacgdo.

[00126] Em uma modalidade, o controle de reacdo é um controle de
reacao positivo.

[001] Adicionalmente, o kit pode ainda compreender um meio de
deteccdo do complexo antigeno/anticorpo, o qual pode compreender um
gerador de sinal, capaz de gerar um sinal detectavel.

[002] Os meios de deteccao 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 detectivel.

[00127] Em uma modalidade, os kits sdo desenvolvidos para uso em
imunoensaios. Em uma modalidade mais especifica, os imunoensaios sdo do
tipo ELISA ou LUMINEX.

[00128] Em um nono aspecto, a inven¢ao prové o uso de um ou mais dos
polipeptideos ou da composi¢do ou do kit como aqui descritos para triagem
imunolégica de HCV e/ou para diagnoéstico de hepatite C.

[00129] A invenc¢do ainda prové métodos para triagem imunoldgica de
HCYV e para o diagnoéstico de hepatite C que envolvem as etapas de:

(a) prover um ou mais polipeptideos como definidos em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 ou uma composi¢cdo como definida na
reivindicagdo 11 ou 12;

(b) contatar os ditos um ou mais peptideos ou a dita composi¢do

com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob condi¢des



WO 2020/082145 PCT/BR2019/050454
30

suficientes para formagao de complexos anticorpo/antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adi¢ao de um meio de deteccao, capaz de gerar um sinal detectdvel na
presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.
[00130] Em uma concretizacdo preferencial, é realizado o modelo de
imunoensaio indireto. Ainda mais preferencialmente, o imunoensaio € ensaio
ELISA ou ensaio LUMINEX.
[00131] Em uma modalidade, para os ensaios ELISA, sdo aplicados de
2,5 a 1.000 ng de antigeno por poco. Em uma modalidade especifica, sdo
aplicados de 20 a 50 ng de antigenos por poco.
[00132] Em uma modalidade, para ensaios LUMINEX, sdo aplicadas
concentracdes de acoplamento de 7,5 a 25 pg/mlL. Em uma modalidade
especifica, sdo aplicadas concentracdes de acoplamento de 7,5 a 15 pg/mlL.
[00133] No contexto da presente invencdo, os imunoensaios podem ser
realizados em formato singleplex ou multiplex.
[00134] 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.
[00135] Todas as protefnas desenvolvidas apresentaram Gtimos
desempenhos e capacidade de separacdo entre os soros negativos e positivos e
todas elas foram avaliadas individualmente e em conjuntos. Todos os antigenos
confirmaram antigenicidade demonstrando sensibilidade de até 100%.
[00136] Nos ensaios realizados no formato ELISA para a andlise
individual de desempenho para os antigenos, a melhor sensibilidade e
especificidade (100%) foi alcancada para o antigeno 3. Dos desempenhos
apresentados, o indice de reatividade para os soros positivos foi, em geral,

acima de 12 e para os soros negativos, abaixo de 0,8.
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[00137] Nos ensaios LUMINEX formato singleplex, foram obtidos
100% de sensibilidade e especificidade para os antigenos 1, 3, 4 e 5 (para o
antigeno 2, foi de 95,65%). A maior capacidade de separacdo entre os SOros
positivos e negativos fol obtida para o antigeno 4.

[00138] No formato multiplex, pode ser empregada a combinacdo de
dois ou mais dos polipeptideos da presente invencdo. Preferencialmente, €
empregada a combinacao dos cinco polipeptideos aqui descritos.

[00139] A combinacdo dos cinco polipeptideos em ensaio ELISA
combinado apresentou sensibilidade e especificidade de 100%, com
desempenhos superiores aos obtidos quando os antigenos foram avaliados
individualmente no mesmo ensaio. A combinagdo dos cinco antigenos
demonstrou o melhor desempenho e capacidade discriminatoéria.

[00140] Os resultados obtidos concordam com os dados do ensaio
LUMINEX em formato multiplex, dentre os quais as maiores AUCs foram
obtidas pela combinagdo dos cinco polipeptideos.

[00141] Foi observado que a combinacdo dos antigenos 2 e 3
(combinagdo 1), 2, 3, 4 e 5 (combinagdo 2) e 1, 2, 3, 4 e 5 (combinac¢do 3)
apresentaram 100% de sensibilidade. Dentre eles, as combinacdes 1 e 3
apresentaram também 100% de especificidade. A combinagdo 3 apresentou a
maior capacidade discriminatdria entre os soros, com a maior distancia entre as
MFIs (mediana de fluorescéncia) para os soros negativos e positivos. Para essa
combinacdo, o IR (indice de reatividade) foi de até 140 vezes maior que o IR
obtido para os soros negativos. Esse ensaio demonstrou também o menor
desvio padrdo para os soros negativos.

[00142] Tanto no ensaio ELISA, quanto no LUMINEX, os sinais de
fundo ou backgrounds foram considerados baixos. O sinal de fundo acusa a
eficiéncia ou ndo das etapas de lavagens ou do bloqueio. Este sinal também
pode estar relacionado a pureza dos antigenos utilizados na presenca de

componentes heter6logos que podem causar aumento no sinal de fundo, como
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por exemplo, proteinas contaminantes, provenientes da E. coli. Uma vez que
os ensaios realizados apresentaram sinais de fundo baixos, 1sto permite concluir
que a obtencdo dos antigenos a partir de uma dnica etapa cromatografica nesta
invencao, foi suficiente para obtengao de protefnas com um grau de pureza alto,
confirmou eficiéncia das etapas de lavagens durante os ensaios e do bloqueio
adicional realizado com o extrato de E. coli.

[00143] Semelhantemente a avaliacio dos ensaios realizados em
formato singleplex, a aplicacdo de conjuntos de antigenos permitiu a obtengao
de 100% de sensibilidade e especificidade. No entanto, a probabilidade de
positividade e capacidade de diferenciacdo da infeccdo dos soros positivos
pelos soros negativos, obtidos pelo SNR foi consideravelmente superior nos
ensaios em combinac¢do de antigenos.

[00144] Dentre todos os conjuntos testados, a combinacdo composta
pelos cinco antigenos demonstrou a melhor performance, apresentando uma
capacidade discriminatdria equivalente a 36 vezes a capacidade de separagcao
obtida pelo antigeno quimérico comercial utilizado como controle do ensaio,
(ProsPec), o menor desvio padrao dentre as amostras negativas e a maior
separacdo entre os valores de MFI e IR entre as amostras negativas e as
positivas. O ensaio também ndo demonstrou nenhuma reacdo cruzada apos
testes realizados com soros positivos para HIV, HTLV, HBV, Sifilis e Chagas.
[00145] Além disto, a condicdo 6tima do conjunto de proteinas foi
alcancada fazendo uso de baixas concentragdes de proteinas para o
acoplamento. As concentragdes utilizadas na presente invencdo s3o,
consideravelmente, inferiores as concentra¢des de acoplamentos utilizadas para
os antigenos comerciais como, por exemplo, a proteina comercial utilizada
como controle do ensaio.

[00146] A capacidade discriminatdria dos ensaios através da platatforma
LUMINEX foi superior ao ELISA em todos os aspectos AUC (95% IC),

capacidade de separagcdo entre as amostras e probabilidade de positividade
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através do IR e SNR. O sistema LUMINEX apresenta muitas vantagens dentre
as quais a cinética de reacdo na superficie caboxilada das microesferas
magnéticas de poliestireno € superior a cinética de reacdo de outros métodos.
Dentre as vantagens que o ensaio LUMINEX apresenta sobre o ELISA, a
capacidade de multiplexagdo, € considerada na técnica como a mais atrativa.
[00147] Apesar do desafio de padronizar um ensaio multiplex do ponto
de vista de desenvolvimento de imunodiagndsticos esta caracteristica fornece
economia de tempo, de processamento de um nimero maior de amostras e
volumes menores de reagente e soros. Uma vez que no ELISA isto € realizado
em triplicata, enquanto no LUMINEX, cada microesfera lida, corresponde a
uma amostragem diferente e sao lidas 100 microesferas por poco, ndo havendo
a necessidade de repeticOes para o ensaio. Portanto, esta invencdo fornece
antigenos com caracteristicas compativeis para aplicacdo no desenvolvido de
imunoensaios dentro de uma plataforma moderna e automatizada.

[00148] Os marcadores soroldgicos utilizados em bancos de sangue
devem ser altamente confidveis, apresentarem boa reprodutibilidade e maxima
sensibilidade e especificidade. Um outro fator importante para a
implementa¢do de novos marcadores neste tipo de laboratorio € que o cut-off
para os ensaios empregados devem ser mais baixos, com o objetivo de aumentar
a sensibilidade. Esta estratégia visa garantir a seguranca do receptor, pois
objetiva evitar a transfusdo de bolsas de sangue de doadores infectados que
apresentem baixos titulos para os marcadores. O conjunto de proteinas da
combinacdo 4, foi o conjunto que apresentou o menor ponto de corte dentre
todos os ensaios realizados, cut-off igual a 50, com uma probabilidade de
positividade superior as demais combinagdes ou as avaliacdes das proteinas
individualmente.

[00149] A presente invencdo revelou antigenos que promoveram altos
niveis de discriminagdo soroldgica, obtendo-se ensaios com 100% de

especificidade para um total de 165 soros negativos testados para HCV e sem
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a presenca de reacdo cruzada, o que conta positivamente para a aplicagdo
diagnostica dos mesmos.

[00150] Os exemplos citados a seguir sdo meramente ilustrativos,
devendo ser empregados somente para uma melhor compreensdo dos
desenvolvimentos constantes na presente invencdo, ndo devendo, contudo,

serem utilizados com o intuito de limitar os objetos descritos.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1: Clonagem das sequéncias codificadoras em vetor de
expressao

[00151] As sequéncias nucleotidicas de interesse foram sintetizadas e
sofreram um processo de otimizagdo para a substituicdo dos codons raros,
distribuicdo de conteido GC e remoc¢do de sequéncias repetitivas visando a
transcri¢do e estabilidade e traducdo do mRNA visando a obtengdo de altos
niveis de expressdo em sistema procarioto. Foram também projetadas para
receberem duas combinacdes de sitios de restricdo Bam HI/Hind III e Nco
I/Eco RI em suas extremidades visando a subclonagem no vetor de expressao
pET28a de modo a permitir o posicionamento da hexa-histidina na regido N-
terminal ou C-terminal.

[00152] Entre os sitios de restricdo foram adicionados nucleotideos
espacadores que colocam a sequéncia codificante da proteina em fase de leitura
e um cédon de terminacgdo entre os sitios das enzimas Bam HI e Hind III a fim
de proporcionar alternativas para a subclonagem. Desta forma, se a clonagem
for realizada com estas enzimas, a finalizacdo da transcri¢do € assegurada e se
a subclonagem for realizada com as enzimas Nco I e Eco RI, o término de
transcricdo serd determinado pelo codon de terminacdo do pET28a. As
sequéncias foram clonadas separadamente em vetores de pET28a, sob comando
do promotor T7 polimerase, utilizando as enzimas de restricio Bam HI e Hind

III posicionando a hexa-histidina na regido N-terminal.
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[00153] Especificamente com relagdo aos clones 4.1, 4.5, 4.7 (antigeno
1), 4.8 e 4.9, foi realizada subclonagem por transferéncia de vetor. Para isolar
o inserto, Sug do vetor pUCS7, contendo o polinucleotideo sintético, foram
linearizados com as enzimas Bam HI e Hind III a 37°C, conforme
recomendacdo do fabricante, considerando o volume final da reacdo de 50 plL..
Ap0s visualizacao e excisao das bandas no gel de agarose 0,8%, os fragmentos
foram purificados usando o kit QlAquick Gel Extraction® (Qiagen).

[00154] O vetor pET28a foi linearizado por digestdo com as enzimas
Bam HI e Hind III e teve as extremidades defosforiladas pela Fosfatase
Alcalina (FastAp -ThermoFischer) a 37°C, conforme protocolo do fabricante e
a ligacdo dos insertos contendo os genes sintéticos foi realizada usando a
enzima Ligase T4 (Thermo Scientific), a 16°C, por 16h. Uma aliquota do
contetido da reacdo de ligacdo foi utilizado para transformacdo em E. coli
DH5a (Promega) por choque térmico e confirmada por andlise dos fragmentos
no gel SDS-PAGE. O controle da reacdo de ligacdo constituiu na adi¢do apenas
do pET28a desfosforilado e da enzima T4 DNA ligase sem a presenca do
inserto num tubo. O Tag de hexa-histidina foi posicionado na regido N-
terminal.

[00155] As sequéncias codificadoras dos antigenos 2 a 5 foram obtidas
a partir de amplificagcdo por PCR das regides NS4 e NS5. Para isso, foram
utilizados iniciadores diretos (forward) e reversos (reverse) (SEQID Nos: 11 a
16).

[00156] Especificamente com relacdo ao antigeno 2, a sequéncia
codificadora do mesmo foi obtida a partir da regido “NC+NS4” presente em
clone em pUC57 (clone 4.5). Posteriormente, o produto de amplificacao foi
inserido no vetor pET28a utilizando as enzimas Bam HI e Hind III. Foram
utilizados os iniciadores de SEQ ID NOs: 11 e 12 para amplificar a regido

NC+NS4.
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[00157] Especificamente com relacdo ao antigeno 3, a sequéncia
codificadora do mesmo foi obtida por amplificacdo a partir da regido NS5
(clone 4.5) e fusionada no C-terminal de plasmideo pET28a+NS3 (clone 4.1)
utilizando as enzimas Eco RI e Hind III. Foram utilizados os iniciadores de
SEQ ID Nos: 13 ¢ 14.

[00158] Especificamente com relagdo ao antigeno 4, a sequéncia
codificadora do mesmo foi obtida pelo isolamento da regido NS4 de plasmideo
pUCS7 (clone 4.5 ou 4.11) e o produto amplificado e digerido foi ligado a
plasmideo pET28a+NS3 (clone 4.1) utilizando as enzimas EcoR I e Hind III.
Foram utilizados os iniciadores de SEQ ID Nos: 15 e 16 para isolar a regido
NS4.

[00159] Especificamente com relacdo ao antigeno 5, a sequéncia
codificadora do mesmo foi obtida pela utilizacdo dos iniciadores de SEQ ID
Nos: 15 e 16 para amplificar aregido NS5 (clone 4.5) e fusiond-la no C-terminal
de plasmideo pET28a+NC (clone 4.2) utilizando as enzimas EcoRI e Hind III.
[00160] A reacdo de amplificacdo foi realizada com 1U da Tag Platinum
High Fidelity (Invitrogen) e com 20 a 40ng de DNA plasmidial remplate. A
reacdo foi realizada atentando-se para a temperatura de dissociacdo (Tm) dos
primers. Confirmados os tamanhos dos fragmentos amplificados por gel de
agarose 0,8%, estes foram purificados usando o kit de purificacdo para produto
da PCR da Qiagen. A seguir, as extremidades das sequéncias foram digeridas
com as enzimas Bam HI e Hind III para gerarem extremidades coesivas e obter
a ligacdo no vetor pET28A linearizado na presenca da T4 Ligase, a 16°C por
16h.

1.1. Seleciao dos clones positivos
[00161] Com relacdo ao antigeno 1, apds a transformacao foi necessario
confirmar a positividade dos clones para as colonias que cresceram em meio

LB com canamicina (25ug/ml.). Aleatoriamente, foram selecionadas dez
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colonias que, com o auxilio de uma al¢a de platina, foram transferidas para SmL
de meio liquido LLB contendo o antibidtico. Apds a propagacdo bacteriana, por
16h, a 37°C, a biomassa foi coletada e o DNA plasmidial extraido por lise
alcalina. A presenca do inserto foi confirmada por digestao com as enzimas de
restricio Bam HI e Hind IIT e andlise das digestdes em gel de agarose 0,8 %
apos digestdo enzimatica.

[00162] A selecdo das colOnias positivas para os antigenos 2 a 5 foi
realizada por PCR de colbnia. Para isto, as coldnias escolhidas de forma
aleatoria foram coletadas com o auxilio de um palito estéril e transferidas para
um tubo do tipo Eppendorf contendo 20ul. de dgua. Os tubos foram incubados
por 10 minutos a 95°C para a lise das células e apenas 1L deste material foi
adicionado a um tubo do tipo Eppendorf contendo uma solucdo MIX para a
reacdo da PCR no volume final de 20uL. As condi¢des de amplificacdo foram

as mesmas determinadas para a obtencdo da sequéncia do inserto.

1.2. Estoque de colonias positivas transformadas

[00163] As colbnias positivas foram cultivadas em SmL de meio liquido
LB contendo canamicina (25ug/ml), crescidas sob agitacdo a 37°C por 16h.
Foram realizadas aliquotas deste material em tubos do tipo Eppendorf contendo
200uL de glicerol (60%) na propor¢ao 1:2. Os tubos foram identificados e
armazenados em freezer a -80°C. Adicionalmente, placas de Petri contendo as
colonias do clone positivo foram mantidas a 4°C por at€é um més para uso
imediato. Quando necessario, os tubos armazenados a -80°C, contendo as
células em glicerol, foram retirados para a manutencdo das células no

refrigerador.

EXEMPLO 2: Expressao dos polipeptideos recombinantes
[00164] Os polipeptideos demonstraram altos niveis de expressdo na

cepa E. coli BL21 Star (DE3) cultivada em meio liquido LB (Luria Bertani -
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10g Triptona, 5g Extrato de Levedura e Sg NaCl/L).

[00165] Estabelecidas as condicdes ideais para a expressdo das
proteinas, foram realizados cultivo em volumes acima de 1L de cultura que
foram obtidos a partir de 25mlL. de um pré-indculo do transformante positivo
crescido por 16h a 37°C, sob agitacao (250 rpm) e transferido para um frasco
Erlenmeyer de 2L contendo 500mL de meio LB suplementado com antibidtico.
As células foram cultivadas até a obtencdo da densidade dptica de 0,6-0,8 nm
quando foi adicionado 1mM de IPTG. O cultivo prosseguiu por mais quatro
horas. Ao final da expressdo, a biomassa foi gentilmente coletada por
centrifugacao a 5.000 rpm, 15 minutos, sob refrigeracdo (4°C) e o sobrenadante
descartado. A células foram lavadas com 100mL de PBS 1 X e novamente
centrifugada. O sobrenadante foi descartado e a biomassa pesada. O peso da
biomassa foi anotado a fim de avaliar o rendimento da expressao para cada
proteina apos a etapa de purificacdo. O material pode ser armazenado a -20°C
até o momento do uso.

[00166] Os polipeptideos foram expressos na forma de corpos de
inclusdo, cujas andlises por gel SDS-PAGE 13% revelam que as posi¢des das
bandas, apos a eletroforese, correspondem aos tamanhos esperados para as

construgdes (Figura O1).

EXEMPLO 3: Lise das células e tratamento dos corpos de inclusiao

[00167] A biomassa, foi adicionado Tampao de Lise contendo 50mM de
fosfato de sodio pH 7,4, 300mM de NaCl, 5% de glicerol, 0,05% Tween 20,
7mM B-mercaptoetanol (B-ME) e inibidores de proteases (ImM PMSF
(phenylmethanesulfonyl fluoride) e coquetel inibidor de proteases da Roche (1
comprimido/10ml de tampao)) na propor¢do de 3-4mL de tampao para cada 1g
de célula. Os tampdes foram avaliados de acordo com o pl de cada proteina,
bem como a necessidade da adi¢do de agentes redutores, detergentes ou glicerol

na tentativa de manter a estabilidade ou a solubilizagdo das mesmas. A lise das
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células para volumes pequenos de cultura (25-50mL) foi realizada usando o
reagente FastBreak Cell Lysis Reagent da Promega de acordo com a descri¢ao
do fabricante, seguida de dois ciclos de sonicagdo usando o equipamento
ultrassonico Cole Parmer processor a 40% de amplitude, 30 segundos on e um
minuto off ou adicionando 200pg/mL de Lisozima aos tubos contendo as
células e incubando-os por até 30 minutos em tampao contendo S0mM fosfato
de sédio pH 7,4, 300mM NaCl, 5% glicerol, 0,05% Tween 20 e 7TmM J3-
mercaptoetanol (-ME).

[00168] Além disto, aos tampdes foram adicionados inibidores de
proteases como o ImM de PMSF e o coquetel inibidor de proteases da Roche.
Ap0s incubagdo, a ruptura da parede das células se deu por sonicagdo utilizando
o equipamento ultrassonico da Cole Parmer processor por seis ciclos de lise a
uma amplitude de 40%, 30 segundos de pulso e 60 segundos de intervalo a 4°C.
O extrato foi clarificado por centrifugacdo (20 minutos, 4°C, a 20.000 g).
[00169] A lise de biomassa a partir de cultivos para volumes acima de
IL foi realizada no equipamento microfluidificador (Microfluidics
Corporation, USA) utilizando uma pressdo de aproximadamente 80 Psi em
banho de gelo. As células foram ressuspensas em Tampdo de Lise (50 mM
fosfato de sédio pH 7.4, 300mM NaCl, 5% glicerol, 0,05% Tween 20, 7mM [3-
mercaptoetanol (B-ME) e inibidores de proteases) utilizando 3-4mL de tampao

para cada 1g de células.

3.1: Tratamento dos polipeptideos expressos na forma de corpos de
inclusao e solubilizaciao

[00170] ApoOs a lise das células, os sedimentos das centrifugacoes
contendo os corpos de inclusdo foram coletados e o material tratado para a
clarificacdo dos corpos de inclusdo. Para isto, foi adicionado aproximadamente
7mL de tampdo contendo S0mM de fosfato de sdédio pH 7,4, 300mM NacCl, 5%
glicerol, 1% de Tween 20, 2% de Triton-X 100, 7mM de B-ME e inibidores de
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proteases para cada 1 grama de biomassa. O material foi sonicado utilizando o
equipamento ultrassonico com amplitude de 40% em 6 ciclos de 30 segundos e
intervalo de 30 segundos em banho de gelo. Na sequéncia, o material foi
centrifugado a 20.000g por 30 minutos e, novamente, levado ao equipamento
ultrassonico com tampao composto por S0mM de fosfato de sédio pH 7.4,
300mM NaCl, 7mM de B-ME com o objetivo de retirar resquicios do Triton X-
100 presente no tampao anterior. Os corpos de inclusdo foram recuperados por
centrifugacdo e armazenados a -20°C até o momento do uso.

[00171] Para a solubilizacdo, aos corpos de inclusdo, descongelados, foi
adicionado tampdo de solubilizagdo composto por 8M uréia, 7mM B-ME,
150mM NaCl, 1-20mM Ditiotreitol (DTT), ImM PMSF ou 6M Guanidina,
7mM B-ME, 150mM NaCl, 1-20mM Ditiotreitol (DTT) e ImM PMSF na
proporcdo de 3 a 7mL de tampdo por grama de material que foi incubado a
temperatura ambiente por até 16h fazendo uso de um agitador do tipo orbital
(20 rotacdes por minuto). Ao final da incubag¢do, seguiu-se com uma curta
sonicacgdo de trés ciclos, usando 40% de amplitude por 10 segundos de pulso e
30 segundos de intervalo em banho de gelo e centrifugacdo a 20.000 x g por 30
minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante recolhido e encaminhado para
a purificacdo.

[00172] Foi1 obtida a solubilizacdo das proteinas em tampao contendo
6M Guanidina, o que permitiu reverter a afinidade das proteinas a coluna e
obter as amostras purificadas (vide Figura 6.4, gel C ou D) e as elui¢des foram

obtidas em tampao contendo 4M de uréia e 500 mM de imidazol.

3.2: Retirada da ureia ou guanidina das fracoes das proteinas soliveis

[00173] Uma vez que a ureia e a guanidina sdo agentes incompativeis
com as técnicas de SDSPAGE e Western Blotting, fez-se uso do protocolo
descrito por Palmer e Wingfield (2004), no qual 20ul. das aliquotas de

proteinas solubilizadas ou fragdes purificadas receberam 180uL de etanol
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100%, previamente resfriado (4°C). A mistura foi agitada em um vortex e
incubada por 10 minutos a -20°C ou por 5 minutos a - 80°C. Seguiu-se com a
centrifugacdo dos tubos por 5 minutos a 15.000 g, 4°C. O sobrenadante foi
retirado gentilmente e o pellet foi ressuspendido em 200 pl. de etanol 90%
gelado. O tubo foi vigorosamente agitado usando o vértex € uma nova
centrifugacdo de 5 minutos a 15.000g foi realizada a 4°C. Nesta etapa, as
proteinas sdo precipitadas pela acdo do etanol e o sobrenadante deve ser
descartado.

[00174] O tubo contendo a proteina precipitada foi mantido a
temperatura ambiente por alguns minutos para a completa evaporacao do
etanol. A ressolubilizacdo das proteinas foi realizada apds a adicdo de 6uL de
agua destilada e 4uL. de tampdo de corrida (1X) aos tubos que foram aquecidos
a 95°C e cujas fragdes foram analisadas por gel SDS-PAGE ou Western
Blotting.

EXEMPLO 4: Purificacao dos polipeptideos
[00175] A purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade em
condi¢des desnaturantes em tampao A contendo 6M de guanidina, 100mM de
fosfato, 10mM de Tris-HCI1 (pH 7.5), 7mM de B-mercaptoetanol, ImM de
fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) para ligacdo e tampado B contendo 4M
de ureia, 100mM de Fosfato, 10mM de Tris-HCI (pH 7.5), 7mM de f-
mercaptoetanol, 500mM de Imidazol, ImM de PMSF para a dilui¢do,
utilizando a coluna Ni-NTA de 1 ou 5mL da GE no equipamento AKTA
purifier 100, cromatdgrafo semi-automatizado.
[00176] Os procedimentos de purificacdo empregados foram:

Fluxo: ImL/mim

Etapa 1: Tampao A, 10 VC

Gradiente: Etapa 2: 0 a 10% de tampéao B, 10 VC,

Etapa 3: 10 a 100% de B

[00177] A composi¢ao dos tampdes (mostrados na Tabela 2) e
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parametros de purificacdo utilizados resultaram em maiores rendimentos e na
obtencdo de proteinas mais puras. A solubilizacdo das proteinas ocorreu em
tampao A, com a adi¢do de 1 a 20mM de DTT, overnight sob agitacdo (29

rotacdes/minuto), temperatura ambiente.

Tabela 2: Composi¢cdo dos tampdes utilizados para a padronizacdo de
purificacdo de proteinas. Todos os tampdes receberam inibidores de proteases
como o | mM de PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride), coquetel inibidor de
proteases (Roche) e 7 mM de B-mercaptoetanol (B-ME).

Tipo de Tipo de Tampdo A Tampdo B
proteina Resina (para ligacdo) (Para eluigdo)
50mM Tris-Hy | VMM TS HEL
pH 8.0, 300mM
pH8,00u7.5,
NaCl, 7mM B-
300mM NaCl,
ME, 500mM
7mM B-ME, 1 .
mM PMSF Imidazol, ImM
PMSF
Ni-NTA 10mM HEPES
10mM HEPES pH 8.5, 300mM
pH8.5,300mM | NaCl, 500mM
Soltivel ‘ NaCl, 20mM imdazol,
imdazol, 7mM f- mM B-ME, 1%
o ME, 1% Tween |1 cen 20, 10%
Purifica¢do em 20, 10% glicerol, \iv ) i 7
pequena escala 1mM PMSF glicerol, ImM
ou por HPLC PMSF
100mM Fosfato
100mM Fosfato pH 7.5, 10mM
Troca idmica pH 7.5, 10mM Tris-HCI, 7mM
Tris-HCL, 7mM B- | B-ME, 500mM
ME, ImM PMSF NaCl, ImM
PMSF
6M Guanidina, 4M Uréia, 20mM
100mM Fosfato, | Fosfato, pH 7,5,
. . pH 7.5, 10mM IM NaCl, 7mM
Insoluvel Ni-NTA Tris-HCL 7mM., B-ME, ImM
B-ME, ImM PMSF
PMSF
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4M Uréia,

50 mM Fosfato de | 100mM Fosfato,

sédio pH 7.4, 4M | 10mMPpH 7.5,
uréia, 150 mm | 1ris-HCL 7mM
NaCL, 7 mM B- | PB-ME,500mM

ME, 1m MPMSF Imidazol, ImM
PMSF

6M de Guanidina,
100mM Fosfato
pH 7.5, 10mM

Tris-HCL, 7mM -

ME, 1mM PMSF,
1-25mM DTT

Insoluvel -

8M Uréia,
100mM Fosfato
pH 7.5, 10mM
Tris-HCL, 7mM -
ME, 1mM PMSF,
1-25mM DTT

Tampdo de
solubilizacdo

4M Uréia, 20mM
Fosfato, pH 7.5,
Insoluvel 50mM NaCl, -
7mM B-ME,
1mM PMSF

Tampdo de
armazenamento

[00178] Antes de ser aplicada a resina de niquel, os antigenos foram
diluidos até concentracdes inferiores a SmM de DTT (por questdo de
incompatibilidade com a técnica cromatografica por afinidade) e filtrados.
[00179] As proteinas ndo foram purificadas na presenca de tampao
contendo ureia 8M. A ligacdo entre as proteinas solubilizadas e a resina
contendo niquel foi obtida apenas na presenca de tampdo contendo 6M de
guanidina. A substituicdo do agente desnaturante foi fundamental para a
eficiéncia de ligacdo das proteinas a resina de niquel, o que permitiu a
purificacdo das mesmas. O motivo pelo qual isto ocorreu pode estar relacionado
a falta de exposicao do Tag de hexa-histidina.

[00180] Os rendimentos obtidos com os sistemas de expressdo e

purificacdo da presente invengao corresponderam a obten¢do de 10 mg/L para
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o Antigeno 1, 8,4mg/mL para o Antigeno 2, 24mg/L. para o Antigeno 3, 18mg/L
para o Antigeno 4 e 9,6 mg/mL para o Antigeno 5 que apresentaram pureza
acima de >95%, conforme mostra a Figura 1.

[00181] As estimativas para os rendimentos de cada proteina foram
determinadas a partir da quantificac@o final, obtida através das dosagens das
fracOes mais puras e aproveitiveis, em gramas, apOs a purificacdo. FracOes
impuras com presen¢a de contaminantes nao foram utilizadas para o cdlculo de
rendimento.
[00182] Estas informagdes foram registradas e os rendimentos relativos
por litro de cultura foram estipulados: Antigeno 1 (10mg), Antigeno 2 (8,4mg),
Antigeno 3 (24mg), Antigeno 4 (18mg), Antigeno 5 (9,6mg). As proteinas

demonstraram altos niveis de pureza (> 95%).

EXEMPLO 5: Analise dos polipeptideos
[00183]

I, 3, 5, 7 e 9 identificaram pardmetros tedricos bioquimicos, conforme

Andlises in silico ProtParam das sequéncias de SEQ ID NOs:

demonstrado na Tabela 3. Para essas andlises, foram consideradas a sequéncia
de 34 aminoécidos codificados pela sequencia de nucleotideos do vetor pET28a
em fase com o a sequencia do linker e a sequencia dos antigenos (sequencia
traduzida: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGS + poly-
linker MAGYS).

Tabela 3: ParAmetros obtidos a partir da andlise in silico das sequéncias

aminoacidicas para os polipeptideos.

Parametros | Antigeno1 | Antigeno2 | Antigeno3 | Antigeno 4 | Antigeno 5
SEQID SEQID SEQID SEQID SEQID
NO: 1 NO: 3 NO: 5 NO: 7 NO: 9

n° de aa 402 297 516 550 334

MW 43,8 32 544 57 36

pl 9,6 10,8 6,8 6,8 10

Coct. de 66 45 37.8 38 54
extincao

n° de aa = nimero de aminoacidos; MW = massa molecular; pI = ponto

1soelétrico; Coef. de extingao = coeficiente de extingao.
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EXEMPLO 6: Formulacio dos tampoes de armazenamento para
estabilizacio das proteinas

[00184] O tampao de armazenamento foi definido apds experimentos
com o objetivo de prevenir perdas por precipitacdo, manter a estabilidade das
proteinas e retirar resquicios de ureia, guanidina ou imidazol e diminuir a
concentracdo do sal, uma vez que estes agentes podem agir como interferentes
para as técnicas de imunoensaios a serem empregadas. Assim, o tampao de
armazenamento para os antigenos, apos purificacdo foi composto por 4M de
ureia, 10mM de Fosfato de sodio (pH 7.5), 20mM de NaCl, 7mM de B-
mercaptoetanol, ImM de PMSF.

[00185] As andlises de estabilidade e integridade das proteinas foram
realizadas pos-descongelamentos, durante o perfodo de 12 meses, dos quais,
periodicamente, tubos contendo 200ul. de proteinas em concentracdes que
variaram 1,5 a 3 mg/mL foram mantidas a -20°C em tampao de estoque.
[00186] Durante este periodo, foram realizados trés descongelamentos
pontuais, a cada trés meses, em banho de gelo a fim de avaliar a integridade
destas proteinas em gel SDS-PAGE (13%), o que demonstrou a preservacao
das mesmas. Adicionalmente, apds este periodo e descongelamentos, as
proteinas foram avaliadas quando a reprodutibilidade de ensaios (sensibilidade
e especificidade) por teste em microesferas, o que acusou desempenho
semelhante ao obtido logo apds a purificacdo. Podendo inferir que o tempo de
vida das proteinas podem ser superiores ao tempo testado.

[00187] Devido a presencga da ureia no tampao de armazenamento, ndo
foi possivel quantificar as proteinas por métodos como Bradford, BCA
(SIGMA, USA) ou através do Qubit® (Qiagen) devido a necessidade de
diluicdes em tampdes especificos sem a presenca de ureia. Assim, a
quantificacdo das proteinas foi determinada por absorbancia a 280 nm no

espectrofotometro Nanodrop 2000 quando as amostras foram diluidas no
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tampao de armazenamento, contendo ureia.

[00188] Paralelamente, foi realizado uma andlise qualitativa, como
controle, através de uma curva contendo concentragdes conhecidas de BSA. As
medidas foram realizadas utilizando a massa molecular e o coeficiente de
extincdo molar reduzido de cada proteina, A absorbancia do branco foi
subtraida pela absorbancia das amostras, cujo valor foi multiplicado pelo fator
de diluicdo.

[00189] A anélise da integridade das proteinas apds 12 meses de uma
sequéncia de descongelamentos que ocorreu a cada trés meses e a avaliacao da
reprodutibilidade do imunoensaio no final deste perfodo foi realizada. O
descongelamento das aliquotas de proteinas foi realizado conforme descrito na
metodologia. O gel de SDS-PAGE (13%) para avaliacdo qualitativa dos
antigenos pode ser visualizado na Figura 2 e apresenta pouca presenca de
degradacdo, revelando integridade das proteinas. O acoplamento foi realizado
apos descongelamentos. O imunoensaio demonstrou reprodutibilidade quanto
a sensibilidade e especificidade obtidos previamente, com intervalo de confia a
95%. Esta avaliacdo, embora ndo tenha seguido os padrdes do guia de
estabilidade para reagentes de diagndsticos in vitro chamado de Clinical and
laboratorial Standards Institute publicado pelo CDC, USA, sugere que os
antigenos desenvolvidos podem se manter estaveis por periodo até superior ao
avaliado, mantendo sua capacidade reativa. E possivel que a composicdo do
tampdo de estoque tenha favorecido esta estabilidade devido ao uso de
inibidores de proteases ou pela presenca do agente desnaturante ou, até mesmo,
devido a sequéncia de aminodcidos das mesmas. LLogo, antigenos estdveis e
resistentes a proteases também sdo atrativos quando existe interesse de

aplicacdo diagnostica.

EXEMPLO 7: Imunoensaios

[00190] Foi aplicado o modelo de ensaio indireto que consiste no
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acoplamento dos antigenos as microesferas ou no revestimento de antigenos as
cavidades das microplacas de poliestireno visando a interacdo destes com
anticorpos especificos presentes no soro de individuos infectados.

[00191] Foram utilizados controles positivos para as imunorreagdes
usando as proteinas comerciais quiméricas para HCV da Fapon
(GECHCV 1303, specificity Core, NS3, NS4, NS5) e da ProSpec (#HCV-207
specificity Core, NS3, NS4 e NS5) ou ainda uma proteina TpN17 para Sifilis.
[00192] Os ensaios passaram por etapas de otimizacdo até a completa
padronizacdo com a avaliacio da melhor concentracdo de proteina a ser
utilizada no acoplamento ou a massa ideal de antigenos para o revestimento das
superficies das microesferas. Foram avaliados também o tipo de bloqueio e
concentracdo, a diluicdo de trabalho do soro e do anticorpo secundério, além
do tempo estimado para reacao.

[00193] No ensaio LUMINEX, foram realizados os bloqueios dos sitios
reativos com tampdo PBS/TBN utilizado para o armazenamento das
microesferas. Este tampdo contém 1% de albumina de soro bovino (BSA) que
foi responsavel por preencher sitios ainda expostos na superficie das
microesferas ndo recobertos pelo antigeno. No ensaio ELISA, o bloqueio foi
realizado com 2% de caseina (peso/volume) a partir de leite em p6 desnatado.
[00194] Adicionalmente, tanto o ensaio ELISA quanto o LUMINEX
receberam 2% do extrato de Escherichia coli como um bloqueio adicional, uma
vez que as proteinas desenvolvidas haviam sido obtidas por expressao em E.
coli.

[00195] Em ambos os ensaios, os valores obtidos para o sinal de fundo
(ruido) foram subtraidos dos valores obtidos a partir da leitura dos soros.
[00196] Os ensaios i1munodiagndsticos tanto pela plataforma de
microarranjo quanto por ELISA foram realizados utilizando as proteinas
provenientes da purificacdo pelo equipamento AKTA frente ao painel completo

de Andlise Externa de Qualidade (AEQ), que tem como principal caracteristica
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a alta reatividade aos marcadores das doencgas.

[00197] O painel AEQ ¢ caracterizado pela FIOCRUZ, INCQS e
composto por 192 soros, dos quais 23 sdo reativos para HCV, 26 para HIV 1/2,
30 HTLV 1/2, 31 HBV, 30 Sifilis, 28 Chagas e 21 soros sdo negativos para

todos os patdgenos que compdes o painel (Figura 3).

7.1. Preparo do extrato de Escherichia coli

[00198] Partindo do descongelamento de um tubo do tipo Eppendorf
contendo as células de E. coli DH5-a acondicionado a -80°C, foi realizado um
pré-cultivo em tubo de ensaio a partir de 2mL de meio liquido LB cultivados a
37°C por 24 horas sob agitacdo, 250 rpm. O contelddo do tubo de ensaio foi
transferido para um Erlenmeyer contendo 1 litro do meio LB com antibiotico
que foram mantidos em cultura até atingir 0,6 a 0,8 de absorbancia na densidade
optica (280 nm no espectrofotometro Ultrospec II®). A biomassa foi
centrifugada sob baixa rotacdo em centrifuga Sorvall® sob refrigeracdo e
lavadas com PBS 1X, pH 7,2. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
recuperado em 10 ml de tampao PBS. A biomassa foi lisada utilizando o
Sonicador Ultrasonic Homogenizer® a 40% de amplitude por trés ciclos de 20
segundos on e 1 minuto off em banho de gelo. O extrato lisado foi centrifugado
a 10.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi filtrado em membrana
Millipore de 0,45um, seguida de uma nova filtragdo em membrana de 0,22um.
O pellet foi descartado e ao extrato foi adicionado 0,1% de uma solucdo de
azida sodica para preservacdo. Apos a quantificacdo, o material foi aliquotado
em microtubos que foram armazenados a -20°C. A solucdo de trabalho foi
utilizada na concentragdo de 10 mg/mL diluidos em tampao PBS pH 7.2 e

mantidos a 4°C.

7.2. Ensaios do tipo ELISA
7.2.1. Ensaios Simples (Singleplex)
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[00199] Inicialmente, foram avaliadas as condi¢cdes Otimas para
realizacdo dos ensaios, com o objetivo de avaliar a massa minima de antigeno
(em ng) e obter uma boa separagdo entre as amostras positivas e negativas. Para
cada antigeno, foi realizada uma curva de onze pontos em triplicata onde os
pocos receberam 2,5, 5, 10, 20, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 500 e 1.000ng/poco
em tampdo carbonato-bicarbonato 50mM, pH 9.6 que foi testado contra um
pool de amostras reativas para HCV.

[00200] Posteriormente, os ensaios foram realizados com a adi¢do de
50uL. do tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6 contendo 20ng da proteina de
interesse para adesdo. A placa foi vedada com filme selante e armazenada a
4°C por 16 horas. Na sequéncia, o excesso da solu¢do de revestimento foi
removido por lavagem com 150uL. de PBS-T (3X) e foram adicionados aos
pocos 100uL. de uma solu¢do de bloqueio PBS-T contendo 2% de caseina, a
placa foi incubada durante 1 hora a 37°C, sob leve agitacdo (200rpm).

[00201] ApOs a incubacgdo, as placas foram lavadas com 150ul de
tampao PBS-T (5X) seguida da adi¢ao de 50uL. do soro previamente diluido
(1:100) em tampao PBS-T contendo 2% do extrato de E. coli. A placa foi
novamente incubada por 40 minutos a 37 °C sob agitacdo e lavada com 150uL
de PBS-T (5X). Por fim, 50ul. do anticorpo monoclonal anti-IgG humana
conjugado a HRP (SIGMA, USA) diluido 1:5.000 fo1 adicionado aos pocos € a
placa incubada, mais uma vez, a 37°C por 1h, 200 rpm. Procedeuse as etapas
de lavagens por 5X, seguida da adi¢ao de 50uL do substrato TMB (KPL, USA).
[00202] A reacdo enzimdtica ocorreu por 10 minutos e a neutralizacao
foi obtida pela adicdo de 50ul. de 4cido sulfirico (2M H»SOy). As placas foram
lidas por um leitor automético (Multiscan, Suécia) no comprimento de onda de
450nm.

[00203] Os resultados obtidos com a avaliacdo individual dos antigenos
pelo formato ELISA foram plotados em um grafico de dispersdo usando o

indice de reatividade (Figura 4 e podem ser observados na Tabela 4 abaixo,
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onde demonstrou-se que as maiores AUCs (Area Uder Curve) foram
apresentadas pelo Antigeno 3, com 100% de sensibilidade e especificidade,

com IC 95% de 100 (1-1.000).

Tabela 4: Parametros gerados através das andlises de desempenho individual

dos antigenos por ensaio ELISA simples.

Ensaio ELISA simples (50 ng)

ProSpec©
1 2 3 4 5 P
(10ng)
Area da
0,9916 | 0,9916 1,000 0,9951 | 09742 0,9858
Curva ROC
Cut off 0,012 0,2 0,15 0.21 0,23 0,12
Negativos 164 161 165 159 161 160
Negativos 165 165 165 165 165 165
verdadeiros
Positivos 21 22 23 22 21 21
Positivos 23 23 23 23 23 23
verdadeiros
Falso positivo 1 4 - 6 4 5
Sensibilidade | ), 95.65 100 95.65 91.3 91.3
(%)
Especificidade | . 92.7 100 90,3 89,7 95.15
(%)
0,9802- 0.98064 0,936 0,9648
95% IC (%) 1-1 1.003 1-1 1,004 | -1.012 1007
p value <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001 < 0,001
7.2.2. Ensaios em Combinacio (Multiplex)
[00204] No ensaio ELISA em combinacao de antigenos, as combinagdes

de antigenos foram realizadas em um tubo do tipo Eppendorf em tampao
carbonato/bicarbonato e cada poco recebeu 50uL desta solucdo de antigenos

contendo 20ng de massa total.
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[00205] Foram avaliadas combinacdes de antigenos mais simples
(Antigenos 2, 3, 4 e 5), bem como combinagdo dos mesmos com o antigeno
mais completo (Antigeno 1), conforme mostrado na Tabela 5.

[00206] Enquanto no ensaio ELISA simples apenas um antigeno tnico
recobriu o fundo da microplaca, no ensaio ELISA para avaliar as combinagdes
de antigenos, o fundo da microplaca foi revestido com 50ul. de tampao
carbonato/bicarbonato pH 9.6 contendo um total de 20ng de uma mistura de
antigenos. Os ensaios foram realizados de acordo com a descricdo do item

7.2.1.

Tabela 5: Combinacdes usadas para a realizacdo dos imunoensaios

Combinacoes Antigenos Genotipo(s)
Combinacdo 1 2+3 1b
Combinacdo 2 2+3+4 1b
Combinacdo 3 2+3+4+5 1b
Combinacdo 4 1+2+3+4+5 1b, 3a
Proteinas Quiméricas
Controle (ProSpec e Fapon) 1
[00207] Os resultados obtidos com os ensaios em combinacdo de

antigenos pelo formato ELISA foram plotados em um grafico de dispersdo
usando o {ndice de reatividade conforme a Figura 5 e podem ser observados na

Tabela 6 abaixo.

Tabela 6: Pardmetros gerados através das andlises de desempenho dos

antigenos por ensaios ELISA em combinacao.

Ensaio ELISA em combinacio (20ng)

Combl | Comb2 | Comb3 | Comb4

Area da Curva ROC 0,9976 0,9983 0,9979 1,000
Cut off 0,163 0,135 0.11 0,129
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Negativos 160 162 160 165
Negativos verdadeiros 165 165 165 165
Positivos 23 23 23 23
Positivos verdadeiros 23 23 23 23
Falso positivo 5 3 4 -
Sensibilidade (%) 100 100 96,88 100
Especificidade (%) 95,95 98,22 98,22 100
saic | e | o e |
p value < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

[00208]

curva ROC, revelando que as combinacdes 1, 2 e 4 apresentaram sensibilidade

Sensibilidade e especificidade foram obtidas pela andlise da

maxima (100%). Dentre elas, a combinacdo 4 apresentou sensibilidade e
especificidade de 100% com desempenhos superiores aos obtidos quando os
antigenos foram avaliados individualmente no ensaio ELISA.

[00209]

ensaios LUMINEX em formato multiplex dentre os quais, as maiores AUC

Além disto, os resultados obtidos concordam com os dados dos

foram obtidas pela combinag¢do 4 que possui epitopos especificos para a os

genotipos 1b e 3a.

7.3. Ensaio de Microarranjo Liquido
7.3.1. Acoplamento

[00210] Primeiramente, foram realizados ensaios de acoplamento dos
antigenos purificados em pequena escala as microesferas a partir de 25, 50 e
100pg/mlL. em tampdo PBS pH 7,4, MES pH 5.5 e Carbonato de S6dio 100mM
pH 9.0 com o objetivo de avaliar o potencial das proteinas desenvolvidas frente
as varidveis apresentadas.

[00211] Devido a presenca dos agregados no momento da diluicdo,
optou-se por trabalhar com concentracdes inferiores a 25ug/mL e a realiza¢do

do acoplamento em tampao contendo ureia, o que foi fundamental para conferir
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estabilidade as proteinas.

[00212] Confirmado o potencial de uso destes antigenos, 0s ensaios
foram realizados com os antigenos purificados obtidos pelo equipamento
AKTA purifier cujas concentracdes de acoplamento variaram entre 7.5 e
15pg/mL de proteinas.

[00213] Foi realizado o acoplamento das proteinas as microesferas na
presenca dos tampdes: (1) 1M de ureia em PBS pH 7.4, (2) Tampdo de
estocagem contendo 4M de ureia, 20 mM Fosfato pH 7,5, 50mM NaCl, 7mM
B-mercaptoetanol, (3) PBS pH 7.4 e (4) Carbonato de S6dio 100mM, pH 9,0.
Estes ensaios foram realizados frente ao painel completo AEQ contendo os 188
SOros.

[00214] Com relacdo ao Antigeno 1, foram acoplados na concentragao
de 15ug/ml.. O acoplamento na presen¢a de tampao contendo 4M de ureia ndo
apresentou precipitagdo, também nao houve diminui¢do na contagem do
niimero de microesferas. Os parametros obtidos a partir da andlise da curva
ROC para as microesferas acopladas no tampao contendo 4M de ureia
demonstraram uma performance superior quando comparados aos resultados
obtidos com os acoplamentos em tampdes contendo 1M de ureia, PBS ou
Carbonato de sodio. Ensaios realizados com concentracdes inferiores a
15pg/mL para ndo favoreceu o desempenho dos ensaios para estas proteinas e
houve perda de sensibilidade.

[00215] No acoplamento para os antigenos mais simples (Antigenos 2 e
3), o acoplamento em concentracdo inferior a 15ug/ml. favoreceu o
desempenho do ensaio e foi possivel padronizar o acoplamento na concentracdo
de 7,5ug/ml., na presenga de tampao contendo 4M de ureia.

[00216] Nestas condi¢des foram obtidos os melhores valores para as
areas de abaixo da curva ROC, 100% de sensibilidade e aumento na
especificidade, além de maiores capacidades de separacdo entre as amostras

negativas e positivas, observadas através dos valores do signal to noise ratio
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(SNR).

[00217] J4 a padronizacdo para os antigenos 3 e 4 foi realizada em
tampao PBS e carbonato de s6dio a 15ug/mL., respectivamente (Figuras 4.16 e
4.17). Estes resultados forneceram 6timas informacgdes a respeito dos antigenos
desenvolvidos, uma vez que a producdo em larga escala com aplicabilidade
diagndstica requerem ensaios que proporcionem maior performances como o
aumento da probabilidade de positividade, a méaxima sensibilidade e
especificidade, além da utilizacdo de baixas concentragdes de antigenos, com o
objetivo de diminuir custos.

[00218] Em resumo, as condigbes Otimas para realizacdo dos

acoplamentos para cada um dos antigenos sdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7: Melhores parametros para o acoplamento dos antigenos as

microesferas
Antigeno | Condicao Tampao de Acoplamento

1 15pug/mL 4M Ureia, 20mM fosfato, 50mM NaCl, pH 7.4
2 Tug/mL 4M Ureia, 20mM fosfato, 50mM NaCl, pH 7.4
3 Tug/mL 4M Ureia, 20mM fosfato, 50mM NaCl, pH 7.4
4 15pug/mL 100 mM Carbonato de sodio pH 9,0
5 15pg/mL PBS pH 7,2

[00219] O acoplamento foi realizado diluindo-se os antigenos para o

volume final de 100puL. Os antigenos foram diluidos e mantidos refrigerados
até o momento do uso. Paralelamente, as microesferas foram homogeneizadas
no frasco matriz com o auxilio de um agitador do tipo vortex, seguida de um
banho de ultrassom no Cole-Parmer (Vernon Hills-IL, EUA). O frasco matriz
contendo a solu¢do com as microesferas (12.500.000 microesferas/mL.) foi
agitado seguidamente no vortex e no banho de ultrassom por 30 segundos por

até trés vezes. Na sequéncia, o volume de 80ul contendo 1.000.000
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microesferas foi transferido para um poco da microplaca de 96 pocos, fundo
chato de baixa adesdo. As microesferas foram lavadas 2 vezes na lavadora de
placas Hydroflex (TECAN, Durham - NC) utilizando o programa MAGSOAK.
Aos pocos contendo as microesferas, foram adicionados 80ul. de Tampao de
Ativagdo (0,1M NaH,PO., pH 6,2) seguida da adicdo de 10uL. de solucdes
recém-preparadas de 50mg/mL Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide) e
50mg/ml. EDC ([-etil-3-[3 - dimetilaminopropil] carbodiimida). Os pogos
foram homogeneizados com o auxilio de uma pipeta e a placa foi incubada a
25°C por 20 minutos, sob agitacdo (250rpm) ao abrigo da luz. Dado o periodo
de incubacdo, a soluc¢do foi aspirada automaticamente selecionando o programa
ASP da lavadora, seguida da adi¢do de 100ul. do Tampado de Acoplamento
desejado com o objetivo de equilibrar o ambiente onde as microesferas se
encontram para receber o antigeno previamente diluido. As placas foram
seladas com um filme, revestidas em papel aluminio e incubadas a temperatura
de 37°C por 2 horas, sob agitacao (250rpm). Por fim, o programa MAGSOAK
2 foi acionado para a tltima lavagem utilizando 100uL. de Tampao de Bloqueio
PBS/TBN (Tampao PBS pH 7.2, 1% de albumina bovina, Tween 20 0,02%,
NaN; 0,01%). As microesferas foram transferidas para um tubo do tipo
Eppendorf de baixa aderéncia (low-binding - USA Scientific) e mantidas em
Tampdo de Bloqueio por um tempo minimo de 24 h a 4°C por recomendacao

da Luminex Corporation.

7.3.2. Ensaios no Formato Singleplex

[00220] No formato singleplex, considerou-se que cada pocgo receberia
50ul. de uma solugdo contendo 2.500 microesferas acopladas ao antigeno de
interesse. O frasco matriz foi agitado por vortex e banho ultrassom e o volume
de trabalho foi transferido para um tubo do tipo Falcon de 15 ou 20mL contendo
tampdo PBS/TBN e 2% de uma solu¢do de extrato de E. coli (10mg/mL). Os

pocos receberam as amostras sorolégica previamente diluida 1:200 em tampao
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PBS/TBN (Tampao PBS pH 7.2, 1 % de albumina bovina, Tween 20 0,02 %,
NaN3 0,01%) e apo6s a adicdo das microesferas, as placas de 96 pocos foram
incubadas por 20 minutos a 37°C a 250 rpm, seguida de lavagens com Tampao
de Bloqueio PBS/TBN. A reacdo dos antigenos acoplados com os anticorpos
especificos presentes no soro do paciente ocorreu através da interacdo de
anticorpos IgG anti-HCV. As placas foram lavadas através do programa
MAGSOAK O anticorpo secundario de cabra anti-IgG humano conjugado a
ficoeritrina (R-PE) (Moss Inc., Pasadena-CA, EUA) foi diluido 1:1000 em
tampao de bloqueio PBS/TBN e 50ul. desta diluicdo foram adicionados aos
pocos. A placa foi novamente incubada por 20 minutos a 37°C sob protecao da
luz e sob agitacao (250rpm) seguida de uma sequéncia de lavagens onde, no
final a lavadora desprezou 100 pLL de um tamp@do chamado SheathFluid em
cada poco. O SheathFluid ¢ um tampao especifico desenvolvido e
comercializado pela Luminex Corporation. para uso na leitura das microesferas
pela plataforma xMAP 200, adquirindo 100 eventos independentes por pogo.
Por fim, a placa foi levada para a leitura da reacao por identificacdo dos c6digos
das microesferas e detec¢cdo da presenca do anticorpo secundario. A andlise dos
resultados foi realizada considerando os sinais da Intensidade Mediana de
Fluorescéncia (MFI) e do cddigo da microesfera acoplada no equipamento
Luminex 200® para avaliacdo de 100 eventos por poco.

[00221] As Figuras 6 a 10 mostram o desempenho individual dos
Antigenos 1 a 5, respectivamente, apresentados na forma de gréfico através da
normatizacdo obtida pelo indice de reatividade (IR). A linha pontilhada
representa o ponto de corte e a drea sombreada representa a zona cinza (cut off
+ 10%). A andlise dos resultados foi realizada considerando os sinais medianos
da imunofluorescéncia (MFI) e intervalo de confianca a 95%.

[00222] Nas Figuras 6 a 10, € possivel verificar o desempenho das

proteinas em diferentes condicdes de acoplamento e os dados referentes as
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andlises estatisticas a partir da curva ROC para diferentes condi¢des de

acoplamento dos Antigenos 1 a 5 sdo apresentados nas Tabelas 8-12.

Tabela 8: Parametros obtidos a partir do desempenho do Antigeno 1 para

avaliacdo das melhores condi¢des de acoplamento

Antigeno 1 (clone 4.7) - 15ug/mL
1 M Ureia 4 M Ureia PBS Carbo
pH74 pH 7.5 pH 7.4 pH 9.0
Area da Curva
ROC 0,9813 0,9971 0,9639 0,788
Cut off 117.3 361,5 104,5 44,63
Negativos 162 155 142 131
Negativos 165 165 165 165
verdadeiros
Positivos 20 23 2 16
Posmv‘os 23 23 23 23
verdadeiros
Falso positivo 3 10 23 34
Sensibilidade
(100%) 86,96 100 95,65 69,57
Especificidade
(100%) 98,18 94,55 83,64 77,58
95% 1C (%) 0,9573-1,005 0,9918-1,002 0,9337-0,9941 | 0,6951-0,8809
p value < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

Tabela 9: Parametros obtidos a partir do desempenho do Antigeno 2 para

avaliacdo das melhores condi¢des de acoplamento

Antigeno 2 (clone 4.11) — 7,5pug/mL e 15ug/mL

1M Ureia 4M Ureia PBS Carbo
pH 7.4 pH 7.5 pH 7.4 pH 9.0
7,5 ug/mL | Area da Curva 0,9752 0,9971 0,9669 0,9665
15 pg/mL ROC 0,9391 0,9971 - -
7.5 pg/mL 400 500 520,5
Cut off
15 pg/mL 1000 - -
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TSugml | 163 163 163 160
egativos
15 pg/mL S 157 164 ] i
7,5 pg/mL Negativos 165 165 165 165
15 pg/mL verdadeiros 165 165 - -
7,5 pg/mL . 22 21 20 22
Positivos
15 pug/mL 19 22 - -
7,5 ug/mL Positivos 23 23 23 23
15 ug/mL verdadeiros 23 23 N )
7.5 ng/mL o 2 2 6 5
Falso positivo
15 pg/mL 8 1 - B,
7.5 pg/mL | Sensibilidade 95,65 95.65 86,96 95.15
15 ug/mL (100%) 82,61 95,65 - -
7,5 ug/mL | Egpecificidade 97,58 99,39 96.36 91,03
15 pg/mL (100%) 95,15 99,39 ’ -
7.5 pg/mL 0,9311- 0,9939- 0,9636- 0,9123-
15 pg/mL 1.o19 09971 0,9971 1,021
PRIC) 0,8735- 0,9965- ’ ’
1,005 1,002 ) )
7,5 ug/mL < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
p value
15 pug/mL < 0,001 < 0,001 - -

Tabela 10: Pardmetros obtidos a partir do desempenho do Antigeno 3 para

avaliacdo das melhores condi¢des de acoplamento

Antigeno 3 (clone 4.12) — 7,5pug/mL e 15ug/mL
1 M Ureia 4 M Ureia PBS Carbo
pH 7.4 pH 7.5 pH 7.4 pH 9.0
7.5 ug/mL | Area da Curva 1,000 1,000 0,9995 0,9997
15 pg/mL ROC - 1,000 0,9984 -
7,5 ug/mL 211 572,3 186.1 399
Cut off
15 pg/mL - 500 413 -
7,5 ug/mL Neeati 164 165 163 164
egativos
15 pg/mL 8 i 165 164 i
15 pg/mL verdadeiros , 165 163 -
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7,5 ug/mL . 23 23 23 22
Positivos

15 pg/mL - 23 22 -

7,5 ug/mL Positivos 23 23 23 23

15 pg/mL verdadeiros - 23 23 _

7.5 pg/mL 1 - - 1

He Falso positivo

15 pg/mL - - 1 -

7,5 ug/mL | Sensibilidade 100 100 100 100

15 ug/mL (100%) - 100 95,65 -

7,5 ug/mL | Egpecificidade 95,65 100 100 99,39

15 ug/mL (100%) - 100 98,79 -

7,5 ug/mL 1-1 -1 1-1 0,9989-

15 ug/mL 95% IC (%) ] 1 0,9954- 1,001
1.001 -

7.5 pg/mL < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

p value
15 pg/mL - < 0,001 < 0,001 -

Tabela 11: Pardmetros obtidos a partir do desempenho do Antigeno 4 para

avaliacdo das melhores condi¢des de acoplamento

Antigeno 4 (clone 4.13) — 7,5 pg/mL e 15 pg/mL

1 M Ureia 4 M Ureia PBS Carbo
pH7.4 pH7.5 pH 7.4 pH 9.0
7,5 ug/mL | Area da Curva 0,992 0,9995 1,000 1,000
15 ug/mL ROC - - 0,996 0,9886
7.5 pg/mL 138 299 130.,8 1549
Cut off
15 pg/mL - - 184.,5 76
7.5 pg/mL ‘ 163 164 165 165
15 pg/mL | egatives : . 156 165
7.5 pg/mL Negativos 165 165 165 165
15 ug/mL verdadeiros - 165 165 -
7.5 pg/mL 21 23 23 23
Positivos
15 pug/mL - - 22 21
7.5 pg/mL Positivos 23 23 23 23
15 ug/mL verdadeiros - 23 23 -
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7,5 ug/mL » 3 1 - _
Falso positivo

15 ug/mL - - 9 ;

7.5 pg/mL | Sensibilidade 95,65 100 100 100

15 ug/mL (100%) - - 100 95,83

7.5 pg/mL | Especificidade 97.58 99,39 100 100

15 pg/mL (100%) - - 93,90 96,96

7.5 ug/mL 0,9803- 0,9980- 1-1 o

95% IC (%) 1,005 1,001 0,9905-
15 pg/mL o 1L (% 1-1
- - 1.002
7.5 ng/mL < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
p value

15 pg/mL - - < 0,001 < 0,001

Tabela 12: Pardmetros obtidos a partir do desempenho do Antigeno 5 para

avaliacdo das melhores condi¢des de acoplamento

Antigeno 5 (clone 4.14) — 7,5pug/mL e 15ug/mL

1 M Ureia 4 M Ureia PBS Carbo
pH7.4 pH7.5 pH 7,4 pH 9.0
7,5 ug/mL | Area da Curva 0,9987 0,9995 0,9997 0,9913
15 ug/mL ROC - - 0,9976 0,9995
7,5 ug/mL 297 309.8 436,9 288
15 ug/mL Cut off i i 196 296,5
7,5 ug/mL , 164 163 164 165
t
15 pg/mL, | egatvos ; 163 164 ;
7,5 ug/mL Negativos 165 165 165 165
15 pg/mL verdadeiros - 165 165 -
7.5 pg/mL ) 22 22 23 22
15 ug/mlL Positivos ] 3 22 ]
7,5 ug/mL Positivos 23 23 23 23
15 pg/mL verdadeiros - 23 23 -
7.5 pg/mL . 1 2 1 -
15 ng/mL Falso positivo ) ] | ]
7,5 ug/mL | Sensibilidade 100 100 100 86,65
15 ug/mL (100%) - 100 95,65 -
7,5 ug/mL | Especificidade 95,76 98,18 99,39 100
15 ug/mL (100%) - 91,56 98,79 -
7155 ug//ml% 95% IC (%) 0,9961-1,001 | 0,9980-1,001 | 0,9989-1,001 0’19(7)32'
Hefm C - 0,998-1,001 | 0,9933-1,002 ’
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7.5 pg/mL value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
15 pug/mL p ; <0,001 <0,001 ;

7.3.3. Ensaios no Formato Multiplex

[00223] Em vista das condi¢cdes de acoplamento e concentracdo de
antigenos padronizadas pelos ensaios singleplex no LUMINEX, os antigenos
foram acoplados individualmente a um cddigo diferente de microesfera que
foram utilizados no mesmo poco, a0 mesmo tempo, para testar um tinico Soro.
Os ensaios foram realizados segundo o protocolo descrito acima, onde cada
poco recebeu 2.500 microesferas/codigo. A identificacdo dos codigos das
microesferas e a presenca da fluorescéncia do anticorpo secunddrio conjugado
a ficoeritrina foi realizada no equipamento LUMINEX.

[00224] Os ensaios no formato multiplex aplicaram as mesmas
combinacdes identificadas na Tabela 3.

[00225] Nos ensaios multiplexados, as andlises individuais dos
antigenos apresentaram real perda de sensibilidade em todos os experimentos.
Estes resultados foram esperados, uma vez que o ensaio multiplex trabalha com
a adicdo de um ntimero maior de antigenos (2.500/c6digo) dentro de um tnico
poco onde haviam os mesmos nimeros de anticorpos competindo por sitios
semelhantes.

[00226] Através do indice de reatividade e dos dados obtidos a partir dos
valores gerados pela curva ROC foi observado que as combinagdes 1, 3, e 4
apresentaram 100% de sensibilidade (Tabela 13 e Figura 11). A Figura 11
mostra Scatter plot para o IR dos soros para diferentes condicdes de
acoplamento. A linha pontilhada representa o ponto de corte e a d&rea sombreada
representa a zona cinza (cut off = 10%). A andlise dos resultados foi realizada
considerando os sinais medianos da imunofluorescéncia (MFI) e intervalo de
confianca a 95%. Os dados da andlise do controle foram obtidos a partir do
ensaio singleplex utilizando a proteina comercial quimérica ProSpec #HCV-

207.
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[00227] Dentre eles, os conjuntos de antigenos para as combinagdes 1 e
4 apresentaram 100% de sensibilidade e de especificidade. Entretanto, a
combinacdo 4 foi a que, claramente, apresentou a maior capacidade
discriminatdria entre os soros, com a maior distdncia entre as MFIs para os
soros negativos e positivos. Para esta combinacdo, o IR foi de até 140 vezes

maior que o IR obtido para os soros negativos. Este ensaio demonstrou também,

o menor desvio padrido para os soros negativos.

Tabela 13: Andlise dos ensaios no formato multiplex via LUMINEX

Ensaio LUMINEX em formato multiplex
Combl Comb2 Comb3 Comb4
Area da Curva ROC 1,000 0,998 0,9991 1,000
Cut off 410 200 150 50
Negativos 165 165 164 165
V?:dg:;ievi:zs 165 165 165 165
Positivos 23 22 23 23
Positivos verdadeiros 23 23 23 23
Falso positivo - 1 - -
Sensibilidade (%) 100 99,36 100 100
Especificidade (%) 100 100 99.36 100
95% 1C (%) 1-1 0,9786-1,000 | 0,997-1,001 1-1
p value < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

EXEMPLO 8: Analise da Relacao Sinal Ruido (SNR)

[00228]

Na avaliacdo do desempenho individual através da relacdo

sinal/ruido (SNR) para os antigenos no ensaio ELISA simples, fo1 demonstrado
que os maiores valores foram apresentados pelo Antigeno 3, com 23,6 vezes a
capacidade de separacdo dos soros positivos e negativos (Figura 12).

[00229] No ensaio LUMINEX singleplex, as relacdes sinal/ruido ou



WO 2020/082145 PCT/BR2019/050454
63

SNR demonstraram baixas performances para o Antigeno 1, com probabilidade
de positividade de 21,5. Estes valores foram superiores ao valor apresentado
para a proteina comercial ProSpec #HCV-207, cuja probabilidade de
positividade foi de 13 (Figura 13). A média dos sinais para os soros concordam
com os valores apresentados.

[00230] Para os demais antigenos, a probabilidade de positividade ou a
capacidade de separacdo entre os soros foi superior ao valor obtido para o
antigeno comercial. Dentre eles, os maiores valores alcangados foram para os
ensaios realizados com o Antigeno 4, que apresentou SNR de 652.5,
respectivamente (Figura 13).

[00231] Enquanto a capacidade de separacdo para o Antigeno 1 no
formato simples por ELISA foi a segunda mais baixa dentre os antigenos
testados, no formato combinado por ELISA este antigeno foi fundamental para
aumentar o desempenho e a probabilidade de positividade para a combinagdo
4 (Figura 14).

[00232] A Figura 15 mostra o grifico de barras onde a combinacdo 4
apresenta a maior capacidade de separacdo dentre a média dos sinais para as
amostras positivas e negativas, cuja probabilidade de positividade para esta
combinacdo foi de 1.053,7 vezes. De longe, este foi o melhor desempenho
alcancado na presente invencdo. Além disto, capacidades de separacdo para as
demais combinacdes no ensaio multiplex foram altas quando comparada a

performance do antigeno controle.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de compreender pelo

menos duas regides antigénicas do virus da hepatite C (HCV) selecionadas a
partir do grupo de regido do nucleocapsideo (NC) e regides ndo estruturais NS3,
NS4 e NSS.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de compreender a sequéncia de aminodcidos tendo pelo menos 90%
de identidade com qualquer uma das SEQID NOs: 1,3,5,7¢e 9.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado

pelo fato de consistir na sequéncia de aminodcidos de qualquer uma das SEQ
IDNOs: 1,3,5,7¢e09.

4. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 3, caracterizado pelo fato de ser para uso na triagem imunoldgica de Virus

da Hepatite C (HCV).

5. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que codifica o

polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4.

6. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizado por compreender a sequéncia de 4cidos nucleicos de qualquer
uma das SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 e 10 e suas degeneragdes.

7. Cassete de expressdo, caracterizado pelo fato de compreender

um polinucleotideo como definido na reivindicagdo 5 ou 6 operacionalmente
ligado a um promotor e a um terminador de transcri¢do.

8. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de compreender

um polinucleotideo como definido na reivindicagdo 5 ou 6 ou um cassete de
expressdo como definido na reivindicagdo 7.

9. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de compreender

um cassete de expressdo como definido na reivindicagdo 7 ou um vetor de
expressao como definido na reivindicagdo 8.

10. Método para produzir um polipeptideo, caracterizado pelo
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fato de que compreende:

(a) transformar uma célula hospedeira com o polinucleotideo
como definido na reivindicagdo 5 ou 6,

(b) cultivar dita célula para a producao do polipeptideo;

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

11. Composic¢do, caracterizada pelo fato de que compreende um

polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindica¢des 1 a 3 ou uma
combinacdo de dois ou mais polipeptideos como definidos em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 3.

12. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 11,

caracterizada pelo fato de ser utilizada na triagem imunolégica de HCV.

13. Kit para triagem imunolégica de HCV ou diagnostico de

hepatite C, caracterizado pelo fato de compreender pelo menos um polipeptideo

como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3 ou uma composi¢ao
como definida na reivindicag¢do 11 ou 12.

14. Kit de acordo com a reivindica¢do 13, caracterizado pelo

fato de compreender ainda um meio de detec¢do para detectar o complexo
antigeno-anticorpo.

15. Kit de acordo com a reivindicagcdo 13 ou 14, caracterizado

pelo fato de compreender ainda um controle de reacao.
16. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 13 a 15,

caracterizado pelo fato de ser desenvolvido para ensaios do tipo indireto.

17. Uso de pelo menos um polipeptideo como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, da composicdo como definida na
reivindicacdo 11 ou 12 ou do kit como definido em qualquer uma das

reivindicacdes 13 a 16, caracterizado pelo fato de ser para triagem imunolégica

de HCV ou para diagndstico de hepatite C.

18. Método para triagem imunoldgica do HCV, caracterizado
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pelo fato de compreender as etapas de:

(a) prover um ou mais polipeptideos como definidos em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 ou uma composi¢cdo como definida na
reivindicagdo 11 ou 12;

(b) contatar os ditos um ou mais peptideos ou a dita composi¢do
com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob condi¢des
suficientes para formagao de complexos anticorpo/antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adi¢ao de um meio de deteccao, capaz de gerar um sinal detectdvel na
presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

19. Método para diagndstico de hepatite C, caracterizado pelo

fato de compreender as etapas de:

(a) prover um ou mais polipeptideos como definidos em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4 ou uma composi¢cdo como definida na
reivindicagdo 11 ou 12;

(b) contatar os ditos um ou mais peptideos ou a dita composi¢do
com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob condi¢des
suficientes para formagao de complexos anticorpo/antigeno; e

(c) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
(b), pela adi¢ao de um meio de deteccao, capaz de gerar um sinal detectdvel na
presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

20. Uso ou métodos de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 17 a 19, caracterizado pelo fato de ser um imunoensaio do tipo

ELISA ou LUMINEX.

21. Uso ou métodos de acordo com a reivindicacdo 20,

caracterizado pelo fato de o imunoensaio ser em formato singleplex ou

multiplex.
22. Uso ou métodos de acordo com a reivindicacdo 21,

caracterizado pelo fato de o ensaio em formato multiplex compreender o uso
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combinado de pelo menos dois dos polipeptideos de SEQ ID NO: 1, 3,5,7 e 9.
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A Abstract, Example 1, claim framwork. 2,3,6,22
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18 November 2010 (2010-11-18)

A Abstract, Examples 1 to 3, Claim framework. 2,3,6,22
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A pages: 137-45. doi: 10.1016/0928-0197(96)00234-6. 2,3,6,22
Abstract, section "Materials and methods", Figure 2, Table 1.

X NJOUOM, R. ef al. Evaluation of core and NS4B synthetic peptide- 1,4,5,7 to 21
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2010. Vol. 49, No. 1, pages : 61-4. doi: 10.1016/j.jcv.2010.06.005.
Abstract, Table 1.

X GUPTA, E. er al. Hepatitis C virus: screening, diagnosis, and 1,4,5,7 to21
interpretation of laboratory assays. Asian J Transfus Sci. 2014. Vol.

A 8, No. 1, pages : 19-25. doi: 10.4103/0973-6247.126683. 2,3,6,22
Cited in the Description.
Abstract, section "detection anti-HCV" Table 3.

X CHIEN, D. Y. ef al. Use of a novel hepatitis C virus (HCV) major- 1,4,5,7 to 21
epitope chimeric polypeptide for diagnosis of HCV infection. J Clin

A Microbiol. 1999. Vol. 37, No. 5, pages : 1393-1397. PMCID: 2,3,6,22
PMC(C84783.
Abstract, section "Materials and methods", Figure 1, Table 1.
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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 polypeptides having immunogenic activity and containing at least
two antigenic regions of the hepatitis C virus (HCV) selected from among the nucleocapsid (NC)
region and the NS3, NS4 and NS5 non-structural regions. Said polypeptides are intended for
diagnosing hepatitis C, as well as for methods for the immunological screening of HCV. The claims
include claims relating to said polypeptides, as well as to a polynucleotide, an expression cassette, a
vector, a host cell, a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptides.

(continuation on next page)

1. X Asall required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. [:I 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.

X No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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CONTINUATION BOX Il

The technical feature common to claims 1 to 22 is the fact that they relate to polypeptides containing
at least two antigenic regions of the hepatitis C virus (HCV) selected from among the nucleocapsid
(NC) region and the NS3, NS4 and NS5 non-structural regions. However, this feature is already
known from the prior art, for example the work of FONSECA, B. P. et al (Development of a multiplex
bead-based assay for detection of hepatitis C virus. Clin Vaccine Immunol. 2011. Vol. 18, No. 5,
pages: 802-6. doi:10.1128/CV1.00265-10), which relates to the development of a bead-based
multiplex test for detecting HCV infection in serum samples (abstract). In this paper, different
antigens coupled to the beads are assessed, including one which is a fusion protein comprised of
immunodominant epitopes of the NC, NS3, NS4 and NS5 proteins of HCV (see the section entitled
“Materials and Methods” ).

Therefore, the common technical feature of claims 1 to 22 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 5 inventions, listed below:

- Invention 1: a polypeptide with at least 90% identity to SEQ ID NO: 1 (a fusion of NC, NS4 and
NS5 of genotype 3a), a polynucleotide, an expression cassette, a vector, a host cell, a method of
production, a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptide (claims 1 to 22 in
part);

- Invention 2: a polypeptide with at least 90% identity to SEQ ID NO: 3 (a fusion of NC and NS4 of
genotype 1b), a polynucleotide, an expression cassette, a vector, a host cell, a method of production,
a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptide (claims 1 to 22 in part);

- Invention 3: a polypeptide with at least 90% identity to SEQ ID NO: 5 (a fusion of NS3 and NS5 of
genotype 1b), a polynucleotide, an expression cassette, a vector, a host cell, a method of production,
a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptide (claims 1 to 22 in part);

- Invention 4: a polypeptide with at least 90% identity to SEQ ID NO: 7 (a fusion of NS3 and NS4 of
genotype 1b), a polynucleotide, an expression cassette, a vector, a host cell, a method of production,
a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptide (claims 1 to 22 in part);

- Invention 5: a polypeptide with at least 90% identity to SEQ ID NO: 9 (a fusion of NC and NS5 of
genotype 1b), a polynucleotide, an expression cassette, a vector, a host cell, a method of production,
a composition, a kit, and methods and uses relating to said polypeptide (claims 1 to 22 in part).

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)
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C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria*

Documentos citados, com indicagdo de partes relevantes, se apropriado

Relevante para as
reivindicagdes N°

A

BELD, M. ef al. Quantitative antibody responses to structural (Core)
and nonstructural (NS3, NS4, and NS5) hepatitis C virus proteins
among seroconverting injecting drug users: impact of epitope
variation and relationship to detection of HCV RNA in blood.
Hepatology. 1999. Vol. 29, No. 4, paginas:1288-98. doi;
10.1002/hep.510290442.

Figura 3.

WO 9637606 A1 ( WANG CHENG NAN [TW])
28 novembro 1996 (1996-11-28)
Resumo, quadro reivindicatorio.

la22

la22
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Quadro I Observacdes quando certas reivindicagcdes niio puderam ser objeto de pes quisa (Continuagio do ponto 2 da
primeira pigina)

Este relatério de pesquisa internacional nio foi formulado em relagdo a certas reivindicagdes, sob Artigo 17.2).a), pelas seguintes
razoes:

1. [] Reivindicagdes:

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

2. |:| Reivindicagdes:

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

3. |:| Reivindicagdes:

porque estas sdo reivindicacdes dependentes e nio estdo redigidas de acordo com a segunda e terceira frase da Regra
6.4.a).

Quadro Il  Observagdes por falta de unidade de invenciio (Continuaciio do ponto 3 da primeira pigina)

Esta Autoridade de pesquisa internacional encontrou multiplas invengdes neste depdsito internacional, a saber;

A presente invencao se refere a polipeptideos com atividade imunogénica e que compreendem pelo
menos duas regides antigénicas do virus da hepatite C (HCV) selecionadas dentre regido de nucleocapsideo (NC) e
regides nao estruturais NS3, NS4 e NS5. Tais polipeptideos destinam-se ao diagnéstico de hepatite C bem como a
métodos para triagem imunolégica de HCV. O quadro reivindicatério compreende reivindicacdes referentes a tais
polipeptideos, bem como a polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, composicio, Kit,
métodos e usos relacionados a tais polipeptideos. (continua em Quadro Suplementar)

1. como todas as taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este relatdrio de
pesquisa cobre todas as reivindicagdes pesquisdveis.

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

3. |:| como somente algumas das taxas requeridas para pesquisas adicionais foram pagas pelo depositante dentro do prazo, este

relatoério de pesquisa internacional cobre somente aquelas reivindicagdes cujas taxas foram pagas, especificamente as
reivindicacgoes:

4. [ as taxas de pesquisas adicionais requeridas niio foram pagas dentro do prazo pelo depositante. Consequentemente, este

relatorio de pesquisa internacional se limita a invencdo mencionada primeiramente nas reivindicagées, na qual € coberta
pelas reivindicacgdes:

Observagoes da reclamaciio |:| as taxas adicionais para pesquisas foram acompanhadas pela reclamacio do
depositante e, se for o caso, pelo pagamento da taxa de reclamagéo.

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

P o pagamento de pesquisas adicionais nfo acompanha nenhuma reclamagdo.
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Quadro Suplementar

No caso do espa¢o em qualquer quadro precedente nao for suficiente.
Continuagdo de: Quadro III

A caracteristica técnica em comum as reivindicacdes 1 a 22 é o fato de se referirem a polipeptideos
compreendendo pelo menos duas regides antigénicas do HCV selecionadas dentre as regides de nucleocapsideo
(NC) e regides nao-estruturais NS3, NS4 e NS5. Entretanto, tal caracteristica ja era conhecida do estado da técnica.
A titulo ilustrativo pode-se citar o trabalho de FONSECA, B. P. et al. (Development of a multiplex bead-based assay
for detection of hepatitis C virus. Clin Vaccine Immunol. 2011. Vol. 18, No. 5, paginas. 802-6. doi:
10.1128/CVI1.00265-10), que se refere ao desenvolvimento de um ensaio multiplex baseado em beads para a
deteccio de infeccdo por HCV em amostras de soro (resumo). Nesse estudo, foram avaliados diferentes antigenos
ligados aos beads, incluindo um que se trata de uma proteina de fusdo compreendendo os epitopos
imunodominantes das proteinas NC, NS3, NS4 e NS5 de HCV (secéo “Materiais e Métodos”).

Desse modo, a caracteristica técnica em comum entre as reivindicacbes 1 a 22 do presente depdsito
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 invencdes interligadas de modo a constituir um
Unico conceito inventivo, estando, desse modo, em desacordo com a Regra 13 do PCT. A matéria reivindicada pode
ser agrupada em 5 invences, abaixo listadas:

* Invencéao 1: polipeptideo com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n® 1 (fusdo de NC, NS4 e NS5
do genétipo 3a), polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, método de producio,
composicio, kit, métodos e usos relacionados a tal polipeptideo (reivindicacdes 1 a 22, parcialmente);

* Invencao 2: polipeptideo com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n® 3 (fusdo de NC e NS4 do
gendtipo 1b), polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, método de producéo,
composicio, kit, métodos e usos relacionados a tal polipeptideo (reivindicacdes 1 a 22, parcialmente);

« Invencao 3. polipeptideo com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n° 5 (fusdo de NS3 e NS5 do
gendtipo 1b), polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, método de producéo,
composicio, kit, métodos e usos relacionados a tal polipeptideo (reivindicacdes 1 a 22, parcialmente);

* Invencéao 4. polipeptideo com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n° 7 (fusdo de NS3 e NS4 do
gendtipo 1b), polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, método de producéo,
composicio, kit, métodos e usos relacionados a tal polipeptideo (reivindicacdes 1 a 22, parcialmente);

* Invencéao 5: polipeptideo com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID n® 9 (fusdo de NC e NS5 do
gendtipo 1b), polinucleotideo, cassete de expressdo, vetor, célula hospedeira, método de producéo,
composicio, kit, métodos e usos relacionados a tal polipeptideo (reivindicacdes 1 a 22, parcialmente).
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