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Resumo

RESUMO

O virus da hepatite C (VHC) é um virus envelopado com cerca de 50 a 70 nm de diametro, fita
positiva de RNA e pertence ao género do Hepacivirus e a familia Flaviridae. A deteccdo e
guantificacdo do antigeno do core, proteina do nucleocapsideo do VHC tem obtido sucesso em
muitos ensaios, sendo considerado um marcador da replicacdo viral, por apresentar uma
sequencia de aminoacidos altamente conservada, o que lhe confere alta sensibilidade e
especificidade. A proteina E2 é uma glicoproteina de envelope do VHC com 11 sitios de
glicosilagdo e a maioria deles estdo bem conservados, tornando-a um alvo antigénico. O
objetivo deste estudo foi o de desenvolver métodos diagnésticos para o VHC de alta
sensibilidade, baixo custo e que pudessem ser utilizados na triagem soroldgica. As regides
genbmicas que codificam as proteinas core (parcial 136 aa) e E2 do VHC foram expressas em
E. coli da linhagem Rosetta e clonadas no vetor de expressdo pET-42a e induzidas por IPTG
0,4mM, produzindo proteinas recombinantes fusionadas a proteina GST (glutationa S-
transferase), que foram entéo purificadas por cromatografia de afinidade. A imunorreatividade
foi avaliada por Western Blot, Slot Blot e os métodos diagnésticos (ensaio imunoenzimatico
(ELISA) de captura, indireto, imunoblotting e imunocromatografico) desenvolvidos e
aprimorados. Os métodos desenvolvidos foram mais sensiveis e especificos utilizando a

mistura das proteinas recombinantes fusionadas a GST (core + E2).

Palavras Chaves:
Virus Hepatite C, proteina core-GST, proteina E2-GST, ELISA captura, ELISA indireto,

imunoblotting, imunocromatografico



Abstract

ABSTRACT

The hepatitis C virus (HCV) is an enveloped virus of about 50 to 70 nm in diameter, positive
strand RNA, and belongs to the genus Hepacivirus and the family Flaviridae. The detection and
guantification of the core antigen, HCV nucleocapsid protein, has been successful in many trials
and is considered a marker of viral replication, since it presents a sequence of highly conserved
amino acids, giving it high sensitivity and specificity. The E2 protein is an envelope glycoprotein
of HCV with 11 glycosylation sites, most of these well-conserved, making it a target antigen.
The aim of this study was to develop high sensitivity, low cost diagnostic methods for HCV which
could be used for serological screening. The genomic regions encoding the core (part 136 aa)
and E2 proteins of HCV were expressed in E. coli Rosetta strain, cloned in expression vector
pET-42a, and induced with 0.4 mM IPTG, producing recombinant proteins fused to GST protein
(glutathione S-transferase), which were then purified by affinity chromatography. The
immunoreactivity was assessed by Western blot, Slot Blot and the developed and improved
diagnostic methods (enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) capture and indirect,
immunoblotting and immunochromatographic). The methods developed were more sensitive and

specific using the mixture of the recombinant proteins fused to GST (core + E2).

Keywords:

Hepatitis C virus, GST-core protein, GST-E2 protein, capture ELISA, indirect ELISA,

immunoblotting, immunochromatographic
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1. INTRODUCAO
1.1. Agente etioldgico

O virus da hepatite C (VHC) é um virus RNA da familia Flaviviridae, foi
inicialmente isolado no soro de uma pessoa com hepatite ndo-A e ndo-B, por CHOO et
al., 1989. Em 1992, foi desenvolvido o primeiro teste para identificacdo do anticorpo
contra o VHC (anti-VHC), proporcionando maior seguranca em transfusdes sanguineas
(LAUER, WALKER, 2001).

E um virus envelopado com cerca de 50 a 70 nm de didmetro, fita positiva de
RNA e pertence ao género do Hepacivirus e a familia Flaviridae (CHOO et al., 1989;
KATO et al.,1990; LINDENBACH, RICE, 2001).

Seu genoma € constituido por uma fita simples positiva de RNA de
aproximadamente 9500 nucleotideos e exibe uma significante variabilidade genética,
como resultado de mutacbes espontaneas que ocorrem durante a replicacdo viral
(TAYLOR et al.,, 2000). As regides 5 e 3-UTR flanqueiam uma Unica sequencia
codificadora conhecida como ORF (Open Reading Frame) (TAYLOR et al., 2000) que
codifica uma poliproteina precursora de aproximadamente 3010 residuos de
aminoacidos que € clivada via mecanismos de sinalizacdo do hospedeiro e proteases
virais, gerando cerca de 10 diferentes proteinas estruturais (core, E1 e E2) e nao
estruturais (NS2, NS3A,NS3B, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) aléem da proteina
P7(ENCKE et al., 1998; BARTENSCHLAGER, LOHMANN, 2000; PENIN et al., 2004),
todas essenciais para a infectividade e com diferentes fungbes (CHOO et al., 1989;

LINDENBACH, RICE, 2005) como demonstra a Figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica da organizagdo gendmica do VHC.
(http://depts.washington.edu/galelab/hep c.html).

A regido estrutural consiste de trés genes: o core (codifica proteinas do
nucleocapsideo), o E1 e o E2 (que codificam proteinas do envelope) (STADHOUDERS
e COOREMAN, 1997). O core é uma proteina fortemente béasica, sendo o principal
constituinte do nucleocapsideo e, além disso, parece estar associada a diversas
funcdes, como modulacao da transcricdo génica, proliferacdo, morte sinalizagéo celular,
podendo interferir com metabolismo lipidico e suprimir a resposta imune do hospedeiro
via mecanismos ainda ndo conhecidos (McLAUCHLAN, 2000; LAl e WARE, 2000;
KATO, 2000). Estudos demonstram que as duas glicoproteinas de envelope (E1 e E2)
apresentam funcéo fundamental em diferentes etapas do ciclo de replicacdo do VHC,
atuando de forma essencial para entrada, ligagéo ao receptor e fusdo com a membrana
da célula hospedeira (BARTENSCHLAGER e LOHMANN, 2000; BARTOSCH et al.,
2003). A proteina de envelope E2 apresenta regides de extrema hipervariabilidade
(HVR1 e HVR2) que dentre suas fungdes facilitam a evasao do sistema imune (KATO et
al., 2001).

A regido nao estrutural da poliproteina consiste de dominios (NS2 — NS5) que
codificam proteinas com atividade enzimatica, ou seja, as enzimas RNA polimerase
RNA-dependente, replicase/helicase, serina  protease e  metaloprotease

(STADHOUDERS et al., 1997). A NS2 e o dominio amino-terminal do NS3 constituem a
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protease NS2-3 que catalisa a clivagem do sitio NS2-NS3 (BARTENSCHLAGER,
LOHMANN, 2000). A NS3 é uma molécula bifuncional: possui uma extremidade amino-
terminal, uma serina protease e na carboxi-terminal atividades nucleotideo-trifosfatase
(NTPase) e helicase, essenciais para traducao e replicacdo do VHC (BISCEGLIE, 1999;
TAYLOR et al., 2000; BARTENSCHLAGER, LOHMANN, 2000). A NS4A é uma proteina
gque atua como cofator, formando um complexo estavel com a NS3. Esse complexo é
requerido para eficiente processamento das proteinas da regido NS (LANDRO et al.,
1997). A proteina NS4B é altamente hidrofobica e sua funcdo ainda € desconhecida. A
NS5A é altamente fosforilada nos residuos serina da regido central (TANJI et al., 1995),
sua func¢éo no ciclo viral do VHC ainda néo esta bem conhecida, porém alguns estudos
revelam a associacdo entre os aminoacidos 2209 a 2248 e a sensibilidade ou
resisténcia ao interferon (IFN), podendo essa regido ser utilizada para se estabelecer
um prognéstico a terapia (ENOMOTO et al., 1996). A NS5B foi identificada como RNA
polimerase dependente de RNA (LOHMANN et al., 1997; YAMASHITA et al., 1998).

O processo de replicagdo do VHC ocorre no citoplasma do hepatdécito e néo é
diretamente citopético. Sua taxa de replicacdo pode ser bastante elevada, variando
entre 10%° a 102 virions por dia, com meia-vida viral estimada de 2 a 3 horas
(NEUMANN, et al., 1998).

O VHC é classificado em seis principais genotipos (designados de 1 a 6),
diversos subtipos e cerca de 100 diferentes cepas, com base na heterogeneidade da
sequéncia gendbmica (BUKH et al., 1995). Os genotipos 1, 2 e 3 tém distribuicédo
mundial: entre eles, os gendtipos 1a e 1b sdo os mais comuns, representando 60% das

infeccbes no mundo (GLOBAL, 1999). No Brasil, sdo encontrados, principalmente, os
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genadtipos la, 1b, 2a, 2b e 3, com predominancia do gendtipo 1 (CAMPIOTTO et al.,
2005; FOCACCIA et al., 2004).

As frequentes mutacbes espontaneas do VHC que ocorrem durante a
replicacdo viral e 0os numerosos subtipos virais sdo alguns dos obstaculos para o
desenvolvimento de uma vacina eficaz (BUKH et al.,1995).

Estudos recentes em modelos pré-clinicos e em pacientes infectados com o
VHC demonstram que o virus tem desenvolvido multiplas estratégias para “escapar” da
resposta imune do hospedeiro, incluindo evasdo dos anticorpos neutralizantes e
disseminacao viral por transmissao célula-célula (ZEISEL et al., 2010). Embora o VHC
induza a producdo de anticorpos e a resposta de células T, € capaz de se evadir do
sistema imune e em 85% dos casos tornando o individuo cronicamente infectado
(BURKE, COX, 2010). Hoje diversos grupos de pesquisa baseiam-se nestes
mecanismos de invasdo e evasao viral para desenvolver novas estratégias anti-virais

preventivas e terapéuticas para a Hepatite C (ZEISEL et al., 2010).

1.2. Epidemiologia da infecgéo pelo VHC

Desde a descoberta do HVC, em 1989 por Choo e col, a hepatite C passou a
ganhar especial relevancia entre as causas de doenca hepética crénica no mundo
(MARTINS et al., 2011). Os diferentes cenarios epidemiologicos e os fatores associados
a infeccdo advém, em grande medida, de estudos de soroprevaléncia realizados com
doadores de sangue, populacbes especificas, estudos-sentinela e, menos
frequentemente, de pesquisas de base populacional. Na auséncia destes, médias
ponderadas tém sido empregadas para estimar a prevaléncia da hepatite C e subsidiar

acOes de prevencao e controle.
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Estima-se que aproximadamente 3% da populacdo mundial estejam
infectados pelo virus da hepatite C (VHC), o que representa cerca de 180 milhdes de
individuos com infeccéo crénica e sob risco de desenvolver as complicacdes da doenca
(WHO, 2012). De acordo com a OMS, o Brasil € considerado um pais de endemicidade
intermediaria para hepatite C, com prevaléncia da infeccdo situada entre 2,5% e 10%
(WHO, 2012). Entretanto, estudos de base populacional e com doadores de sangue
revelam prevaléncias inferiores as estimadas, colocando o Brasil como de baixa
endemicidade. Um estudo de base populacional, realizado apenas na cidade de Sao
Paulo, revelou 1,42% (1C95% 0,70-2,12) de portadores de anti-VHC (Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Viral C e Coinfeccbes, 2011).

De acordo com dados do Boletim Epidemiolégico de Hepatites Virais
(BRASIL, 2012), os casos confirmados de hepatite C, entre 1999 e 2011, registrados no
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan), perfazem um total de
82.041. Em relacdo ao género, foram confirmados 49.291 casos de hepatite C no sexo
masculino e 32.734 casos no sexo feminino, com razdo de sexos (M:F) evoluindo de
2,2:1 em 1999 para 1,5:1 em 2011.

Em relacdo a provavel via de transmissdo dos casos notificados, observa-se
que as maiores propor¢cdes de casos estao relacionadas ao uso de drogas (30%), a
transfusdo de sangue e/ou hemoderivados (27,3%) e a transmissdo sexual (16,8%),
com elevado percentual de ignorados (43%).

Diante do exposto, ressalta-se que a reunido dos estudos epidemioldgicos e
os dados dos sistemas de informagéo devem ser utilizados na compreensé&o do cenario
de ocorréncia da hepatite C no pais, subsidiando a elaboracdo de intervencdes

individuais e coletivas com a finalidade de reduzir a infec¢do na populacao.
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1.3. Transmisséo e fatores de riscos

A transmissdo do VHC ocorre pelo contato com sangue infectado em virtude
de exposicado percutanea, transfusdo de sangue e/ou hemoderivados e transplantes de
doadores infectados. Atualmente, destacam-se como importantes formas de
transmissdo do VHC o compartilhamento de equipamentos para uso de drogas,
confeccdo de tatuagens e colocacéo de piercing, além de objetos de uso pessoal, tais
como laminas de barbear ou depilar, escovas de dente e instrumentos para
pedicure/manicure.

O VHC é transmitido de forma menos eficiente por exposicdo de mucosas ou
contato com fluidos corporais. A transmissdo sexual ocorre principalmente em pessoas
com multiplas parcerias e com praticas sexuais desprotegidas. A coexisténcia de
alguma doenca sexualmente transmissivel (DST), incluindo o HIV, constitui relevante
facilitador para a transmisséo (VHPB, 2005).

A transmissdao vertical do VHC é menos frequente quando comparada a da
hepatite B e ocorre em cerca de 5% dos bebés nascidos de mées portadoras do VHC
com carga viral elevada. O risco de transmissdo é aproximadamente quatro vezes
maior em criangas nascidas de mulheres coinfectadas com VHC e HIV (BRASIL, 2008).

Segundo a OMS 2011, o aconselhamento € uma das principais medidas de
reducdo de riscos e tem entre seus objetivos fornecer informacfes atualizadas ao
paciente, utilizando linguagem acessivel. Permite o reconhecimento de vulnerabilidades
individuais e sociais, proporciona apoio emocional e avalia a capacidade do paciente
em aderir ao tratamento e as medidas de prevencao, além de estabelecer estratégias

individualizadas para reforcar praticas de prevencao.
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1.4. Diagndstico

O diagnostico laboratorial da infeccdo pelo VHC consiste em testes
sorologicos para a deteccdo de anticorpos anti-VHC e testes moleculares, que
detectam e quantificam o RNA do virus da hepatite C (RNA-VHC). Também podem ser
realizados exames complementares, tais como biopsia do figado e dosagens

enzimaticas.

1.4.1. Testes Sorolbégicos

A técnica de ELISA, por ser um método de facil execucdo € muito utilizada
para deteccdo de anticorpos anti-VHC no plasma ou no soro como triagem em bancos
de sangue e também em laboratério de analises clinicas. Este método chega a atingir
uma sensibilidade de até 97%, porém serve apenas para indicar exposicao prévia ao
virus e tem a desvantagem de resultados falso positivos, devido a ligacdes
inespecificas entre imunoglobulinas presentes no soro ou plasma e contaminantes das
preparacdes antigénicas dos kits ou regibes ndo especificas dos antigenos
recombinantes. Resultados falso negativos também ocorrem quando o diagnéstico é
realizado no periodo de janela imunolégica ou em casos de imunossupressao e
imunodeficiéncia, em virtude da diminuicdo ou auséncia da producdo de anticorpos.
Nesses casos, 0 diagnostico devera ser realizado por meio de testes moleculares
(BATTS, LUDWIG, 1995).

Para complementar o diagnostico soroldgico e avaliar possiveis resultados
falso-positivos do teste ELISA, pode ser utilizada modificacdes da técnica de Western
Blot, como o RIBA (Imuno-blot recombinante) também para a deteccdo de anticorpos.

Neste caso, a especificidade é alta, porém a sensibilidade é mais baixa que no teste
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ELISA. No entanto, com um teste RIBA positivo, € confirmada a reatividade anti-VHC
especifica. Porém sendo estes testes indeterminados ou negativos, com o teste ELISA
inicialmente positivo, surge um problema, pois o paciente pode estar num periodo antes
da soroconversdo ou ainda, ndo possuir uma resposta suficiente de anticorpos, como
por exemplo em pacientes transplantados. Por este motivo, estes testes tém tido
indicacdes cada vez mais limitadas na pratica clinica. Atualmente, frente a um resultado
de anti-VHC positivo por ELISA, a avaliacdo custo beneficio do fluxograma sugere a
realizacdo da pesquisa do RNA-VHC qualitativa (PCR-HCV qualitativo), pois este

comprova a presenca de viremia atual, confirmando a infeccdo (AC&T CIENTIFICA®).

1.4.2. Testes moleculares
- Testes de deteccédo de acidos nucleicos

Séo testes de amplificacdo de acidos nucleicos, denominados VHC-RNA, que
permitem detectar o RNA viral de todos os gendétipos e subtipos descritos do VHC.
Esses testes podem ser qualitativos, quando apenas detectam a presenca do RNA
viral, ou quantitativos, quando quantificam o RNA viral (NAINAN, et al., 2006). Servem
para confirmar o diagndstico da hepatite C, para caracterizar transmissado vertical,
acidentes com materiais bioldgicos e avaliar a resposta virologica.

As técnicas mais empregadas para esta finalidade séo: reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), PCR em tempo real (RT-PCR), amplificacdo mediada por transcricao
(TMA) e DNA ramificado (b-DNA). Aléem da deteccdo e da quantificagcdo do genoma
viral, pode-se realizar ainda a sua caracterizacdo, o que permite a classificacdo dos
diferentes gendtipos e subtipos do VHC (AC&T CIENTIFICA®). A mais recente

metodologia aplicada na triagem de doadores de sangue é a metodologia NAT (Nucleic
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Acid Amplification Test). O teste NAT utiliza a técnica de biologia molecular chamada
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para amplificar e detectar o RNA 8 viral
presente no plasma do individuo infectado, sendo assim mais sensivel que o teste
sorologico, visto que pequenos niveis de RNA viral podem ser detectados logo no
inicio da infeccéo, reduzindo o periodo da janela imunolégica (Dodd et al, 2002 e
Kucirka et al, 2011). A metodologia NAT é capaz de detectar mais de um tipo de RNA
viral na mesma reacado e é obrigatéria para a triagem de doadores de sangue em varios
paises. Alguns kits utilizados para esse diagndéstico sdo capazes de detectar dois virus

HIV e HCV e outros podem detectar simultaneamente os virus HBV, HCV e HIV.

- Teste de genotipagem

O exame de genotipagem do VHC utiliza testes moleculares baseados em
amplificacdo do RNA viral, capazes de identificar os diversos genétipos, subtipos e
populac6es mistas do VHC. A caracterizacdo genotipica complementa a avaliacdo
clinico-laboratorial na definicdo da estratégia de tratamento da hepatite cronica

(GERMER et al.,1999).

1.4.3. Exames complementares
- Biopsia hepatica

E um procedimento invasivo, que na maior parte das situacbes € essencial
para estadiamento da hepatite crbnica e para definicdo da necessidade de tratamento
(SCHEUER et al., 1991). A hepatite C aguda caracteriza-se pela presenca
predominante das alteracdes necroinflamatorias no parénquima, em contraposicdo com

a hepatite crénica, na qual a inflamacdo é predominantemente portal (BEDOSSA,
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POYNARD, 1996). O diagndstico histologico da hepatite C crbnica baseia-se na
presenca de infiltrado inflamatorio portal predominantemente linfocitario, geralmente
com numero variavel de plasmacitos e histiocitos, acompanhada por grau variavel de
atividade periportal (atividade de interface ou necrose em saca-bocados), atividade

parenquimatosa (lobular) e fibrose (ISHAK, et al., 1995).

- Aminotransferases (transaminases)

A aspartato aminotransferase (AST/TGO) e a alanino aminotransferase
(ALT/TGP) sado marcadores de agressao hepatocelular. Na forma aguda, principalmente
a ALT/TGP pode atingir valores até 25 a 100 vezes acima do normal, embora alguns
pacientes apresentem niveis bem mais baixos. Na forma crénica, na maioria das vezes,
elas ndo ultrapassam quinze vezes o valor normal; em individuos assintomaticos, pode

ser o0 unico exame laboratorial sugestivo de dano hepatico (BRASIL, 2009).

- Bilirrubinas
Pode haver aumento tanto da fracdo ndo conjugada (indireta) quanto da
conjugada (direta), sendo predominante esta Ultima. Pode ser detectada precocemente

na urina e antes mesmo do surgimento da ictericia (BRASIL, 2009).

- Proteinas séricas
Normalmente, ndo se alteram nas formas agudas. Nas hepatites cronicas e

cirrose, a albumina apresenta diminuigdo acentuada e progressiva (BRASIL, 2009).
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- Fosfatase alcalina
Pouco se altera, exceto nas formas colestaticas, quando se apresenta em

niveis elevados (BRASIL, 2009).

- Gama-glutamiltransferase (GGT)

E a enzima mais relacionada aos fendbmenos colestaticos. Ocorre elevacgao

discreta, exceto nas formas colestaticas (BRASIL, 2009).

- Atividade de protrombina
Essa prova sofre pouca alteracdo na forma aguda. Na forma crbnica, o
aumento do tempo de protrombina indica deterioracdo da funcdo hepatica (BRASIL,

2009).

- Alfafetoproteina

De forma geral, sua presenca em valores elevados ou progressivamente
crescentes em pacientes portadores de hepatite cronica indica o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular (CHC), sendo por isso utilizada para screening do mesmo

(BRASIL, 2009).

- Hemograma
A leucopenia é habitual na forma aguda; entretanto, muitos casos cursam
sem alteracdo no leucograma. A plaguetopenia pode ocorrer na infeccdo crbnica

(BRASIL, 2009).
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1.5. Tratamento da Hepatite viral C

O tratamento na fase aguda da infeccéo pelo VHC tem como objetivo reduzir
0 risco de progressdo para hepatite crénica (WEDEMEYER et al., 2004). A deteccao
precoce da infeccdo aguda, sintomatica ou ndo, vem sendo considerada uma
importante medida de controle do VHC, a ser incorporada na pratica clinica (COREY et
al., 2002). O inicio tardio da terapia associa-se a menor resposta viroldgica sustentada
(RVS). Quando a infeccéo € tratada precocemente, as taxas de RVS alcancam valores
superiores a 80% e, em algumas situacoes, préximos de 98% (WEDEMEYER, MANNS,
2002).

O tratamento na fase cronica tem como objetivo controlar a progressao da
doenca hepética por meio da inibicdo da replicacdo viral. De forma geral, a reducéo da
atividade inflamatoria impede a evolucdo para cirrose e carcinoma hepatocelular
(REDDY et al., 2001).

Véarios esquemas terapéuticos tém sido propostos e avaliados para o
tratamento da hepatite C, independente do gendtipo viral (POYNARD et al., 2002).

- monoterapia com interferon (IFN) convencional alfa-2a ou alfa-2b, em dose diaria de
inducgéo por via subcutanea.

- IFN convencional alfa-2a ou alfa-2b, 3 vezes por semana, associado a ribavirina (RBV)
por via oral.

N&o existe nenhuma medida especifica eficaz para a reducdo do risco de
infeccéo pelo virus da hepatite C apds exposi¢cado ocupacional. A Unica forma de reduzir

0 risco € a prevencao do proprio acidente.
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1.6. Perspectivas da utilizacdo das proteinas core e E2 na detec¢do do virus da
hepatite C (VHC)

A proteina core é formada por uma estrutura a-helicoidal que apresenta uma
sequéncia de aminoacidos altamente conservada entre os diferentes isolados do VHC
sendo utilizada como importante alvo antigénico em varios testes diagnosticos
comerciais para a deteccao de anticorpos anti-VHC (KATO et al., 1990; OKAMOTO et
al., 1990; CHOO et al., 1991). E altamente antigénica, induz resposta celular e humoral
especifica e provavelmente, desempenha um papel fundamental na patogénese da
infeccdo por VHC (LAI, WARE, 2000; NELSON et al., 1997). A deteccéo e quantificacao
do antigeno core, proteina de nucleocapsideo do VHC, tem obtido sucesso em muitos
ensaios, sendo considerado um especifico marcador da replicacéo viral, apresentando
alta sensibilidade (JOLIVET-REYNAUD et al., 1998; LOPES et al., 2000; PETERSON et
al., 2000; BOUVIER-ALIAS et al., 2002). A deteccdo da proteina core-VHC, em
individuos sob tratamento com interferon-alfa e ribavirina, tem sido atil no
monitoramento da eficacia de protocolos terapéuticos (BOUVIER-ALIAS et al., 2002;
MAYNARD et al., 2003).

A proteina E2 € uma glicoproteina de envelope do VHC e apresenta um
ectodominio na regido N-terminal e um dominio transmembrana na regido C-terminal.
Esta proteina possui 11 sitios de glicosilagdo e a maioria deles estdo bem conservados,
dessa forma, torna-se um bom alvo para o desenvolvimento de moléculas antivirais e
também um alvo antigénico (FABIANI, 2007). E responsavel pela ligacdo do virus na
célula alvo e os anticorpos para esta regiao sédo neutralizantes (SABO et al., 2011). A
proteina E2 vem sendo considerada como a principal candidata para uma vacina anti-

VHC ja que ja foi observada a producgéo de anticorpos anti-E2 neutralizantes do virus e
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anticorpos especificos para epitopos da regido HVR1 inibindo a ligacdo da E2 as
células bloqueando assim a infectividade do VHC tanto in vivo como in vitro
(BARTOSCH, COSSET, 2006; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al. 2009).

Fundamentado na importancia do desenvolvimento de um teste rapido, direto
e indireto, especifico para determinacdo da infeccdo pelo VHC, considerando as
limitacbes dos testes ELISA e biologia molecular, realizamos a pesquisa para o
desenvolvimento de um método imunocromatografico que venha auxiliar tanto o
diagnéstico da infeccdo aguda (pesquisa de antigenos circulantes e anticorpos) como
no seguimento clinico-laboratorial do estadiamento crénico; podendo ser usado em
laboratorios Clinicos ou triagem de doadores de sangue/componentes, clinicas,
unidades béasicas de saude, servico de atendimento especializado-SAE, hospitais e
centro de testagem e acolhimento-CTA.

Considerando-se que:

1) O mercado nacional ndo disponibiliza nenhum  método
imunocromatogréafico com deteccéo conjunta de antigenos (core e E2) e anticorpos;

2) Os reagentes produzidos durante o desenvolvimento desta técnica para
diagnéstico (Ex: conjugado-ouro coloidal e/ou micro-esferas de latex coloridas e
anticorpos monoclonais) também poderdo ser comercializados, uma vez que estes
produtos ndo sao disponiveis em empresas brasileiras;

3) O método proposto sera mais adequado a realidade brasileira, pois tera
tecnologia nacional, podendo reduzir custos em relagéo a reagentes importados e sera
padronizado a partir de virus que circulam no Brasil, favorecendo aumento da

especificidade e sensibilidade para triagem e diagnostico no pais.
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Desta forma, esta pesquisa envolve uma nova tecnologia, utilizando as
fragcbes antigénicas (core e E2) do VHC, o que confere uma alta sensibilidade e
especificidade podendo ser aplicado no monitoramento de pacientes em hemodialise,
em trabalhadores da area da saude expostos aos acidentes ocupacionais com
pacientes infectados pelo VHC, onde ha a preocupacdo de uma deteccao precoce, em

Laboratérios Clinicos, unidades basicas de saude e hospitais.

1.7. Teste Imunocromatografico (teste rapido)

Os testes de diagndstico rapido tém sido fabricados em grande escala nos
altimos anos e se tornaram bastante aceitos para o uso no diagndstico e triagem de
doencas infecciosas, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (LIN et
al., 2008).

Um teste rapido pode ser definido como um ensaio simples e barato, baseado
em membrana, que prové evidéncia visual da presenca de um analito em uma amostra
liquida, podendo ser finalizado em alguns minutos (CHANDLER, GURMIN, ROBINSON,
2000).

Também chamado de ensaio da fita ou de fluxo lateral, a técnica utiliza as
propriedades da reacao antigeno-anticorpo para a rapida deteccdo do analito (JIN et al.,
2005).

Normalmente, a fase estacionaria € constituida de um anticorpo ou antigeno
guimicamente ligado a um suporte. A passagem da amostra contendo analitos, que
sejam antigenos ou anticorpos da fase estacionaria, ou vice versa, permite que haja
uma associagcdo antigeno-anticorpo, funcionando como uma extracdo por fase solida

(AQUINO NETO e NUNES, 2003).
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Na fase mével um ligante fixado na matriz sélida interage com um analito de
natureza biolégica como anticorpos, enzimas e receptores. Essa ligacdo pode ser por
simples complexacéo, pela formacéo de ligacdes covalentes, pela associacdo enzima
substrato ou pela formacédo de estruturas terciarias (AQUINO NETO e NUNES, 2003).

Neste tipo de ensaio, a amostra biolégica migra como um liquido através da
superficie de uma membrana de nitrocelulose que € o substrato base ou transportador
do teste rapido por acéo de capilaridade do meio (VAN DEN BROCK et al., 2006).

Para a maioria dos testes de fluxo lateral, dois tipos de particulas tém sido
comumente usados como marcadores para formar o sinal visual, latex e o ouro coloidal,
sendo que as nanoparticulas de ouro, menores que as de latex, tem sido as mais
escolhidas para o desenvolvimento da maioria dos ensaios de imunocromatografia
(CARNEY, et al., 2006).

A area do conjugado contém particulas de ouro coloidal que formam o sinal
visual, adsorvidas com antigeno ou anticorpo especifico para o analito que esta sendo
pesquisado. A area do conjugado, contendo o conjugado seco é presa na membrana de
nitrocelulose e quando a amostra é aplicada ela passa pela area do conjugado, re-
hidratando o ouro, formando um complexo que se move pela membrana em direcdo a
particula de captura onde ela foi imobilizada, produzindo um sinal na forma de linha ou
de um circulo vermelho. A segunda linha ou circulo controle também é formada por
excesso de conjugado, indicando que o teste estd finalizado e a reagcdo esta
funcionando (CHANDLER, GURMIN, ROBINSON, 2000)

Os testes de diagnostico rapido empregam esta tecnologia para deteccéo
qualitativa e quantitativa de muitas moléculas alvo (VAN DEN BROEK et al., 2006),

incluindo antigenos, anticorpos, hormoénios, citocinas, receptores de células
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(FERREIRA, AVILA, 2001), haptenos, residuos de drogas, e mais recentemente acidos
nucléicos, oligonucleotideos e marcadores sanguineos (ZHANG, GUO, WANG, 2009;
VOLKOV et al., 2009), tendo sido empregado em uma variedade de ensaios.

A exatiddo e praticidade sdo caracteristicas que fazem dos testes
imunocromatograficos, métodos de imensa utilidade para a saude publica (MATHUR,
SAMANTARAY, CHAUHAN, 2005), sendo usados no diagnostico sorologico de muitas
doencas infecciosas (KRAJAEJUN et al., 2009).

A técnica de fluxo lateral por imunocromatografia combina diversos
beneficios, incluindo formato, facilidade de uso, custo rentavel, tempo de ensaio curto,
onde a leitura é subjetiva e os resultados aparecem rapidamente apds a adicdo da
amostra e além de tudo, oferece alta sensibilidade e especificidade (KRAJAEJUN, et
al., 2009).

Em nosso trabalho, o sistema de imunocromatografia para deteccao destes
antigenos (core e E2) do VHC baseia-se no principio da imunocaptura, onde dois
anticorpos ligam epitopos distintos: anticorpo de deteccdo que liga complexo antigeno-
anticorpo conjugado ao gerador de sinal (comumente utilizados sdo as particulas de
latex ou ouro coloidal) e anticorpo de captura, imobilizado na superficie sélida para
controle do teste (NILSSON et al.,, 1995; LAITINEN e VUENTO, 1996; PAEK et al.,
1999). Este sistema é bastante simples para leitura e o sinal colorimétrico gerado na

imunocromatografia pode ser estimado qualitativa ou semi-quantitativamente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver o método imunocromatografico
de alta sensibilidade e especificidade para deteccdo conjunta de antigenos circulantes e
anticorpos associados ao VHC, contribuindo assim para o diagnéstico da hepatite C em
fase de pré-soroconversdo, diminuir a possibilidade de resultados falso negativos em
casos de infeccdo recente, e auxiliar no monitoramento da terapéutica com

imunomodulador (Interferon) e/ou antiviral (Ribavirina).

2.2. Objetivos Especificos

a) Isolamento viral e obtencéo do seu RNA,;

b) Sintese do cDNA do VHC através de transcricdo reversa;

c) Amplificacdo do gene da proteina de nucleocapsideo do VHC (core) e da

proteina estrutural do envelope do VHC (E2), através de PCR;

d) Clonagem e transformacéo em bactérias E.coli;

e) Inducdo da expressdo génica e analise das proteinas core e E2 por SDS-

PAGE;

f) Purificacdo das proteinas por afinidade com resina de glutationa e por coluna

de resina de niquel;

g) Western blot para a confirmagéo da expresséo das proteinas;
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h) Reatividade das proteinas core e E2 recombinantes com pool de soros

humanos positivos para HCV;

i) Inducéo da expresséo das proteinas core e E2 recombinantes em larga escala;

j) Purificac@o das proteinas expressas em larga escala, core e E2 fusionadas a

GST, por cromatografia de afinidade em resina de glutationa;

k) Purificacdo da proteina core-GST por cromatografia de afinidade em coluna de

glutationa (GSTrap FF);

[) Western Blot das proteinas core-GST e E2-GST;

m) Slot Blot;

n) Ensaio Imunoenzimatico de captura-sanduiche e indireto — Elisa;

0) Imunnobloting;

p) Desenvolvimento e padronizacdo do método imunocromatografico;

q) Teste de reatividade do ensaio imunocromatografico;

r) Validacdo e célculo da sensibilidade e especificidade do método

imunocromatogréfico.



3. MATERIAL E
METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecao das amostras
O material utilizado, pool de soros positivos para o VHC e negativo para

outras doencas infecciosas e inflamatoérias, genotipos 1la, mais prevalente no Brasil, foi
obtido a partir de material enviado ao Laboratério de Imunologia Clinica e Biologia
Molecular da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas UNESP/Araraquara, pertencente
ao NAC (Nucleo de Atendimento a Comunidade). A deteccdo do RNA viral foi realizada
através do Teste Qualitativo AMPLICOR® Hepatitis C Virus Test, version 2.0 (Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA). Este material foi genotipado utilizando o

método comercial INNO — LiPA HCV Il (Innogenetics, Bélgica).

3.2. Ensaios com o RNA Viral
3.2.1. Isolamento do RNA Viral

O ensaio foi realizado em microtubos (DNase e RNase free). Foram
adicionados 1 mL do material genotipado e 50uL de Bead Suspend do kit VERSANT®
HCV RNA 3.0 Assay (bDNA) (Siemens), em seguida, agitado em vortex por 10
segundos e centrifugado a 14.000 rpm durante 1 minuto a 4° C. Posteriormente,
1.030uL de sobrenadante foram descartados. O restante foi novamente agitado em
vortex por 10 minutos e rapidamente congelado a uma temperatura de — 80°C durante
30 minutos. Decorrido esse periodo, 120uL de tampdo TE pH 8,0 foi adicionado e

utilizado para extrair o RNA viral.
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3.2.2. Extracdo do RNA Viral

Para extrair o RNA viral foi utilizado o kit QIAGEN efetuado conforme as
especificacdes do fabricante (QlIAamp RNA Mini Kit Hand, QIAGEN).

Em tubo de microcentrifuga foram adicionados 560uL do tampédo de lise
(AVL-Carrier RNA Mix), 140uL do precipitado ressuspendido e agitado por 15 segundos
em vortex, para em seguida, incubar por 10 minutos a 25°C. Foram adicionados 560puL
de etanol 100% a esta solucao e o tubo agitado em vértex por 15 segundos. Uma parte
dessa mistura (630 pL) foi transferida para uma coluna (QlAamp spin column) acoplada
ao tubo de microcentrifuga de 2 mL e centrifugada a 8.000 rpm por 1 minuto. O filtrado
foi descartado e repetiu-se o procedimento com a solucdo restante. A coluna foram
adicionados 500uL do tampao de lavagem (AW1) e centrifugou-se 8.000 rpm por 1
minuto, descartando o filtrado. O processo foi repetido utilizando 500uL do tampéao de
lavagem (AW2) com centrifugacdo de 14.000 rpm durante 3 minutos. A coluna foi
colocada em tubo limpo de 1,5 mL e 60uL de tampéo de eluigdo (AVE), a temperatura
ambiente, foram adicionados a coluna. O tubo foi incubado durante 1 minuto a
temperatura ambiente e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. O RNA viral extraido é

estavel por aproximadamente um ano quando estocado a — 80°C.

3.3. Amplificac&o do gene correspondente a regido do core VHC
3.3.1. Reacédo de Transcricdo Reversa do RNA-VHC
A sintese do cDNA do VHC, da regido parcial com 408pb, foi realizada

utiizando a enzima SuperScriptTM 1ll Reverse Transcriptase (Invitrogen — Life
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Technologies), em termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), conforme
especificacdes do fabricante.

Em um microtubo livre de DNAses e RNAses foram adicionados 0,2uL do
primer anti-sense do transcrito do core (VHCC-AI SR) (8,88 ug/umole) (Invitrogen — Life
Technologies), 10uL de RNA isolado, 1uL de dNTP mix 10mM e 1,8uL agua Milli-Q
nuclease free. Os tubos foram aquecidos a 65°C durante 5 minutos, rapidamente
centrifugados e resfriados no gelo com sequente adicdo de 4,0uL de 5x first strand
buffer (Tris — HCI pH 8,3 250mM; KCI 375mM; MgCI2 15mM), 1uL de DTT 0,1M
(Dithiothreitol), 1uL de RNase OUT (Invitrogen - Life Technologies). Apds essa etapa,
os tubos foram homogeneizados e incubados a 42°C durante 2 minutos. Transcorrido
esse tempo, adicionou-se a reacdo 1uL da enzima transcriptase reversa (SuperScript'™
[l Reverse Transcriptase 200U, Invitrogen — Life Technologies) com incubacdo a 55°C
durante 60 minutos e em seguida aquecida a 70°C por 15 minutos para inativacao da

enzima.

3.3.2. Reagcdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Em um microtubo livre de DNAses e RNAses foram adicionados 5uL de
cDNA, 5uL de tampéo de PCR 10x (sem MgCly), 1,5uL de MgCl, 50mM, 8uL da mistura
de dNTP (1,25 mM), 1uL de primer sense VHCC-S SR (9,14 ug/umole) (5 cca tgg cac
ata tga gca caa atc cta aac 3’) (Invitrogen — Life Technologies), 1uL de primer anti-
sense (VHCC-AI SR) (8,88 ug/umole) (5’ ttg gat cct tag tac ccc atg agg tcg gc 3')
(Invitrogen — Life Technologies), 0,5uL de enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen —

Life Technologies) (5U/uL) e 28uL de agua nuclease free.
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A mistura de reacdo foi submetida a 35 ciclos térmicos no termociclador
Mastercycler gradient (Eppendorf) com as seguintes temperaturas e tempo: 94°C por 4
minutos, 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 75
segundos e 10 minutos a 72°C.

Neste produto obtido foi adicionado sitios de restricdo para as enzimas Nco |
e Bam HI para, posteriormente, ser clivado e clonado no vetor de expressao pET — 42a,

na orientacdo correta.

3.4. Andlise por eletroforese em gel de agarose

A agarose foi solubilizada em tampdo TBE 1X (solucdo estoque 10X - Tris
1M/Acido bérico 0,9M/ EDTA 10mM pH 8,3) em quantidade dependente da
concentracdo requerida. Apos completa solubilizacdo, a agarose foi adicionada em
suporte acrilico e resfriada até a polimerizacéo. O gel foi coberto com tampéo TBE 1X.
10uL da amostra amplificada foi aplicada aos pocos do gel e a migracéo eletroforética
ocorreu a 100 V por 40 minutos. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio
0,5mg/mL e visualizado sob um transluminador de luz ultra-violeta (UV) (BioRad) e o
produto amplificado foi detectado como um fragmento Unico correspondente ao

transcrito do core (408 pb).

3.5. Purificag&o do Produto Amplificado
A purificagéo foi realizada com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega), conforme especificacédo do fabricante.
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Em um microtubo livre de DNase e RNase foi adicionado 30uL do produto de
PCR e 30uL de Membrane Binding Solution. Essa solug&o foi transferida para a mini-
coluna e incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. O conjunto de coluna
acoplado ao tubo de coleta foi centrifugado a 14.000 rpm durante 1 minuto. O filtrado
resultante do tubo de coleta foi descartado e 700uL de Membrane Wash Solution
(diluida em etanol) foram adicionados e novamente se repetiu o processo de
centrifugacéo. Esse processo de lavagem foi repetido com 500uL de tampéao, seguido
por uma centrifugacdo de 14.000 rpm durante 5 minutos. A seguir o tampao foi
descartado. Outra centrifugacdo, a 14.000 rpm por 1 minuto, foi efetuada para retirada
do excesso da solucdo presente na coluna e esta foi colocada em um tubo limpo.
Diretamente sobre a coluna foram adicionados 35uL de agua livre de nuclease e
novamente centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto em temperatura ambiente.

O produto amplificado e purificado foi analisado através de eletroforese em
gel de agarose 1%, como descrito no item 3.4 de Material e Métodos, e quantificado

pelo espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop).

3.6. Ligacao no Vetor pTZ57R/T
O produto amplificado e purificado foi inserido no vetor de clonagem
pTZ57R/T, utilizando o kit InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas - Life Sciences).
Em um microtubo livre de DNase e RNase foram adicionados 4,5uL de agua
nuclease free, 1uL de pTZ57R/T (50ng/uL), 2,5uL de produto de PCR (20ng/uL), 1uL de
tampéo e 1ulL de T4 DNA ligase. Essa solucdo foi homogeneizada delicadamente e

incubada a temperatura ambiente durante 1 hora.
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A Figura 2 mostra o mapa de restricdo do vetor de clonagem pTZ57R/T.

Figura 2: Mapa de restrigcdo do vetor pTZ57R/T (Fermentas).

3.7. Preparo de Células Competentes
Seguindo o protocolo descrito por Sambrook et al, 1989, as células
bacterianas foram preparadas com cloreto de calcio (CaCly).

A suspensao bacteriana competente foram adicionados 15% de glicerol e

estocada a — 80°C.

3.8. Transformacéo Bacteriana
Uma aliquota da reacdo de ligacdo foi usada para transformar bactérias
competentes Escherichia coli, da linhagem DH5a, pelo método de choque térmico. A

preparacado das ceélulas competentes para transformacédo através do tratamento com
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cloreto de célcio (CaCl,), foi realizada segundo o protocolo de Mendel e Higa
(SAMBROOK et al, 1989).

Para realizar a transformacéo 200 pL da suspensdo de células hospedeiras
DH5a competentes foram mantidas no gelo até o descongelamento e adicionou-se 7 uL
do produto de ligacdo e incubou por 5 minutos no gelo e imediatamente apds, foi
colocado em banho-maria a 42°C por 90 segundos logo em seguida colocadas no gelo
por 1 minuto para ocorrer o choque térmico. Em seguida, adicionou-se 800 puL de meio
LB sem antibiotico (1% triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1%de NaCl) liquido,
incubou-se por 45 minutos a 37°C, sob agitacdo no aparelho shaker a 300 rpm.
Posteriormente 200 pL das bactérias transformadas foram plaqueadas sob condicdes
estéreis. Para uma placa, foi utilizado 15 mL de meio LB Agar (1% triptona, 0,5% de
extrato de levedura, 1% de NaCl, 1,5% de agar), 15 pL de antibiético ampicilina
(100mg/mL), 50 uL de IPTG (INVITROGEN) e 40 pL X-gal (USB). As placas foram

incubadas a 37°C durante 16 horas.

3.9. Selecao de Clones Recombinantes

Em um tubo Falcon estéril foram adicionados 5 mL de meio LB e 5 uL de
ampicilina (100mg/mL). Em microtubo estéril foram adicionados 300 pL do meio LB
(meio de crescimento bacteriano) com ampicilina. Em seguida, 3 colbnias da cor branca
(que contém o inserto) foram selecionadas. Com o auxilio de um palito, estas colbnias
foram “picadas” e este foi inserido no tubo contendo meio LB e ampicilina. Estes tubos
foram colocados sob agitacdo no shaker por 6 horas a 300 rpm, numa temperatura de

37°C.
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3.10. PCR das Colb6nias

As colbnias obtidas em suspenséao foram analisadas por PCR para verificar a
presenca de clones recombinantes.

Em microtubo livre de DNase e RNase a PCR foi realizada utilizando 1uL da
suspensao celular, 14,25uL de agua DNase e RNase free, 4uL de dNTP (1,25mM),
2,5uL de tampédo de PCR 10x, 0,75uL de MgCl, (50mM), 1uL de primer anti-sense
M13R (Fermentas - Life Sciences) (10pM/uL), 1uL de primer sense M13F (Fermentas -
Life Sciences) (10pM/uL) e 0,5uL de enzima Tag DNA polimerase (Invitrogen — Life

Technologies) (5U/uL).

A mistura de reacao foi submetida a 95°C por 2 minutos (desnaturacao inicial)
e em seguida, 35 ciclos no termociclador GeneAmp 2400 (Perkin Elmer) com as
seguintes temperaturas e tempo: 94°C por 30 segundos para desnaturacdo, 55°C por
30 segundos para anelamento e 72°C por 1 minuto para extensao e mais 5 minutos a
72°C para completa extensdo. Ao final da reacdo as amostras foram armazenadas a -
20°C.

O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etideo 0,5 mg/mL numa tensédo de 100 V durante 40 minutos e visualizado

em um transluminador de ultravioleta, para confirmar a presenca do inserto.

3.11. Extracao Plasmidial
Esta técnica é realizada pelo método mini-prep e utiliza o kit QIAprep Spin

Miniprep Kit (QIAGEN).
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As colbnias contendo o gene de interesse foram repicadas em 5 mL de meio
LB, 5uL de antibiético ampicilina (100mg/mL) (GIBCO) e incubadas no shaker a 37°C
sob rotacao de 250 rpm overnight.

A cultura foi centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento de células bacterianas foi ressuspenso em 250uL de tampéao
P1. Apés a adicdo de 250uL da solucdo P2 o tubo foi homogeneizado gentilmente. O
DNA bacteriano e o vetor plasmidial foram liberados devido a lise bacteriana. Em
seguida, foi adicionado 350uL de tampdo N3 (tamp&o neutralizante) e novamente
inverteu-se o tubo gentilmente. Posteriormente, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a
13.000 rpm e o sobrenadante foi aplicado em uma coluna acoplada a um tubo de coleta
e centrifugado por 1 minuto a 13.000 rpm. O filtrado foi descartado e a coluna foi lavada
com 750uL de tampdo PE e novamente o conjunto foi centrifugado por 1 minuto a
13.000 rpm. Este passo foi repetido mais uma vez e s6 entdo a coluna foi acoplada em
um microtubo livre de DNase e RNase e o DNA foi eluido da coluna adicionando-se
50uL de agua estéril. A solucdo foi incubada em temperatura ambiente durante 60
segundos e centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm. A amostra foi armazenada em
freezer a -20°C.

O produto da reacao da mini-prep foi analisado através de eletroforese em gel
de agarose 1%, sendo que a corrida ocorreu durante 15 minutos a uma tenséo de 100

volts (V) e foi quantificado pelo espectrofotbmetro ND-1000 (NanoDrop).
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3.12. Clivagem Enzimatica do Vetor pTZ

O vetor pTZ contendo o inserto correspondente a proteina core com os sitios
de restricdo foi clivado com as enzimas Nco | e Bam HI (Fermentas), seguindo
orientacdes do fabricante.

Em microtubos foram adicionados 8ulL da amostra, 12uL de tampé&o Tango
2X, 2uL da enzima Nco | (10U/uL), 2uL da enzima Bam HI (10U/uL) e 36uL de agua
Milli-Q estéril completando um volume final de 60uL. Em seguida, foi rapidamente
centrifugada e colocada em banho-maria durante 3 horas a 37°C.

Para comprovar a clivagem enzimatica, foi realizada a eletroforese em gel de
agarose, sendo que esta corrida ocorreu a 100 V durante aproximadamente 60 minutos.
O gel foi levado a um transluminador UV e o produto de clivagem enzimética foi
observado como dois fragmentos correspondentes ao tamanho do vetor pTZ e 0 outro
ao tamanho do inserto, conforme estimado pelo padréao de pares de bases de 1 Kb. A
banda correspondente ao inserto foi recordada do gel, pesada e colocada em um

microtubo estéril.

3.13. Purificacao das Amostras ap6s a Clivagem Enzimética

A purificacdo da banda correspondente ao inserto da proteina core ja digerido
pelas enzimas de restricdo realizou-se utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega). No microtubo que continha a banda do gel recortada foi
adicionado 450uL de Membrane Binding Solution, rapidamente homogeneizado e em
seguida, incubado em agitador durante 5 minutos a 65°C e 300 rpm até a completa

dissolucéo do gel. Uma mini-coluna foi acoplada a um tubo coletor e aplicado o gel
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dissolvido, a partir desta etapa, o protocolo segue como ja descrito no item 3.5 de
Material e Métodos. Foi realizada a analise e a quantificacdo do produto purificado,
através de eletroforese em gel de agarose 1% e quantificado pelo espectrofotémetro

ND-1000 (NanoDrop).

3.14. Expresséao da proteina core-VHC
3.14.1. Vetor de Expresséo

Vérios vetores de expressdo encontram-se disponiveis no mercado para a
expressao heterdloga de proteinas em Escherichia coli. Os mais referidos sdo da série
PET, cuja expressdo esta sob controle do promotor de transcricdo (110 e dos sinais de
iniciacdo de traducdo s10 da proteina do gene 10 do bacteriéfago T7. A grande
vantagem deste vetor é que o inserto clonado é transcrito pela RNA polimerase do
bacteriéfago T7, que é muito seletiva e ativa, sendo capaz de elongar cadeias de RNA
aproximadamente cinco vezes mais rapido que a RNA polimerase de E. coli. Alguns
vetores da série pET apresentam o promotor T7-lac, colocando a expressédo da proteina
sob controle lac e reduzindo portanto o background de expressédo da proteina alvo na
auséncia de IPTG (pET SYSTEM MANUAL, 2002). Além disso, ele permite a clonagem
e a expressao do gene de interesse em fusdo com a proteina GST (Glutationa S-
Transferase) na porcdo N-terminal da proteina (0 que posteriormente facilitard a
purificacdo da proteina de interesse), e selecdo com o antibiotico kanamicina (pET
SYSTEM MANUAL, 2002).

A Figura 3 demonstra o mapa de restricdo do vetor pET-42a.
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Figura 3: Mapa de restricdo do vetor pET-42a (Novagen).

3.14.2. Preparo do Vetor pET-42a

Um in6culo de bactérias Escherichia coli/DH5a competentes, tratadas com
CacCl; e portadoras do vetor pET - 42a, foi preparado em um tubo estéril com 5 mL de
meio LB e 5uL de kanamicina (25mg/mL) (USB). Nesta solucdo foi mergulhado um
palito e este foi agitado para que ficasse impregnado de bactérias e posteriormente
colocado em um tubo com meio de cultura e antibiético. Em seguida, levado ao shaker
sob agitacdo de 250 rpm e uma temperatura de 37°C overnight. Decorrido esse
periodo, o tubo foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante descartado

e seguiu-se o protocolo de extracdo do DNA plasmidial bacteriano através da técnica de
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mini-prep utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), ja descrito no item 3.11
de Material e Métodos.

Para analisar a qualidade do produto da mini-prep foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose 1%, como descrito no item 3.4 de Material e Métodos. A
corrida ocorreu durante cerca de 15 minutos a uma tensao de 100 V. Ao final, o gel foi
levado a um transluminador de luz ultra-violeta (UV) (BioRad). Foram consideradas as
amostras que apresentaram produtos de amplificacdo com 5.930 pares de bases,
correspondente ao vetor de expressado pET-42a.

A quantificacdo da concentracdo de pET - 42a foi realizada no aparelho

nanodrop.

3.14.3. Clivagem Enzimatica do pET - 42a

O vetor pET - 42a foi clivado com as enzimas de restricdo Nco | e Bam HI,
seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

Em um microtubo estéril, foram adicionados 70uL de pET - 42a, 20uL de
tampdo Tango 2x, 4uL de agua Milli-Q estéril, 3uL da enzima Nco | (10U/uL)
(Fermentas) e 3uL da enzima Bam HI (10U/uL) (Fermentas), homogeneizada e
incubada em banho-maria a 37°C durante 3 horas.

ApoOs este periodo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%
conforme protocolo descrito no item 3.4 de Material e Métodos. A corrida ocorreu em 30
minutos a uma tensao de 100 V. Ao final, o gel foi levado a um transluminador de luz
ultra-violeta (UV) (BioRad) e os produtos da clivagem foram observados. Sendo o

tamanho do produto estimado pelo padrdo de 1Kb em um dos pocos do gel. A banda
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correspondente ao pET - 42a foi recordada do gel, pesada e colocada em um microtubo
estéril. A banda do pET - 42a foi purificada como descrito no item 3.13 de Material e
Métodos, utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Madison, WI, USA).

O material foi analisado e quantificado por eletroforese em gel de agarose 1%

e espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop), respectivamente.

3.14.4. Ligacao dos Produtos Amplificados ao Vetor pET - 42a

Os produtos amplificados para o transcrito do core (408 pb) e ja clivados com
as enzimas Nco | e Bam HI, foram ligados ao vetor de expresséo pET - 42a (5.930 pb).
A concentracdo de inserto utilizada na reacdo de ligacdo foi calculada seguindo-se a
proporcao:

ng vetor X kb de inserto X relacdo molar do inserto (3) = ng de inserto
Kb do vetor relacdo molar do vetor (1)

Em um microtubo estéril foram adicionados: 3uL de inserto core digerido e
purificado, 8uL de vetor pET - 42a digerido e purificado, 1,5uL de tampédo da enzima
10x, 1,2uL de T4 DNA ligase (New England Biolabs) e 1,3uL de &gua Milli-Q

autoclavada. A solucéao foi gentilmente homogeneizada e incubada a 16°C overnight.

3.14.5. Transformacé&o do pET - 42a com Inserto em Linhagem DH5a
Em um microtubo estéril foram adicionados 200uL de suspenséo de células
bacterianas Escherichia coli/DH5a competentes e tratadas, 5uL do produto de ligagéo.

Em seguida, foi gentilmente homogeneizado e realizado choque térmico por 90

segundo a 42°C e imediatamente apés foi colocado durante 1 minuto no gelo. Apés
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este periodo, foi adicionado 800uL de meio de cultura liguido LB sem antibiotico e
incubado sob agitacdo no aparelho shaker a 300 rpm durante 45 minutos a 37°C.
Posteriormente, as bactérias transformadas foram plaqueadas, sendo que para
confeccdo de cada placa utilizou-se: 15 mL de meio LB agar e 15uL de kanamicina
(25mg/mL). A placa permaneceu aberta dentro do fluxo laminar e proxima ao bico de
Bunsen. Apos solidificacdo, 200uL do produto de transformacdo foi plagueado e

incubado em estufa a 37°C overnight.

3.14.6. Preparacdao do In6culo

Dando seguimento, em 6 tubos conicos de 50mL estéreis foram adicionados:
5 mL de meio LB e 5uL de kanamicina (25mg/mL) (USB), e o tubo foi homogeneizado.
Da placa foram escolhidas 6 colénias, sendo que cada uma delas foram “picadas” com
o auxilio de um palito e estes foram mergulhados em tubos contendo meio e antibidtico.
Os tubos foram colocados no aparelho shaker sob agitacdo de 300 rpm a 37°C

overnight.

3.14.7. Selecao dos Clones Recombinantes

A selecao dos clones recombinantes foi efetuada utilizando uma reacéo de
PCR. Para cada reacéo, utilizou-se um microtubo livre de DNase e RNase e a eles
foram adicionados: 5uL de tampé&o de PCR 10x (sem MgCly), 1,5uL de MgCl, (50mM),
1uL de dNTP mix (10mM), 1uL de primer sense VHCC-S SR (9,14 ug/umole) (5’ cca tgg
cac ata tga gca caa atc cta aac 3’) (Invitrogen — Life Technologies), 1uL de primer anti-

sense (VHCC-AI SR) (8,88 pg/umole) (5 ttg gat cct tag tac ccc atg agg tcg gc 3)
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(Invitrogen — Life Technologies), 0,5uL de enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen —
Life Technologies) (5U/uL), 39uL de agua DNase e RNase free e 1uL de suspenséo
celular.

As reacdes foram submetidas a 94°C por 4 minutos para desnaturacao inicial
e 35 ciclos térmicos no termociclador GeneAmp 2400 (Perkin ElImer) com as seguintes
temperaturas e tempo: 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto para anelamento e 72°C
por 75 segundos, 10 minutos a 72°C. Ao final da reacdo as amostras foram mantidas no
termociclador a 4°C. O produto amplificado foi analisado em gel de agarose a 1%, como
descrito no item 3.4 de Material e Métodos, sendo que a corrida ocorreu em uma tensao
de 100 V durante 40 minutos e apds esse periodo, foi visualizado em um

transluminador de ultravioleta (BioRad).

3.14.8. Mini-Prep das Col6nias que contém o pET - 42a com o Inserto da Proteina
do Core

Com as reacdes positivas das PCRs para o inserto duas foram escolhidas, e do
in6culo foi realizada uma mini-prep, como descrito no item IV — 14. Para analisar a
qualidade do produto da mini-prep, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
1%. A corrida ocorreu em 15 minutos sob uma tensao de 100 V. O gel foi levado a um
transluminador de luz ultravioleta (BioRad) e os produtos da rea¢do de mini-prep foram
observados como um fragmento Unico correspondente ao tamanho da sequéncia do
vetor pET - 42a acrescida do fragmento da proteina do core. A quantificacdo da

concentragéo do pET - 42a acrescido do inserto foi realizada no aparelho nanodrop.
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3.14.9. Sequenciamento

Os vetores construidos durante este trabalho foram sequenciados para
confirmacédo da sequéncia e orientacdo correta dos fragmentos inseridos, através do
meétodo de terminacdo da cadeia de sequenciamento de DNA (SANGER et al., 1977),
em sequenciador automatico “Megabace”, utilizando o kit “DYEnamic ET dye terminator

kit (MegaBACE)”, conforme instrugdes do fabricante.

3.14.10. Clivagem Enzimatica do pET - 42a com Inserto da Proteina Core

O PpET - 42a com o inserto core foi clivado com as enzimas de restricdo Nco |
e Bam HI, através do protocolo estabelecido pelo fabricante, para a verificacdo da
insercdo da sequéncia da proteina core no vetor pET - 42a.

Em um microtubo estéril foram adicionados: 15uL do produto da mini-prep,
0,4uL de agua Milli-Q estéril, 4uL de tampé&o Tango 2x, 0,3uL da enzima Nco | (10U/uL)
(Fermentas - Life Sciences), 0,3uL da enzima Bam HI (10U/uL) (Fermentas - Life
Sciences). Em seguida, a mistura foi homogeneizada e incubada a uma temperatura de
37°C durante 3 horas. Decorrido esse periodo, foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose 1%, conforme descrito no item 3.4 de Material e Métodos. A corrida ocorreu em
30 minutos a uma tensdo de 100 V. Posteriormente o gel foi levado a um
transluminador de luz ultravioleta e o produto de clivagem enzimatica foi observado
como dois fragmentos, um correspondente ao tamanho da sequéncia do vetor pET -

42a (6Kb) e o outro ao tamanho da proteina core (408 pb).
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3.14.11. Transformacéao na Linhagem Rosetta

Em um microtubo estéril foram adicionados 200uL de suspenséo de células
bacterianas competentes (E. coli) linhagem Rosetta e 1uL do produto da mini-prep (pET
- 42a com o inserto core) (50ug/uL). O tubo foi gentilmente homogeneizado e em
seguida, foi realizado o choque térmico por 90 segundos a 42°C e imediatamente apos
foi colocado em gelo durante 1 minuto. Posteriormente foi adicionado 800 puL de meio
de cultura liquido sem antibiético e novamente incubado sob agitacdo em shaker a 200
rpm em uma temperatura de 37°C durante 45 minutos. Posteriormente, as bactérias
transformadas foram plaqueadas, sendo que para confec¢céo de cada placa utilizou-se:
15 mL de meio LB agar, 15 pL de kanamicina (25mg/mL) e 15uL de cloranfenicol
(25ug/mL) (USB). A placa permaneceu aberta dentro do fluxo laminar e préxima ao bico
de Bunsen. Apoés solidificacdo, 200 puL do produto de transformacao foi plagueado e
novamente a placa foi mantida préxima ao bico de Bunsen para secagem e

posteriormente incubado em estufa a 37°C overnight.

3.14.12. Preparagao do Indculo

Decorrido o periodo de incubacao, foram adicionados em tubo cénico estéril 5
mL de meio LB, 5 pL de kanamicina (25ug/mL) (USB), 5 pL de cloranfenicol (25ug/mL)
(USB) e homogeneizado. Na placa em que a bactérias transformadas foram cultivadas,
uma dessas colbnias foi “picada” com o auxilio de um palito e este foi inserido dentro de
um tubo contendo meio e antibiotico e em seguida, colocado sob agitacdo em shaker a

250 rpm, em temperatura de 37°C overnight.
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3.14.13. Inducéao da expressédo génica

Segundo metodologia descrita por Sambrook et al., 2001, sob condi¢cGes
asseépticas, foram adicionados a um erlemmeyer de 250mL autoclavado: 40mL de meio
LB (USB) (anexo), 40uL de kanamicina (25mg/mL) (USB), 40uL de cloranfenicol
(25mg/mL) (USB) e 800uL do inéculo crescido por uma noite, como descrito no item
3.14.12 de Material e Métodos. O frasco foi colocado no shaker (Excella E24 Incubator
Shaker Series - New Brunswick Scientific) a 300rpm e a 37°C, até atingir a densidade
optica (D.O.) de 0,600 a 600nm, aproximadamente apds 1h e 30 minutos, entdo 2mL
do contetdo do frasco foi retirado e lido no espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™
2) a 600nm, sendo este considerado o ponto/tempo zero da indugcdo. Nesta D.O. foi
coletado 1mL da cultura ndo induzida (controle negativo) e armazenado em um tubo de
microcentrifuga do tipo Eppendorf de 1,5mL estéril.

A aliquota foi centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm (17.900 g), o
sobrenadante foi descartado por inversdo e a boca do tubo foi seca em papel
absorvente para eliminar o meio de cultura. Foram adicionados ao tubo 20uL de agua
Milli-Q autoclavada e este levado ao voértex (Agitador de tubos AP56 — Phoenix)
rapidamente, adicionou-se entdo 10uL de tampao de amostra 3x (625mM Tris-HCI pH
6,8, SDS 2%, glicerol 87%, azul de bromofenol 0,5% e B-mercaptoetanol 5%) (anexo) e
a amostra foi imediatamente guardada em freezer -20°C. Nos tempos subsequentes foi
realizado o mesmo procedimento com a amostra induzida, sendo que foi adicionado
40uL de agua Milli-Q autoclavada e 20uL de tampéao de amostra 3x.

Apos retirar a aliquota correspondente ao tempo zero, sobrando no frasco

37mL, foram adicionados 74pL de IPTG 200mM (Invitrogen) (concentracdo final:
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0,4mM) a cultura, para que a inducao fosse iniciada. A cultura foi induzida durante 4
horas a 30°C em shaker (Excella E24 Incubator Shaker Series - New Brunswick
Scientific) a 300rpm, coletando-se uma aliquota de 1mL da cultura induzida em
intervalos de 1, 2, 3 e 4 horas, e 0 protocolo de centrifugacdo descrito acima foi

realizado para cada uma delas.

3.15. Anédlise das proteinas expressas
3.15.1. Andlise dos tempos de inducéo por SDS-PAGE

A metodologia da expressado da proteina E2-VHC foi realizada em conjunto
com a aluna Ana Carolina Urbaczek, pois a expressdo desta era parte de seu trabalho
de pesquisa. Foi realizada da mesma maneira que a proteina core-VHC, porém esta
descrita na Tese de Doutorado: Ana Carolina Urbaczek, 2012. A partir da expressao
das proteinas recombinantes core e E2 fusionadas a GST, comecamos a avaliar estas
proteinas pelos métodos descritos abaixo e estas foram utilizadas nos ensaios
biolégicos.

Para a avaliacdo do melhor tempo de inducdo da cultura de bactérias E. coli
linhagem Rosetta transformadas com o plasmideo, que possuia o0 inserto
correspondente a sequéncia codificadora para as proteinas core e E2 do VHC, foi
realizado um ensaio de inducédo de 4hs, sendo que em intervalos de 1h em 1h foram
retirados 1mL de cultura em inducao. Esta, foi centrifugada a 13.000rpm durante 1min,
0 sobrenadante foi descartado e ao precipitado bacteriano obtido de cada intervalo de
tempo (1h, 2hs, 3hs e 4hs apds o inicio da inducdo com IPTG) foi adicionado tampéao
de amostra 3x (anexo) (na proporcdo de 1 parte de tampéo para 2 de precipitado) e

aguecido a 100°C durante 15 minutos, sendo posteriormente analisado em gel SDS-
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PAGE 12%, para a deteccdo da expressao proteica conforme a metodologia descrita
por Sambrook et al, 2001.

Para tal andlise, foi confeccionado um gel de poliacrilamida 12% (anexo)
contendo gel de resolucédo com 10% de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio) pH 8,8 e gel de
empilhamento a 5% pH 6,8, segundo o método descrito por Laemmli et al., 1970.
Foram aplicados nos pocos do gel 7uL de um marcador de massa molecular (Protein
Marker Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs) e 5uL das aliquotas processadas dos
diferentes tempos de inducado. A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente em
cuba de eletroforese Mini-Protean® Tetra Cell (BioRad) em placas de mini-gel (10x8cm)
aplicando-se 120V durante aproximadamente 1 hora e 40 minutos. O tampéo da cuba
constituiu-se de Tris 0,125M, glicina 0,96M, SDS 0,1% pH 8,3 (anexo).

Apés a corrida eletroforética, o gel foi imerso em solu¢cdo de Coomassie Blue
(anexo), e deixado sob agitacdo em plataforma durante 15 minutos, para coloracao das
proteinas, e descorado em solugcdo de acido acético 7% (anexo) para a revelacdo das

bandas correspondentes as proteinas core e E2 (44kDa e 63,5kDa).

3.15.2. Andlise dos tempos de inducao por Western Blot

Para o teste de deteccdo das proteinas core e E2 através da sua cauda de
histidina, foi realizado um ensaio de Western Blot dos precipitados bacterianos
provenientes dos diferentes tempos apoés o inicio da indugdo com IPTG (1h, 2hs, 3hs e
4hs). Foram utilizados anticorpos primarios anti-his tag produzidos em camundongos
(anti-his antibody - GE) e anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo marcado
com fosfatase alcalina (anti-mouse IgG — whole molecule — alkaline phosphatase

conjugate antibody developed in goat — SIGMA).
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Os precipitados bacterianos em tampéao de amostra foram fervidos por 15min
e em seguida aplicados no gel de poliacrilamida 12%, fazendo-se em duplicata de géis,
pois um foi utilizado para a transferéncia na membrana e o outro como “espelho” desta.
Prosseguiu-se a eletroforese como descrito no item 3.15.1 de Material e Métodos,
sendo aplicada uma voltagem inicial de 100V durante 20min e em seguida uma
voltagem de 120V por aproximadamente 1h e 20 minutos.

Apos a eletroforese, um dos géis, o que foi chamado de “espelho”, foi imerso
em solucdo de Coomassie Blue (anexo), e deixado sob agitacdo em plataforma durante
15 minutos. O outro gel obtido foi mergulhado por 5min em tampéo de transferéncia
(Tris 200mM, glicina 50mM, metanol 15%) (anexo), juntamente com as esponjas e
papéis filtro do sistema de transferéncia de proteinas e a membrana de PDVF (PVDF
Transfer Membrane 0,454M — Thermo Scientific) (que havia ficado por 5min em
metanol) (tamanho de 8,5cm x 6,0cm). Em seguida, o sistema de “sanduiche” foi
montado, sendo o gel colocado no polo negativo e a membrana no positivo. O sistema
foi acoplado na cuba de eletroforese Mini V8 Blot Module (BRL — Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA) com tampéo de transferéncia e submetido a 150V (150mA) por
2hs, para a transferéncia das proteinas contidas no gel para a membrana.

Apos este periodo, a membrana foi corada por 5min com solucdo de Ponceau
(Ponceau 0,5%, acido acético 0,1%) (anexo), para a visualizagdo das bandas
transferidas. As bandas de interesse transferidas foram perfuradas nas suas
extremidades com uma agulha para marcag¢ao da sua posicdo na membrana.

A membrana foi entdo descorada com agua Milli-Q e em seguida bloqueada.

O bloqueio dos sitios livres na membrana foi realizado com solu¢éo de bloqueio (anexo)



Material e Métodos 66

contendo TBS (Tris 0,05M, NaCl 0,15M, pH 8,0) (anexo) e 0,05% leite desnatado por
12-18h, em geladeira a 4°C. Apoés esse periodo, a membrana foi lavada com TBS por 4
vezes de cinco minutos cada, sob agitacdo suave em plataforma. A membrana foi entdo
incubada, durante 1h sob leve agitacdo, com 2uL de anticorpo primario (anti-his tag)
diluido em 10mL de TBS.

Decorrido este tempo a membrana foi lavada novamente com TBS por 4
vezes de cinco minutos cada sob agitagcdo suave e, entdo, incubada durante 1h com o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo, marcado com fosfatase alcalina, sob
agitacao branda em plataforma. A membrana foi lavada com TBS por 4 vezes de cinco
minutos cada e entdo revelada com 2mL de soluc&o reveladora (1-Step™ NBT/BCIP —
Pierce) coberta com papel aluminio e agitada em plataforma até o aparecimento das
bandas desejadas (5 a 15 minutos). A membrana foi lavada com agua destilada para
interromper a reacdo e entdo seca entre folhas de papel filtro e fotografadas no

fotodocumentador com mesa de luz UV (Biorad - software Quantity One 4.6.5).

3.15.3. Teste de solubilidade

Ao final da inducéo, a cultura induzida foi vertida em um tubo de centrifugacao e
centrifugada 5.000rpm por 10 minutos a 4°C (centrifuga: Sorvall High Speed Centrifuge
— RC 5C PLUS). Em seguida, o sobrenadante foi totalmente descartado e o sedimento
celular (pellet) guardado em freezer a -20°C ou utilizado imediatamente.

O pellet foi ressuspendido em 5mL de tampéo de lise (100mM NaCl, 10mM Tris-
HCI, 50mM NaH,PO,4, pH8,0) (anexo) e descongelado sob agitagdo manual em gelo até

a sua total dissolug¢éo. O contetdo do tubo foi vertido em um Falcon de 50mL cortado



Material e Métodos 67

ao meio e levado ao sonicador (Sonic Dismembrator) em banho de gelo. As amostras
foram sonicadas por 6 minutos com intervalos de 30 segundos e entdo centrifugadas a
13.000rpm por 10 minutos & 4°C. O sobrenadante foi filtrado, em filtro MILLEX® HV
Durapore® PVDF Membrane 0,45um, e armazenado em gelo, sendo que uma aliquota
de 60uL foi retirada e adicionado de 30uL de tampé&o de amostra 3x (anexo) e guardada
em freezer a -20°C. O pellet foi ressuspendido em 5mL de tampdao de lise e agitado no
vortex para dissolucdo, sendo que da mesma forma que com o sobrenadante uma
aliquota de 60uL do pellet foi retirada, adicionada de 30uL de tamp&o de amostra 3x e
guardada em freezer a -20°C. Estas aliquotas foram analisadas, em gel de SDS-PAGE
12% (anexo) e por ensaio de western blot, como descrito no item 3.15.2 de Material e

Métodos, quanto a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes.

3.16. Purificacdo das proteinas expressas
3.16.1. Purificac&o protéica por técnica de cromatografia de afinidade em coluna
de niquel (Ni-NTA)

Para a purificacdo das proteinas core e E2 recombinantes fusionadas a cauda de
histidina, foi utilizado o protocolo fornecido pelo fabricante da resina (Ni-NTA Superflow,
Qiagen), sendo assim utilizada uma coluna de Ni-NTA (com 3mL de resina),
previamente carregada com sulfato de niquel 0,1M e equilibrada com 15mL de tampéo
de lise (100mM NaCl, 10mM Tris-HCI, 50mM NaH,PO,4, pH8,0) (anexo) (ou seja, 5x 0
volume de resina). A coluna foi aplicado o sobrenadante filtrado, como descrito no item
3.15.3 de Material e Métodos, que foi coletado em tubo tipo Falcon, em banho de gelo,

apos a passagem pela coluna e identificado como “eluato”. Em seguida, foram



Material e Métodos 68

adicionados a coluna 9mL (ou seja, 3x 0 volume da resina) de tampdao de lise para a
lavagem da coluna, o produto desta lavagem foi coletado ao final da passagem e
identificado como “lavagem”. A seguir, as proteinas foram eluidas da coluna utilizando
gradientes de 10, 25, 50, 75, 100 e 250mM de tampéo de lise com imidazol (anexo),
que foram coletados em banho de gelo apds a passagem pela coluna. De cada amostra
obtida foi retirada uma aliquota de 60uL que foi adicionada de 30uL de tampéo de
amostra 3x. Estas aliquotas foram aquecidas a 100°C por 15min e analisadas em SDS-
PAGE 12% e por ensaio de western blot, segundo metodologia descrita no item 3.15.2

de Material e Métodos.

3.16.2. Purificacdo protéica por afinidade com resina de glutationa (procedimento
em tubo — Batch Purification)

Para a purificacdo das proteinas core e E2 recombinantes, fusionadas ao GST,
foi utilizado um sistema de tubo (do tipo Falcon de 15mL) com 1mL da resina
Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare), de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante da mesma (técnica Batch Purification).

O sobrenadante, resultante do processo de sonicacao e filtracdo, descrito no
item 3.15.3 de Material e Métodos, foi aplicado no tubo de Falcon com a resina,
previamente equilibrada com 5mL de tampé&o PBS 1x (140mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM
Na;HPO,4, 1,8mM KH,PO,4, pH7,4) (anexo), homogeneizado e incubado por 30min a

temperatura ambiente, sob agitacdo suave em plataforma.

O tubo foi entdo centrifugado a 500 g (1715rpm) por 5min, e o sobrenadante foi

retirado cuidadosamente com a pipeta e armazenado em um tubo do tipo Falcon,



Material e Métodos 69

denominado “eluato”. Em seguida, a resina foi lavada com 5mL de PBS pH7,3,
homogeneizada e novamente centrifugada & 500 g por 5 min, o sobrenadante foi
retirado e nomeado “lavagem 1”. Este mesmo procedimento foi realizado mais 2 vezes,
sendo entao obtidos a “lavagem 2” e a “lavagem 3”. As fragcbes das proteinas eluidas 1,
2 e 3 foram obtidas adicionando-se ao tubo 500ul de tampao de eluicdo (50mM Tris
HCI, 10mM Glutationa reduzida, pH 8,0) (anexo) e levado a plataforma sob leve
agitacdo em temperatura ambiente por 10 minutos, em seguida o tubo foi centrifugado a
500 g por 5min, sendo o primeiro sobrenadante resultante deste procedimento
identificado como “proteina eluida 1”, e os resultantes da execucao de mais duas vezes
deste procedimento como “proteina eluida 2” e “proteina eluida 3”.

As amostras foram armazenadas em freezer -20°C até o momento do uso.
Sendo em alguns casos, antes da utilizacdo das proteinas nos passos posteriores,
necessario realizar mais uma centrifugacdo de 500 g por 5min, para a retirada
superficial do sobrenadante, pois observava-se a presenca de resina no fundo do tubo.
Posteriormente, todas as amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12% e por ensaio
de western blot, conforme descrito no item 3.15.2 de Material e Métodos, para

verificacdo da fracdo na qual estavam presentes as proteinas de interesse.

3.17. Alteracdes no protocolo de inducdo para melhora da solubilidade das
proteinas e das suas purificacdes
3.17.1. Mudanca na temperatura de inducéo (28°C) e no tampéao de lise

Como parte das proteinas core e E2 recombinantes encontravam-se no
pellet, algumas altera¢cdes no protocolo citado no item 3.14.13 de Material e Métodos,

foram realizadas na tentativa de melhorar a solubilidade e a sua purificagéo.



Material e Métodos 70

Uma destas alteracdes foi iniciar o crescimento do indculo pré-inducao a 37°C
sob agitacdo de 300rpm em shaker, e quando a D.O. de 0,6 em 600nm foi atingida foi
adicionado IPTG até a concentracdo de 0,4mM, e entdo os frascos com a cultura de
bactérias recombinantes foi levado novamente ao shaker a temperatura de 28°C e
300rpm por 3hs. As amostras foram submetidas a um novo teste de solubilidade, como
descrito no item 3.15.3 de Material e Métodos, e as proteinas foram entdo purificadas
pelo método de purificacdo em coluna de niquel, item 3.16.1 de Material e Métodos,
utilizando tampéo de lise com 0,5mM de uréia (anexo) . As proteinas também foram
purificadas por resina de glutationa com afinidade por GST, item 3.16.2 de Material e
Métodos, e em seguida analisadas em gel SDS-PAGE 12% como descrito no item

3.15.1 de Material e Métodos.

3.17.2. Mudanca na temperatura de induc¢éo (37°C) e no tampao de lise

A outra alteracao realizada no protocolo descrito no item 3.14.13 de Material
e Métodos, foi iniciar o crescimento do inéculo pré-inducdo a 37°C sob agitacdo de
300rpm em shaker, e quando a D.O. de 0,6 em 600nm foi atingida, adicionou-se IPTG
até a concentracdo de 0,4mM, e entdo os frascos com a cultura de bactérias
recombinantes foi levado novamente ao shaker a temperatura de 37°C e 300rpm por
3hs. As amostras foram submetidas a um novo teste de solubilidade, como descrito no
item 3.15.3., e as proteinas foram entdo purificadas pelo método de purificacdo por
coluna de niquel, item 3.16.1 de Material e Métodos, utilizando tampéo de lise com
0,5mM de uréia (anexo) e por resina de glutationa com afinidade por GST utilizando
tampdo de lise sem uréia (anexo), conforme descrito no item 3.16.2 de Material e

Métodos, e em seguida analisadas em gel SDS-PAGE 12% como descrito no item



Material e Métodos 71

3.15.1 de Material e Métodos.

3.17.3. Mudancas no tampao de lise — lisozima

Foi realizada uma inducdo nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3.14.13
de Material e Métodos, (30°C — 300rpm), sendo que para ressuspender o pellet como
descrito no teste de solubilidade item 3.15.3. de Material e Métodos, foi utilizado um
tampdo de lise contendo uréia [0,5mM], lisozima [0,2mg/mL], NaCl [150mM], Tris
[LOmM] e NaH,PO, [50mM] (anexo). Foram adicionados ao pellet, descongelado em
gelo, 5mL de tamp&o. Os tubos foram agitados em gelo até a sua dissolucdo e
deixados em repouso, sob as mesmas condi¢des, por 40min. A amostra foi entdo
sonicada por 8min, na tentativa de clarea-la. As amostras foram purificadas por coluna
de niquel, conforme descrito no item 3.16.1 de Material e Métodos e analisadas em gel

SDS-PAGE 12% como descrito no item 3.15.1.

3.17.4. Mudancas nos tempos e temperaturas de inducao e no tampéao de lise
Novamente foram realizadas varias indu¢cdes como descrito inicialmente no

item 3.14.13 de Material e Métodos, mas em cada uma delas alterou-se a temperatura e
o tempo de inducgao para:

e 37°C, 250rpm, 3hs

e 30°C, 250rpm, 6hs

e 20°C, 250rpm, 14hs

e 30°C, 250rpm, 14hs

A inducéo foi realizada por um maior numero de horas, a uma temperatura
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menor (20°C) e em rotacdo mais baixa na tentativa de favorecer a formacdo e o
enovelamento da proteina.

Para ressuspender e sonicar o pellet, como no item 3.15.3 de Material e
Métodos, foi utilizado um tampao de lise contendo: uréia [0,5mM], lisozima [0,2mg/mL],
NaCl [200mM], Tris [LOmM] e NaH,PO4 [50mM] (anexo). Foram adicionados 10mL de
tampdo ao pellet, descongelado em gelo, e os tubos foram agitados sob baixa
temperatura até a sua dissolucéo e deixados em repouso, sob as mesmas condicoes,
por 60min, em seguida a amostra foi sonicada por 4min. Uma aliquota de 60uL de cada
amostra, de sobrenadante e pellet, foram adicionadas de 30uL de tampédo de amostra
3x (anexo) e aliquotas dos tempos de inducéo (TO, T3, T6 e T14) foram centrifugadas a
13.000rpm durante 1min., o sobrenadante foi descartado e ao precipitado bacteriano
obtido de cada intervalo foi adicionado de tamp&o de amostra 3x (anexo) (na proporcao
de 1 parte de tampéao para 2 de precipitado). As amostras foram guardadas em freezer
a -20°C até o momento do uso, quando foram entdo aquecidas a 100°C durante 15min
e analisadas por gel SDS-PAGE 12% como descrito no item 3.15.1 de Material e

Métodos.

3.17.5. Utilizacdo de um novo tampéo de lise

Foram realizada uma inducdo de 3hs como descrito no item 3.14.13 de
Material e Métodos, em um volume de 100mL, mas a temperatura de inducdo foi
alterada para 30°C e manteve-se a agitacdo em 300rpm. Ao final, as culturas induzidas
foram vertidas em um tubo de centrifugacédo e centrifugadas a 5.000rpm por 10min a
4°C (centrifuga: Sorvall High Speed Centrifuge — RC 5C PLUS). Em seguida, os

sobrenadantes foram totalmente descartados e adicionou-se, aos pellets, 20mL do
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tampéao de lavagem STE (10mM Tris HCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA) (anexo). Os tubos
foram centrifugados a 8.890rpm (12.000 g), por 2min e a 4°C. Apds a centrifugacdo os
sobrenadantes foram descartados e repetiu-se a lavagem com centrifugacdo por mais
uma vez. Ao final da segunda lavagem os sobrenadantes foram descartados e os
pellets foram congelados até o dia seguinte.

No dia seguinte, foi adicionado aos pellets 10mL de tampéo de lise TP
(4mg/mL lisozima, 2% Triton X-100, 1,5% N-laurysarcosine, 5mM DTT) (anexo). Os
tubos foram colocados em banho de gelo e incubados sob agitacéo lenta por 30min. As
amostras foram sonicadas por 6min, com intervalos de 30seg e entdo centrifugadas a
13.000rpm por 10 minutos a 4°C. Uma aliquota de 60uL dos sobrenadantes foi retirada
e adicionada de 30uL de tampédo de amostra 3x (anexo) e guardadas em freezer a -
20°C. O resto do sobrenadante foi filtrado, em filtro MILLEX® HV Durapore® PVDF
Membrane 0,45um, e armazenado em gelo, sendo que uma aliquota de 60uL foi
retirada e adicionada de 30uL de tampao de amostra 3x (anexo) e guardada em freezer
a -20°C. Em paralelo foi realizada uma inducdo como descrito anteriormente nos itens
3.1. e 3.2.1., sem utilizar este novo tampédo, mas a temperatura de inducéo foi alterada
para 30°C e manteve-se a agitacdo em 300rpm, para se comparar a eficiéncia do novo
tampdo de lise. Esta inducéo foi realizada como controle da nova inducéao.

As amostras induzidas a 30°C e processadas com 0 novo tampao e controle
da nova inducédo (usando tampéao de lise sem uréia), foram purificadas pelo método de
purificagdo por coluna de niquel, onde o sobrenadante foi adicionado a coluna com
resina e deixado agitando levemente em plataforma, a temperatura ambiente por

15min, decorrido este procedimento deixou-se a resina precipitar naturalmente e entao,
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deu-se prosseguimento ao processo de purificacdo como descrito no item 3.16.1 de
Material e Métodos. As proteinas provenientes da inducdo a 30°C com o novo tampao e
aguelas provenientes do controle da nova inducédo, foram purificadas por resina de
glutationa com afinidade por GST, conforme descrito no item 3.16.2 de Material e
Métodos, e analisadas em gel SDS-PAGE 12% como descrito no item 3.15.1 de

Material e Métodos.

3.17.6. Inducédo da expressado génica padronizada

Segundo metodologia descrita por Sambrook et al., 2001 e algumas
alteracdes, foi realizada a inducdo. Primeiramente, as bactérias E. coli da linhagem
Rosetta foram transformadas e plaqueadas, como descrito no item 3.8 de Material e
Métodos. Em seguida, um volume de 10mL de in6culo foi preparado conforme descrito
no item 3.14.6 de Material e Métodos, crescido por uma noite em shaker (Excella E24
Incubator Shaker Series - New Brunswick Scientific) a 250rpm e a 37°C. No dia
seguinte, foi realizada uma diluicdo na propor¢cdo de 1:50 deste in6culo em meio LB
estéril (200mL de meio LB (USB), 200uL de kanamicina (25mg/mL) (USB), 40uL de
cloranfenicol (25mg/mL) (USB) e 4mL de in6culo crescido por uma noite) e colocado em
frasco erlemmeyer de 1L (para favorecer a oxigenacao da cultura) autoclavado.

O frasco foi colocado no shaker a 300rpm e a 37°C, até atingir a densidade
Optica (D.0O.) de 0,600 a 600nm, aproximadamente apds 1h e 30 minutos, entdo 2mL do
contetido do frasco foi retirado e lido no espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™ 2) a
600nm, sendo este considerado o tempo zero da indugao. Nesta D.O. foi coletado 1mL

da cultura ndo induzida e armazenado em um tubo de microcentrifuga do tipo



Material e Métodos 75

Eppendorf de 1,5mL estéril.

A aliquota foi centrifugada por 1 minuto a 13.000 rpm (17.900 g), o
sobrenadante foi descartado por inversdo e a boca do tubo foi seca em papel
absorvente para eliminar o meio de cultura. Foram adicionados ao tubo 20uL de agua
Milli-Q autoclavada e este levado ao vortex (Agitador de tubos AP56 — Phoenix)
rapidamente, adicionou-se entdo 10uL de tampéo de amostra 3x (625mM Tris-HCI pH
6,8, SDS 2%, glicerol 87%, azul de bromofenol 0,5% e B-mercaptoetanol 5%) (anexo) e
a amostra foi imediatamente guardada em freezer -20°C.

Foi entdo, adicionado a cultura IPTG (Invitrogen) para uma concentracao final
de 0,4mM, iniciando-se assim a inducéo. A cultura foi induzida durante 3 horas a 37°C
em shaker (Excella E24 Incubator Shaker Series - New Brunswick Scientific) a 300rpm.
Ao final da inducdo, foi coletada uma aliquota de 1mL da cultura induzida foi
processada de acordo com o protocolo de centrifugacao descrito acima e foi adicionado
40uL de agua Milli-Q autoclavada e 20uL de tampé&o de amostra 3x.

A cultura induzida foi vertida em um tubo de centrifugacdo e centrifugada
5.000rpm por 10 minutos a 4°C (centrifuga: Sorvall High Speed Centrifuge — RC 5C
PLUS). Em seguida, o sobrenadante foi totalmente descartado e o sedimento celular
(pellet) guardado em freezer a -20°C ou utilizado imediatamente.

O pellet foi ressuspendido em 10mL de tampéao de lise (100mM NaCl, 10mM
Tris-HCIl, 50mM NaH,PO,, pH8,0) (anexo) e descongelado sob agitacdo manual em
gelo até a sua total dissolugdo. As amostras foram entéo levadas ao sonicador (Sonic
Dismembrator) em banho de gelo e sonicadas por 4min com intervalos de 30seg e

centrifugadas a 13.000rpm por 10min a 4°C. O sobrenadante foi filtrado, em filtro
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MILLEX® HV Durapore® PVDF Membrane 0,45um, e armazenado em gelo, sendo que
uma aliquota de 60uL foi retirada e adicionada de 30uL de tampdo de amostra 3x
(anexo) e guardada em freezer a -20°C. O pellet foi ressuspendido em 10mL de tampéo
de lise e agitado no vortex para dissolucdo, sendo que da mesma forma que com o
sobrenadante uma aliquota de 60uL do pellet foi retirada, adicionada de 30uL de

tampdao de amostra 3x e guardada em freezer a -20°C.

3.18. Teste de ligacdo nas resinas de niquel e glutationa

Foi adicionado, em tubos separados, 100uL de resina de niquel e de
glutationa. As resinas foram centrifugadas a 13.000rpm por 1min e o sobrenadante foi
descartado. A cada uma foi adicionado 200uL de tamp&o MTPBS (150mM NacCl, 16mM
Na;HPO,, 4mM NaH,PO,4) (anexo), para a lavagem da resina, e entdo centrifugou-se
13.000rpm por 30seg e o sobrenadante foi descartado. Adicionou-se as resinas 150uL
de sobrenadante e incubou-se sob temperatura ambiente e agitacdo suave em
plataforma, durante 15min. As resinas foram entdo lavadas 6x com 200uL de tampé&o
MTPBS gelado, e ao final foram adicionados 50uL de tamp&o de amostra 3x (anexo).
As amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 12% como descrito no item 3.15.1 de

Material e Métodos.

3.19. Dosagem de proteinas
As proteinas eluidas foram quantificadas usando o kit Pierce® BCA Protein
Assay Kit conforme instrugbes do fabricante. As amostras foram lidas em

espectrofotdbmetro a 562nm e o resultado foi comparado com a curva de calibracdo do
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kit.

3.20. Dialise

O sobrenadante filtrado resultante do processo descrito no item 3.15.3 de
Material e Métodos, e de uma inducdo a 37°C — 300rpm — 3h como descrito no item
3.17.6, foi dialisado segundo metodologia descrita por Sambrook et al., 2001 com
algumas modificacdes. O sobrenadante (10mL), foi vertido dentro de uma membrana
para didlise (SnakeSkin® Pleated Dialysis Tubing — 7.000 MWCO — 22mm x 35 feet dry
diameter, PIERCE) presa com prendedores plasticos nas extremidades, formando um
saquinho. A membrana com o sobrenadante foi mergulhada em um béquer contendo 2L
de PBS pH 8,0, e deixada sob agitacdo dentro da geladeira (4°C) por 2hs. Decorrido
este tempo o tampéo foi trocado e o béquer foi mantido nas mesmas condi¢cdes por
3hs. O tampéao foi ainda trocado mais uma vez e aguardou-se 3hs. Ao final das 8hs de
dialise, o sobrenadante dialisado foi retirado da membrana e armazenado em tubo tipo
Falcon, a temperatura de -20°C. O material dialisado foi analisado por SDS-PAGE 12%.

O sobrenadante foi purificado em coluna de niquel, como descrito no item
3.16.1 de Material e Métodos, para verificar se a dialise melhorava a afinidade da
proteina pela resina. Em seguida, as amostras resultantes do processo de purificacéo
foram analisadas em SDS-PAGE 12%, segundo metodologia descrita no item 3.15.1 de
Material e Métodos.

Realizou-se uma nova inducdo a 37°C — 300rpm — 3h e o sobrenadante foi
purificado por afinidade com resina de glutationa, como descrito no item 3.16.2. As
proteinas eluida 1 (que apresentavam a banda mais forte no gel SDS-PAGE 12%)

foram dialisadas nas mesmas condi¢des acima descritas, mas trocando-se o tampéao de
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hora em hora até atingir 4hs, a amostra foi filtrada em filtro MILLEX® HV Durapore®

PVDF Membrane 0,45um, e quantificada usando o kit Pierce® BCA Protein Assay Kit,
conforme instru¢des do fabricante. As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%,

conforme descrito no item 3.15.1 de Material e Métodos.

3.21. Purificag@o em coluna de glutationa utilizando bomba peristaltica

Foi realizada uma indugdo conforme descrito no item 3.17.6 de Material e
Métodos. O sobrenadante (9mL) resultante foi purificado em uma coluna contendo 3mL
de resina ligante de glutationa com o auxilio de uma bomba peristaltica (Pharmacia
Biotech Pump P-1) na velocidade de 3mL/min. Apds a passagem do sobrenadante, o
resultante foi coletado em tubos contidos no coletor (Pharmacia Biotech — RediFrac),
em seguida foi passado tampédo PBS pH 7,3 (anexo) para lavagem, até que o resultante
da coluna estivesse transparente. Entdo, foi passado 10mL de tampé&o de eluicdo
(anexo) e o produto da passagem foi coletado. Ao final, a coluna foi lavada com PBS
pH 7,3 e as primeiras lavagens foram guardadas para analise da presenca de
proteinas. As amostras foram adicionadas de tampé&o de amostra 3x e analisadas em

SDS-PAGE 12% (anexo).

3.22. Sequenciamento do vetor pET-42a com o inserto do core

O vetor pET-42a foi sequenciado para confirmacdo da sequéncia e
orientacdo correta dos fragmentos inseridos, através do método de terminacdo da
cadeia (SANGER et al., 1977). Para isto foi utilizado o kit “DYEnamic™ ET Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit” (MegaBACE™)” (GE Healthcare) conforme
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orientacdo do fabricante. As condi¢cdes de amplificacdo foram: 1 ciclo inicial de 96°C
durante 2 minutos seguidos por 30 ciclos de 95°C durante 20 segundos, 50°C durante
15 segundos e 60°C durante 1 minuto e 15 segundos. A reacado foi precipitada em
etanol e acetato de aménio 7,5M segundo instrucdes do fabricante, para remover os
dideoxinucleotideos marcados néo incorporados. O produto gerado em cada reacao foi
submetido & separacdo e detecgdo usando o seqiienciador automatico “MegaBACE™
1000 Flex” (GE Healthcare). A andlise das sequéncias foi realizada pelo software

“Sequence Analyser-Base Caller Cimarron 3.12” (GE Healthcare).

3.23. Inducdo da expressdo das proteinas core e E2 recombinantes em larga
escala

Foi realizada a inducdo da expressdo das proteinas do VHC (core e E2)
fusionadas a GST em larga escala e repetidas vezes. Essas inducdes ocorreram

seguindo a metodologia padronizada descrita no item 3.17.6 de Material e Métodos.

3.24. Purificacdo das proteinas expressas em larga escala, core e E2 fusionadas a
GST, por cromatografia de afinidade em resina de glutationa
As proteinas foram purificadas por afinidade com resina de glutationa, como

descrito no item 3.16.2 de Material e Métodos.
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3.25. Ensaios biolégicos com as proteinas core e E2 recombinantes produzidas
em bactérias (E. coli linhagem Rosetta)
3.25.1. Imunorreatividade das proteinas core e E2 recombinantes com pool de
soros humanos positivos para VHC

Para o teste de reatividade das proteinas core e E2 recombinantes com um
pool de soros humanos positivos para VHC, foi realizado um ensaio de Western Blot.

Inicialmente, para preparar a membrana que iria ser transferida com as
proteinas core e E2, foram aplicados em varios pocos do gel de poliacrilamida 12%,
15ul de “proteina eluida 1” na concentragcdo de 1182ug/mL obtida através do processo
de purificacdo por coluna de glutationa como descrito no item 3.16.2 de Material e
Métodos. As proteinas foram transferidas para a membrana pelo método de western
blot, item 3.15.2 de Material e Métodos, sendo que apds o bloqueio de 18 horas com
solucéo de bloqueio (anexo) contendo TBS (Tris 0,05M, NaCl 0,15M, pH 8,0) (anexo) e
5% de leite desnatado, em geladeira a 4°C, a membrana foi seca entre folhas de papel
fitro e colocada em estufa a 37°C para secar durante 40min. A membrana de
nitrocelulose, contendo as proteinas recombinantes transferidas, foi cuidadosamente
cortada em tiras que foram identificadas e guardadas em tubo do tipo Falcon seco (em
estufa) e vedado com parafilm (para evitar umidade), a temperatura de 4°C até o
momento do uso.

As tiras foram colocadas em canaletas individuais de plastico e lavadas 3
vezes com 2mL do tampéo de lavagem do kit Cambridge Biotech HIV-1 — Western Blot
Kit, sob agitacdo em plataforma durante 5min. Na ultima lavagem o tampé&o foi aspirado

e adicionado 2mL de solucdo de bloqueio, preparada segundo instru¢des do kit, um



Material e Métodos 81

pool de soros humanos positivos para VHC diluido 1:20. A uma das tiras foi adicionado
um pool de soros humanos negativos para VHC e outras doencas infecciosas testadas
(submetidos a rotina soroldgica para Chagas, Sifilis, Hepatites B e C, HIV-1/2 e HTLV
(Virus Linfotrépico de Células T Humana)), na diluicdo de 1:20 (diluido na solucédo de
bloqueio). A reacdo foi mantida sob agitacdo suave em plataforma durante 1h.
Decorrido este tempo as tiras foram lavadas 3 vezes durante 5min cada, com 2mL de
tampéo de lavagem do kit, ao final este foi aspirado e aplicado na canaleta 2mL de
conjugado 1 (anti-lgG humana biotinilada) diluido 1:1000 no tamp&o de bloqueio, que
ficou incubando durante 1h sob temperatura ambiente e sob suave agitacdo em
plataforma. As tiras foram entdo lavadas 3 vezes como ja descrito acima e entdo
incubadas com 2mL de conjugado 2, durante 1h sob agitacdo lenta em plataforma a
temperatura ambiente. As tiras foram lavadas 3 vezes, e reveladas com 2mL de solugéo
reveladora. Apos o aparecimento das bandas as tiras foram lavadas 1 vez com solucéo

de lavagem e entdo secas em papel filtro e fotografadas.

3.25.2. Slot Blot

Realizado como requisito na padronizacdo do teste imunocromatografico e
confirmatdrio da reatividade das proteinas core fusionada a GST, E2 fusionada a GST e
GST em diferentes concentracdes, realizamos dois ensaios de Slot Blot. O primeiro
utilizando core-GST e GST e o segundo utilizando core-GST e E2-GST. Todos o0s
procedimentos utilizados para obtencdo das proteinas de fusdo core-GST e E2-GST,
foram aplicados para producéo da proteina GST, que foi utilizada como um controle.

Primeiramente, a membrana de nitrocelulose Nytran (SCHLEICHER &

SCHUELL) foi cortada em um tamanho apropriado e equilibrada em tampéao TBS (Tris
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0,05 M, NaCl 0,15 M; pH 8,0) (anexo) por 30 minutos. A seguir, a membrana foi
aplicada em um sistema Hybri Slot ™ Manifold (Gibco BRL — Life Technologies). Em
seguida, foi aplicado 100uL por cavidade das proteinas purificadas e diluidas em série
em tampao PBS (NaCl 140mM, KCI 2,7mM, Na;HPO, 10M, KH,PO,; pH 7,3) (anexo)
partindo de uma concentracao inicial de 100ug/mL. Estas proteinas foram transferidas
para a membrana com o auxilio de uma bomba a vacuo acoplada ao sistema. Apos a
transferéncia, a membrana foi lavada com TBS/Tween-20 (Tris 0,05M, NaCl 0,15M; pH
8.0, 0,05% Tween 20) (anexo) e bloqueada com esta mesma solucdo contendo 5% de
leite em pd desnatado (anexo) por 1 hora em temperatura ambiente e sob agitacdo. Em
seguida a membrana foi lavada por 5 vezes durante 5 minutos cada com TBS/Tween-
20 e incubada com diluicdo 1:200 do pool de soro positivo para VHC em solugédo de
bloqueio. Apés 1 hora de incubacéo a temperatura ambiente, sob agitacdo a membrana
foi lavada com TBS/Tween-20 por 5 vezes durante 5 minutos cada, e entdo incubada
com o anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase (Sigma), diluido 1:10000
em solucdo de bloqueio, durante 1 hora a temperatura ambiente e, posteriormente
lavada com TBS/Tween-20 por 5 vezes durante 5 minutos cada. A revelacdo da reacdo
foi obtida pela adicdo dos substratos da enzima: diaminobenzidina e peréxido de
hidrogénio (5mg de diaminobenzidina e 150uL de perdxido de hidrogénio 30% em 30mL

de PBS pH 7,3).

3.26. Cromatografia de afinidade em coluna de glutationa
Foi utilizada a coluna GSTrap FF (GE Healthcare®) que contém o ligante
glutationa acoplado a agarose 4%. As colunas podem ser operadas com uma seringa,

bomba peristaltica ou em sistema de cromatografia liquida como o AKTA.
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Foi realizada uma inducdo conforme descrito no item 3.17.6 de Material e
Métodos. O sobrenadante resultante foi filtrado e aplicado na coluna GSTrap FF
previamente equilibrada com 5 volumes de tampdo PBS (140mM NacCl, 2,7mM KClI,
10mM Na,HPO4, 1,8mM KH,PO,4 pH7,3) (anexo). Depois de passar o extrato proteico, a
coluna foi lavada com 5 volumes de PBS. Aplicou-se entdo um gradiente continuo do
tampéo de eluicdo (50mM Tris-HCI, 10mM Glutationa Reduzida, pH8,0) (anexo). Este
procedimento foi realizado manualmente utilizando seringa e aplicando um fluxo
constante de 3mL por minuto, e as fracGes das proteinas eluidas foram analisadas em

SDS-PAGE 12%.

3.27 Andlise da Imunorreatividade das proteinas core-GST e E2-GST apos
purificacdo por coluna GSTrap FF
3.27.1. Western Blot

Foram aplicados em varios pocos do gel de poliacrilamida 12%, 15uL de
proteina recombinante E2 “P.E.1” purificada por afinidade em resina de glutationa e
15uL da proteina recombinante core “P.E.3” obtida através do processo de purificagéo
por coluna GSTrap FF (GE Healthcare) como descrito no item 3.26 de Material e
Métodos. As proteinas foram transferidas para a membrana pelo método de western
blot. O bloqueio dos sitios livres na membrana foi realizado com solugéo de 5% de leite
em po desnatado em TBS/Tween 20 (anexo) por 18 horas a 4°C. Em seguida a
membrana foi lavada com TBS/Tween-20 e adicionado pool de soro positivo para o
VHC diluido 1:400 em soluc&o de blogueio. A uma das tiras foi adicionado um pool de

soros humanos negativos para VHC e outras doencas infecciosas testadas (submetidos



Material e Métodos 84

a rotina sorologica para Chagas, Sifilis, Hepatites B e C, HIV-1/2 e HTLV (Virus
Linfotropico de Células T Humana)), diluidos 1:400 na solucao de bloqueio. Apés 1 hora
de incubacéo a temperatura ambiente, a membrana foi lavada com TBS/Tween-20 por
5 vezes durante 5 minutos cada, e entdo incubada com o anticorpo anti-lgG humana
conjugado com peroxidase, diluido 1:10000 em solucéo de bloqueio, durante 1 hora a
temperatura ambiente e, posteriormente lavada com TBS/Tween 20 por 5 vezes
durante 10 minutos cada. A revelacao da reacédo foi obtida pela adicdo dos substratos
da enzima: diaminobenzidina e peroxido de hidrogénio (6mg de diaminobenzidina e
10uL de peroxido de hidrogénio 30% em 10mL de Tris-HCI 0,05 M; pH 8.0) (anexo).
ApOs o aparecimento das bandas as tiras foram lavadas 1 vez e entdo secas em papel

filtro e fotografadas.

3.27.2. Slot Blot

Com a finalidade de obter a menor concentracao de reatividade das proteinas
core-GST e E2-GST em diferentes concentracfes e avaliar se apés purificacdo da
proteina core recombinante em coluna de glutationa GSTrap FF (GE Healthcare®)
houve melhora na imunorreagdo, realizamos novamente a técnica de Slot Blot com
algumas modificacdes da técnica descrita no item 3.25.2 de Material e Métodos. A
membrana de nitrocelulose Nytran (SCHLEICHER & SCHUELL®) foi cortada em um
tamanho apropriado e equiliborada em tampao TBS pH 8,0) (anexo) por 30 minutos. A
seguir, a membrana foi aplicada em um sistema Hybri Slot ™ Manifold (Gibco BRL —
Life Technologies) e diferentes concentragcdes das proteinas recombinantes core e E2

purificadas por coluna GSTrap FF e por resina de afinidade a glutationa,
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respectivamente e diluidas em série em tampéao de bloqueio (TBS/Tween-20 e 5% de
leite em p6 desnatado (anexo), partindo de 50ug/mL, foram aplicadas num volume de
100uL por cavidade, sendo entdo transferidas para a membrana de nitrocelulose com o
auxilio de uma bomba de vacuo acoplada ao sistema. A aplicacdo do vacuo sob a
membrana aumenta a adsorcdo das proteinas na membrana. ApOs a adsorcédo, a
membrana foi lavada com TBS/Tween-20 e bloqueada com esta mesma solucao
contendo 5% de leite em p6 desnatado por 18 horas a 4°C e sob agitacdo suave. Em
seguida a membrana foi lavada por 5 vezes durante 5 minutos cada com TBS/Tween-
20 e incubada com diluicdo 1:400 do pool de soro positivo para VHC em solugédo de
bloqueio. Apds 1 hora e 30 minutos de incubacgéo a temperatura ambiente, sob agitacao
suave, a membrana foi lavada com TBS/Tween-20 por 5 vezes durante 5 minutos cada,
e incubada com o anticorpo anti-lgG humano conjugado com peroxidase (Sigma®),
diluido 1:5000 em solucdo de bloqueio, durante 1 hora e 30 minutos a temperatura
ambiente e sob agitacdo suave, posteriormente a membrana foi lavada com
TBS/Tween-20 por 5 vezes durante 5 minutos cada. A revelagdo da reacéo foi obtida
pela adicdo dos substratos da enzima: diaminobenzidina e peréxido de hidrogénio (5mg
de diaminobenzidina e 150uL de peréxido de hidrogénio 30% em 30mL de PBS pH 7,3)
durante 15 minutos em temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Em seguida, a

membrana foi lavada por 3 vezes com agua destilada e seca entre papel de filtro.

3.28. Ensaio Imunoenziméatico — ELISA
A reatividade das proteinas recombinantes core-GST e E2-GST com
anticorpos presentes no pool de soro controle positivos para o VHC foi verificada em

microplacas de poliestireno através do teste imunoenzimatico (ELISA) pelo método
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direto e indireto. Foi utilizado n=3 pool de soros, sendo cada pool formado por 3 soros
provenientes do controle interno.

Este método foi utilizado para adequar as melhores concentracfes das
proteinas recombinantes e dos anticorpos e para o aprimoramento do método ELISA
direto e indireto, desenvolvido pelo Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, com sensibilidade igual a 100% e

especificidade de 87,5% (Dissertacdo de Mestrado: KENFE, 2008).

3.28.1. ELISA de Captura-Sanduiche (Adsorcdo em microplaca do anticorpo
policlonal anti-core-GST)

Primeiramente realizou-se uma diluicdo 1:40 do anticorpo anti-core-GST
policlonal (produzido em camundongo em outros trabalhos realizados anteriormente em
nosso laboratério) em tampao carbonato/bicarbonato 1M pH 9,6 (anexo) e 100ul dessa
diluicdo foram aplicados em wells da microplaca de poliestireno e incubados por 18
horas a 4°C. Apés esse periodo, realizou-se o processo de lavagem manual, com PBS /
Tween 20 0,05% (anexo) por 3 vezes e em seguida, adicionou-se 100ul da solugao de
blogueio contendo (solu¢do tampao PBS pH 7,3 / Tween 20 0,05% / 5% leite em po6
desnatado) (anexo) por 2 horas em temperatura ambiente. Em sequencia, foram
aplicados 100ul da proteina core-GST diluida em série partindo de 50ug/mL em solucéo
de bloqueio e incubados por 1 hora a 37°C. Novamente se repetiu a lavagem e 100pl
do pool de soro controle positivo para o VHC diluido 1:40 em solugéo de bloqueio foi
aplicado e incubado durante 1 hora a 37°C. Em seguida, realizou-se a lavagem e 100pl
do conjugado anti-lgG humano marcado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:10000 em

tampao de bloqueio foi adicionado e incubado durante 1 hora a 37°C. ApoOs a
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incubacao, foi repetido o procedimento de lavagem e aplicado 100yl de solugao

substrato peréxido de uréia e tetrametilbenzidina e incubado por 20 minutos, protegido

-1
da luminosidade. Em seguida, 100ul de acido sulfarico 1 molL foram adicionados para
interromper a reagao e a leitura foi realizada em espectrofotometro com absorbéncia de

450nm (Multiskan Ascent — Labsystems - THERMOLABSYSTEMS).

3.28.2. ELISA de Captura-Sanduiche (Adsorcdo em microplaca do anticorpo
monoclonal anti-GST)

A microplaca de poliestireno foi sensibilizada por 18 horas a 4°C com 100pl
do anticorpo monoclonal anti-GST (PHARMACIA BIOTECH®) diluidos 1:5000 em
tampao carbonato/bicarbonato 1M pH 9,6. ApoOs este periodo, foi realizada a lavagem
manual com PBS-Tween 20 por 3 vezes e entdo 100ul da solugéo de bloqueio (PBS pH
7,5/ Tween 20 0,05% / 5% de leite em p6 desnatado) foram aplicados e incubados por
2 horas em temperatura ambiente. As proteinas recombinantes core-GST e E2-GST
foram utilizadas partindo de uma concentragéo inicial de 50ug/mL e diluidas em série
em solucdo de bloqueio e incubadas por 1 hora a 37°C. Posteriormente, 100ul da
diluicdo 1:40 do pool de soro controle positivo para VHC foram adicionados e incubados
durante 1 hora a 37°C. Decorrido esse tempo, 100ul do conjugado anti-IgG humano
marcado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:10000 foram aplicados e incubados por 1
hora a 37°C. Em seguida, a solucdo substrato peroxido de uréia e tetrametilbenzidina

1:1 foi aplicada e apds 20 minutos em temperatura ambiente e na auséncia de luz,

-1
adicionou-se 100ul de acido sulfurico 1 molL para interromper a reacdo. A leitura
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espectrofotométrica foi realizada em absorbancia de 450nm. Entre cada etapa, a
microplaca foi lavada manualmente por 3 vezes, com PBS pH 7,3 / Tween 20 0,05%.

Outro ensaio foi realizado, utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST diluido
1:10000 em tampéo carbonato/bicarbonato 1M pH 9,6 e as proteinas recombinantes
core e E2 nas concentragdes de 20ug/mL, 12pg/mL, 5ug/mL e 1ug/mL. Também foi
utilizado nestes ensaios pool de soros controles positivos para o VHC, ASO (anti
estreptolisina O), Chagas, Sifilis, Hepatite B e auto anticorpos contra antigenos
intracelulares (FAN), diluidos 1:200 em solucdo de bloqueio e as lavagens foram
realizadas em lavadora de microplaca (Lavadora Multiwash Il Tricontinent).

O mesmo ensaio foi repetido utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST
diluido 1:10000 em tampdao carbonato/bicarbonato 1M pH 9,6 e as proteinas core e E2
recombinantes juntas, ou seja, nas concentragdes de 5ug/mL da proteina core-GST e
5ug/mL da proteina E2-GST. Estas foram misturadas, homogeneizadas e aplicadas
juntas em cada well da microplaca. O ensaio prosseguiu como descrito acima.

Novamente esta mesma metodologia foi realizada, utilizando a mistura das
proteinas recombinantes nas concentracbes de 1ug/mL cada e com uma diluicdo do
pool de soros controles de 1:400 em tampdo de blogueio, afim de eliminar uma

reatividade inespecifica.

3.28.3. ELISA Indireto (Adsorcdo em microplaca das proteinas recombinantes
core e E2 fusionadas a GST)

Foram aplicados na microplaca de poliestireno 100ul das proteinas core-GST
e E2-GST nas concentragbes de 20ug/mL, 12ug/mL, 5ug/mL e 1ug/mL e entdo

incubados por 18 horas a 4°C. ApGs esse periodo, foi realizado a lavagem automatica,
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em lavadora de microplaca, com PBS pH 7,3 / Tween 20 0,05% e aplicado 100pl da
solucdo de bloqueio (solucdo tampédo PBS pH 7,3 / 5% leite em po6 desnatado) e
incubados durante 2 horas em temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, o
processo de lavagem foi repetido por 3 vezes. Foram adicionados 100ul do pool de soro
humano nado reagente e pool de soro humano positivo para VHC, pool de soro positivo
para hepatite B, ASO, FAN, Chagas e Sifilis diluidos 1:200 em tampéo de bloqueio e
incubados por 1 hora a 37°C. Outro procedimento de lavagem e em seguida, foram
aplicados 100yl de conjugado anti-lgG humano marcado com peroxidase (Sigma®)
diluidos 1:10.000 em tamp&o de bloqueio e incubados por 1 hora a 37°C. Novamente foi
realizada a lavagem e aplicado 100ul de solugdo substrato peroxido de uréia e

tetrametilbenzidina 1:1 e incubados por 20 minutos em temperatura ambiente e ao

-1
abrigo de luz. Para interromper a reacdo, 100yl de acido sulfarico 1 molL foram

aplicados e a leitura espectrofotométrica foi realizada em absorbancia de 450nm.

3.28.4. ELISA Indireto (Adsorcdo em microplaca das proteinas recombinantes
core e E2 fusionadas a GST juntas)

Foram adsorvidos a microplaca de poliestireno por 18 horas a 4°C, 100ul da
mistura das proteinas core-GST e E2-GST nas concentragcbes de 2ug/mL de cada
proteina recombinante. Estas foram diluidas em tampao carbonato/bicarbonato 1M pH
9,6. Apds este periodo, 100ul de bloqueio (PBS pH 7,3 / leite em p6 desnatado 5%)
foram adicionados e incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Em seguida,
100ul do pool de soro humano controle negativo e positivo para VHC e pool de soro

controle positivo para hepatite B, ASO, FAN, Chagas e Sifilis diluidos 1:200 em tampéao
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de blogueio contendo PBS pH 7,3 / Tween 20 0,05% / leite em p6 desnatado 5% foram
adicionados e incubados por 1 hora a 37°C. O conjugado anti-lgG humano marcado
com peroxidase (Sigma®) diluido 1:10.000 em tampé&o de bloqueio foi adicionado e
incubado por 1 hora a 37°C. Decorrido este tempo, 100ul da solugéo substrato perdxido

de uréia e tetrametilbenzidina na proporcédo 1:1 foram aplicados e apds 20 minutos

adicionou-se 100ul de acido sulfarico 1 mol L-l para que a reacao fosse interrompida. A
leitura espectrofotométrica foi realizada em comprimento de onda de 450nm.

Entre cada etapa descrita, realizou-se o procedimento de lavagem
automética, com PBS pH 7,5/ Tween 20 0,05%, (Lavadora Multiwash Il Tricontinent).

O mesmo ensaio foi repetido utilizando uma diluicdo 1:400 do pool de soros
e as proteinas recombinantes nas concentracdes de 1ug/mL cada, com a finalidade de

eliminar uma reatividade cruzada.

3.29. Teste Imunocromatogréfico

Os anticorpos policlonais utilizados para o teste imunocromatografico devem
apresentar alta especificidade e sensibilidade para o antigeno, estar na forma purificada
e ser dialisado no tampéo fosfato (Na,HPO, 10mM pH 7,5), segundo Mikawa (Tese de

Doutorado, 2006).

3.29.1. Teste Imunocromatografico para deteccao de antigenos VHC
Este ensaio visa a deteccdo de particulas virais do VHC pela captura de
antigenos presentes na amostra sorologica em um anticorpo fixado na membrana,

formando uma ponte com um segundo anticorpo ligado a particula colorida (ouro
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coloidal), ou seja, a deteccédo tem como alvo antigenos do VHC, que somente ocorre na
fase aguda da infeccdo ou em imunossuprimidos. Para a reacdo sdo necessarios dois
anticorpos para promover a captura da particula, onde um dos anticorpos esta fixado a
membrana e o outro esta conjugado a particula de ouro. Ha necessidade do antigeno

VHC (core-GST e E2-GST) para constituir a faixa controle do teste.

3.29.2. Teste Imunocromatografico para deteccéo de anticorpos anti-VHC

Ha dois métodos de deteccdo de anticorpos, sendo que as duas op¢des sao
baseadas no tipo de ligante fixado na particula de ouro coloidal.

Na primeira op¢do, as particulas de ouro sdo recobertas com um ligante
especifico para a por¢cédo Fc dos anticorpos, ou seja, a proteina A. Para que a reacao se
efetive, a membrana deve ter seqiencialmente fixado em sua estrutura antigenos do
VHC (core-GST e E2-GST) num segmento e logo a seguir a IgG humana como controle
de migracdo da reacdo. As proteinas recombinantes (core e E2) do VHC séo
impregnadas na regido teste da membrana de nitrocelulose e a 1gG humana
impregnada na regido controle. O complexo proteina A-ouro coloidal impregnado na
area do conjugado desloca-se por cromatografia ao longo da membrana para as
regides teste e controle.

Na segunda opcéo, as proteinas recombinantes (core e E2) sdo conjugadas
com as particulas de ouro coloidal e se ligam a anticorpos especificos presentes na
amostra sorologica e migram na membrana, para se encontrar com ligantes de IgG,
como a proteina A, em concentracao suficiente para se ligar a toda a IgG da amostra.
Na tira imunocromatografica, € fixada uma quantidade de proteina A capaz de capturar

0S anticorpos presentes na amostra soroldgica. Para o controle, anticorpos anti-VHC
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(anti-core e anti-E2) sdo impregnados na regido controle. As proteinas recombinantes
(core e E2) conjugadas com ouro coloidal, ligam-se ao anticorpo especifico presente na
amostra sorologica. O complexo antigeno-ouro coloidal impregnado na area do
conjugado desloca-se por cromatografia ao longo da membrana para as regifes teste e
controle da reacdo no inicio do teste quando o pool de soros foi aplicado, ocorrendo a

reacao antigeno-anticorpo.

3.29.3. Interpretacdo dos resultados no teste Imunocromatografico

A reacéo positiva ocorre quando duas linhas séo visiveis, sendo uma linha na
regido controle (C) e uma linha na regido teste (T). A intensidade de cor da linha teste
(T) podera variar de acordo com a concentracdo de antigeno ou anticorpo que esta se
procurando na amostra sorolégica. Porém, qualquer intensidade de cor na linha teste
(T) indica resultado positivo.

A reacdo negativa se da quando somente uma linha é visivel na regidao (C),
nao sendo observada linha na regiéo teste.

Reacdo invalida € quando a linha controle (C) ndo é evidenciada, portanto
deve-se repetir 0 ensaio.

A Figura 4 demonstra a interpretagcdo dos resultados, podendo ele ser

positivo, negativo ou invalido.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos possiveis resultados do Teste
Imunocromatografico. 1: Resultado Positivo. 2: Resultado Negativo. 3: Resultado

Invélido. Figura extraida de Whatman®.

Na Figura 5, podemos entender como é montado o teste

imunocromatografico.

Amostra

Figura 5: Representacdo esquematica da montagem tipica de um ensaio
imunocromatografico de fluxo lateral. 1: local para aplicacdo da amostra. 2: area do
conjugado (membrana de fibra de vidro). 3: linha teste. 4: membrana de nitrocelulose. 5:

linha controle. 6: membrana absorvente. Figura extraida de Whatman®.
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3.30. Desenvolvimento do método Imunocromatografico
3.30.1. Conjugacéao da solucéo coloidal de ouro com anticorpo policlonal anti-core
VHC produzidos em camundongos e em coelhos

A conjugacao com particulas de ouro coloidal (20nm colloidal gold - Sigma®)
ocorre por adsorcéo fisica e sob condi¢cdes 6timas de pH e concentracdo ideal dos
anticorpos.

Seguindo o protocolo estabelecido por Mikawa (Tese de Doutorado, 2006), a
concentracédo ideal do anticorpo policlonal anti-core-GST produzido em camundongo é
de 150ug/mL e do anticorpo policlonal anti-core-GST produzido em coelho € de
300ug/mL.

O pH 7,0 foi determinado como 6timo para a conjugacao com as particulas de
ouro coloidal.

A partir destas condi¢cdes padronizadas, realizamos a metodologia. Em tubos
do tipo Eppendorf, adicionou-se 200uL da solucéo coloidal de ouro e o pH foi ajustado
para 7,0 pela adicdo de Na,CO; 0,1M (anexo) e em seguida, aplicou-se em cada
Eppendorf 20uL do anticorpo policlonal anti-core-GST de camundongo e coelho, nas
concentracbes de 150ug/mL e 300pg/mL, respectivamente e incubou-se em
temperatura ambiente por 1 hora. Decorrido este periodo, foi adicionado 25pL de
solugcéo Tris-HCI 0,1M pH 7,6 contendo 10% de BSA (anexo) para o bloqueio das
superficies residuais das particulas de ouro coloidal e incubado por 30 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, estes tubos contendo o conjugado (ouro-
anticorpo), foram centrifugados em 10000g a 4°C durante 30 minutos e em seguida, o
sobrenadante foi descartado e acrescentado 1000uL de tampéo Tris-HCI 0,1M pH 7,6

contendo 0,5% de caseina (anexo) para a lavagem e retirada dos anticorpos nao
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ligados. Novamente foram centrifugados em 10000g a 4°C por 30 minutos. ApoOs
remover o sobrenadante, o volume final foi ajustado para 15uL com Tris-HCI 0,1M pH
7,6 contendo 0,5% de caseina e o conjugado preparado foi armazenado a 4°C até o
momento do uso.

Paralelo a este ensaio, foi realizado em microplaca o0 monitoramento da
variacdo de coloracdo da solucdo em duas absorbancias 540nm e 620nm. Em
microplaca foi adicionado 20puL dos anticorpos policlonais anti-core-GST produzidos em
camundongos e em coelhos e 100uL do ouro coloidal pH 7,0. Esta mistura foi deixada
reagir por 15 minutos e em seguida, foi adicionado 15uL de solucéo salina 10% e nova
incubacdo de 15 minutos. Decorrido este periodo, foi realizada a leitura em leitora de

microplaca (Multiskan Ascent — Labsystems - THERMOLABSYSTEMS).

3.30.2. Conjugacao da solucao coloidal de ouro com proteina A extracelular e com
Anti-IgG humana

A proteina A extracelular recombinante (Sigma®) foi dissolvida conforme
orientagdo do fabricante e distribuida em aliquotas.

Sob condigcbes 6timas de pH e concentracdo, foram realizados os
procedimentos para a formacdo do conjugado proteina A-ouro coloidal e Anti-IgG
humana-ouro coliodal.

Em tubos do tipo Eppendorf, foi adicionado 200uL da solugéo coloidal de ouro
e o0 pH foi ajustado para 7,0 pela adicdo de Na,CO3 0,1M e em seguida, foi aplicado
20uL da proteina A na concentragcédo de 10ug e 20uL do anticorpo anti-lgG humana na
concentragdo de 250ug/mL, permanecendo por 1 hora em temperatura ambiente. A

seguir, foi adicionado 25uL da solu¢do Tris-HCI 0,1M pH 7,6 contendo 10% de BSA
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para o bloqueio das superficies residuais das particulas de ouro coloidal e incubado por
30 minutos em temperatura ambiente. Apds este periodo, o tubo foi centrifugado a
10000g por 30 minutos a 4°C em ultracentrifuga refrigerada. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e aplicado 1000uL do tampéo Tris-HCI 0,1M pH 7,6
contendo 0,5% de caseina para a lavagem e novamente foi centrifugado a 100009 por
30 minutos a 4°C. Em seguida, o pelllet foi ressuspenso em 15uL de tampéo Tris-HCI
0,1M pH 7,6 contendo 0,5% de caseina e armazenado a 4°C até o momento do uso.
Paralelo a este ensaio, foi realizado em microplaca o monitoramento da
variacdo de coloracdo da solucdo em duas absorbancias 540nm e 620nm. Em
microplaca foi adicionado 20uL da proteina A extracelular e 100uL do ouro coloidal pH
7,0, assim como para a anti-lgG humana. Esta mistura foi deixada reagir por 15 minutos
e em seguida, foi adicionado 15uL de solucdo salina 10% e nova incubacdo de 15
minutos. Decorrido este periodo, foi realizada a leitura em leitora de microplaca

(Multiskan Ascent — Labsystems - THERMOLABSYSTEMS).

3.30.3. Conjugacéo da solucdo coloidal de ouro com as proteinas recombinantes
do VHC (core e E2)

As proteinas recombinantes core e E2, foram conjugadas por adsorc¢éao fisica
as particulas de ouro coloidal de 20nm.

A conjugacédo ocorreu em tubos de microcentrifuga, onde foram adicionados
200uL da solucéo de ouro coloidal 20nm e o pH ajustado para 7,0 com a adicédo de
Na,CO3 0,1M, e em seguida, adicionou-se 20uL da proteina core-GST e em outro tubo
20uL da proteina E2-GST, nas concentracdes de 100ug/mL e deixados em temperatura

ambiente 1 hora. A seguir, foi adicionado em cada tubo 25uL da solug¢édo Tris-HCI 0,1M
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pH 7,6 contendo 10% de BSA para a ligacdo em eventuais sitios livres do ouro coloidal
e nova incubacao a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, 0 conjugado
obtido foi centrifugado a 10000g por 30 minutos a 4°C e apds este periodo foi
descartado os sobrenadantes e adicionado 1000uL de tampéo Tris-HCI 0,1M pH 7,6
contendo 0,5% de caseina para a lavagem e novamente centrifugado em
microcentrifuga refrigerada a 4°C por 30 minutos a 10000g. Finalmente, os
sobrenadantes foram descartados e o volume final foi ajustado para 15uL com tampéao
Tris-HCI 0,1M pH 7,6 contendo 0,5% de caseina. Os produtos foram armazenados a
4°C até o momento do uso.

Paralelo a este ensaio, foi realizado em microplaca o monitoramento da
variacdo de coloracdo da solucdo em duas absorbancias 540nm e 620nm. Em
microplaca foi adicionado 20uL de cada proteina recombinante (core e E2) e 100uL do
ouro coloidal pH 7,0. Esta mistura foi deixada reagir por 15 minutos e em seguida, foi
adicionado 15uL de solucdo salina 10% e nova incubacdo de 15 minutos. Decorrido
este periodo, foi realizada a leitura em leitora de microplaca (Multiskan Ascent —

Labsystems - THERMOLABSYSTEMS).

3.30.4. Avaliacdo da reacdo da proteina A com o conjugado core-GST-Ouro
coloidal de 20nm

Para a padronizacdo da reacdo teste que sera utilizada no ensaio
imunocromatogréfico, foi realizado o imunoblot, utilizando os reagentes fixados em
membranas de nitrocelulose. A membrana foi equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,1M pH
7,4 por 30 minutos. Em seguida, foi aplicado em duplicata 1,5uL da proteina A nas

concentracbes de 10 e 5 pg/pL, permanecendo durante 15 minutos. A seguir, foi
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realizada a lavagem por 3 vezes de 5 minutos com Tris-HCI pH 7,4 e Tween 20 0,05% e
o bloqueio da membrana com Tris-HCI 0,1M, Tween 20 0,05% e BSA 2% por 2 horas
com agitacdo constante e nova lavagem com Tris-HCL pH 7,4 e Tween 20 0,05%. Em
seguida, foi aplicado pool de soro positivo e negativo para VHC diluido 1:100 em
solucdo de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente com agitacdo constante e
suave. Decorrido este periodo, a membrana foi novamente lavada e incubada por 2
horas com o conjugado core-GST-Ouro coloidal. Em seguida, a membrana foi lavada

com agua destilada e seca entre papel de filtro.

3.30.5. Avaliacdo da reacdo do anticorpo anti-core-GST policlonal com o
conjugado core-GST-Ouro coloidal de 20nm

Para a padronizacdo da reacdo teste que sera utilizada no ensaio
imunocromatogréfico, foi realizado o imunoblot, utilizando os reagentes fixados em
membranas de nitrocelulose. A membrana foi ativada com tampéao Tris-HCI 0,1M pH 7,4
por 30 minutos. Em seguida, foi aplicado 1,5uL do anticorpo anti-core-GST policlonal
nas concentracdes pré padronizadas em trabalhos anteriores em nosso laboratério de
2,5 e 1,0mg/mL, ficando em contato com a membrana por 15 minutos. Apés este
periodo, foi realizada a lavagem com Tris-HCI pH 7,4 e Tween 20 0,05% e a seguir a
membrana foi bloqueada com Tris-HCI pH 7,4, Tween 20 0,05% e BSA 2% por 2 horas
com agitacao constante. Em seguida, foram feitas 3 lavagens e a membrana foi reagida
com o conjugado core-GST-Ouro coloidal e incubada por 2 horas. Em seguida, a

membrana foi lavada com agua destilada e seca entre papel de filtro.
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3.30.6. Montagem do dispositivo imunocromatografico

ApoOs padronizadas as concentracdes e realizada as conjugacdes com ouro
coloidal (20nm colloidal gold - Sigma®) foi montado o teste imunocromatografico linear,
utilizando a membrana de nitrocelulose HF120 (Millipore®) que constitui a tira reagente
propriamente dita, a membrana de fibra de vidro que constitui a area do conjugado e a
membrana de celulose que compde a area de amostragem e absorvente, sendo estas
duas ultimas membranas gentilmente fornecidas pela Millipore®. A membrana de
nitrocelulose HF 120 € denominada de alto fluxo, cuja velocidade do fluxo € de 120

segundos a cada 4 centimetros, ou seja, 30 segundos por centimetro.

3.30.7. Corte das tiras imunocromatograficas (membranas de nitrocelulose, fibra
de vidro e absorvente)

As tiras originais de nitrocelulose de 30 centimetros da Millipore® foram
cortadas em tirinhas de 5 mm com o auxilio de um estilete e armazenadas em
temperatura ambiente até 0 momento do uso. A membrana de celulose foi laminada em
areas de 5 mm X 15 mm. A membrana de fibra de vidro que compbe a area do

conjugado, foi cortada no tamanho de 5 mm X 3 mm, sendo (Altura X Comprimento).

3.30.8. Preparo da area de amostragem
A area de amostragem onde é aplicada a amostra do pool de soro foi
previamente tratada com Tween 20 0,005% a fim de diminuir as reagdes inespecificas.

As tiras ja cortadas foram colocadas nesta solucdo por 15 minutos e a seguir, foram

secas em temperatura ambiente por 18 horas.
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3.30.9. Preparo e ativacdo da membrana de nitrocelulose

Antes dos cortes, a membrana de nitrocelulose foi ativada com solucao Tris-
HCI 0,1M pH 7,6 com glicerol 0,4% por 15 minutos com agitacdo constante, afim de
otimizar a absorcdo no momento da aplicacdo dos reagentes. ApOs este periodo, as
membranas foram lavadas com Na,HPO, 0,01M pH 7,5 e entdo colocadas na estufa a

37°C por 18 horas para total secagem.

3.30.10. Imobilizacdo dos reagentes nas areas teste e controle

As membranas de nitrocelulose foram adsorvidas com dois reagentes: para a
area teste foi utilizada a mistura das proteinas core-GST e E2-GST, nas concentracées
de 2,4ug/uL e 1,7ug/uL, respectivamente e para a area controle foi utilizada a proteina
A extracelular recombinante (Sigma®) na concentracdo de 5ug/uL. Os reagentes foram
aplicados a 20 mm (proteina A) e a 30 mm (mistura das proteinas recombinantes) da
extremidade inferior da fita imunocromatogréfica, respectivamente. Assim, nas
membranas previamente tratadas, foram adsorvidos 1,5uL dos reagentes preparados
na hora da aplicacdo contendo 5% de etanol para facilitar a aplicagcdo e obter uma
absorcdo homogénea e delimitada. As membranas foram secas em estufa a 37°C por 2
horas. Decorrido este periodo, foram bloqueadas pela imersdo das tiras em solucdo
Tris-HCI 0,1M pH 7,6 contendo 2% de BSA por 15 minutos com agitacdo constante e
em temperatura ambiente. Apds este periodo as tiras foram lavadas por 3 vezes com
tampao Na,HPO,4 0,01M pH 7,5 e 1 vez com Tris-HCL com 0,4% de glicerol. As tiras de
nitrocelulose foram secas em estufa a 37°C por 2 horas e apds este periodo

armazenadas em frascos fechados na geladeira até o momento do uso.
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3.30.11. Aplicacédo do conjugado na membrana de fibra de vidro

O conjugado anti-lgG humana com ouro coloidal 20nm, descrito no item
3.30.2 de Material e Métodos, foi adsorvido na membrana de fibra de vidro através da
aplicacdo de 10uL, sendo esta quantidade suficiente para inundar o sistema. Apos a
adicdo, a membrana de fibra de vidro foi seca em temperatura ambiente por 4 horas.

Apos este periodo, armazenar em geladeira até o momento do uso.

3.30.12. Montagem do teste imunocromatografico
Apds as membranas cortadas e tratadas, os reagentes adsorvidos, o0
conjugado preparado e colocado na area do conjugado, as membranas de celulose

foram sobrepostas a de nitrocelulose e assim, o teste rapido foi montado.

3.30.13. Teste de reatividade do ensaio imunocromatografico

Apds a montagem e sobreposicdo das membranas, estas foram fixadas em
uma folha em branco para que ficassem imobilizadas no momento da aplicacdo do pool
de soro positivo e negativo para o VHC. Foi aplicado 150uL da amostra soroldgica e

aguardado a corrida por endosmose.

3.31. Ensaios para padronizacdo dos métodos diagndésticos para o VHC
3.31.1. Teste imunocromatografico 1

As membranas de nitrocelulose, fibra de vidro e celulose (Millipore®) foram
cortadas previamente conforme descrito no item 3.30.7 de Material e Métodos. A
membrana de nitrocelulose foi tratada com Tris-HCI durante 15 minutos, lavada com

Na,HPO, e seca por 18 horas a 37°C. Na membrana de fibra de vidro foi aplicado o



Material e Métodos 102

conjugado anti-lgG marcado com peroxidade e em outra membrana de fibra de vidro,
aplicado o anti-lgG marcado com biotina, ambos pertencentes ao kit de Western Blot,
diluidos 1:1000 em tampéo PBS e foram secas em temperatura ambiente por 4 horas.
Ja a membrana de celulose foi tratada com Tween 20 0,005% durante 15 minutos e
seca em estufa a 37°C por 18 horas. Apds os periodos de incubacdes, foi aplicado na
membrana de nitrocelulose, na area teste (T) 1yL da mistura das proteinas
recombinantes do VHC core e E2, nas concentra¢cdes de 2,4ug/uL e 1,7ug/pL
respectivamente e na area controle (C) foi utilizada a proteina A extracelular
recombinante (Sigma®) na concentracdo de 5ug/uL e seca a 37°C. ApoOs 2 horas foi
realizado o bloqueio dos sitios livres com Tris-HCIl e 2% de BSA por 20 minutos em
temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Decorrido este periodo, as membranas
de nitrocelulose foram lavadas com Tris-HCI contendo 0,4% de glicerol e secas por 2
horas a 37°C. Em seguida, foi realizada a montagem e sobreposi¢cdo das membranas e
aplicado 120uL se soro controle positivo para o VHC puro, diluido 1:10 e 1:100 na
membrana de celulose. Ap6s a migracdo cromatografica que ocorreu em 12 minutos, as
membranas foram mergulhadas nos substratos correspondentes aos conjugados
adsorvidos nas membranas de fibra de vidro, ou seja, a membrana que continha o
conjugado anti-lgG marcado com peroxidase foi mergulhada no substrato B (solucao
peréxido de hidrogénio 0,02% em tampdo citrato) e a membrana com o anti-IgG
conjugado com biotina, foi mergulhada no substrato A (solucdo 4-cloro-1-naftol em

alcool) do kit Western Blot (Sigma®).
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3.31.2. Teste imunocromatografico 2

O ensaio foi realizado seguindo a metodologia descrita no item 3.31.1 de
Material e Métodos com algumas alteracdes, tais como, na membrana de fibra de vidro,
foi aplicado 30uL do anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidase (Sigma®) diluido
1:1000 em PBS e apos ter sido seca durante 2 horas a 37°C, foi realizada a montagem
e sobreposicdo das membranas, sendo que na membrana de nitrocelulose, apés
tratada foi adsorvido 1pL na area teste (T) da mistura das proteinas recombinantes core
e E2 e 1uL na area controle (C) da proteina A extracelular (Sigma®) e a membrana de
celulose seca por 18 horas a 37°C apoés tratamento com Tween 20 0,005%. Decorrido
0s 15 minutos ap0ls a aplicacdo do pool de soros positivos para o VHC puro na area
apropriada, ou seja, na membrana de celulose, as membranas foram imersas no
substrato DAB (5mg) com 150uL de peréxido de hidrogénio e 30mL de PBS e
aguardado o aparecimento das bandas nas areas testes e controle.

Paralelo ao ensaio descrito acima, foi realizado outro teste, semelhante ao
método de imunoblotting, utilizando somente a membrana de nitrocelulose. Na area
teste (T) foi usado 1uL da mistura das proteinas fusionadas a GST, core e E2 e para o
controle da reacdo, foi utilizado a proteina A extracelular recombinante (Sigma®), nas
concentracbes de 2,4ug/uL, 1,7pg/uL e 5ug/ulL respectivamente. Apds tratamento,
adsorcdo das proteinas recombinantes, bloqueio e lavagens, as membranas de
nitrocelulose foram mergulhadas no pool de soros positivos para o VHC diluidos 1:10
em PBS e deixadas sobre agitacdo constante por 40 minutos. Em seguida, foi lavada
com PBS e Tween 20 0,05% e imersas no anticorpo anti-lgG marcado com peroxidase
(Sigma®) diluido 1:1000 em PBS, durante 40 minutos. Decorrido este tempo, foi

realizada a lavagem e as membranas foram mergulhadas no substrato DAB (5mg) com
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150uL de peroxido de hidrogénio e 30mL de PBS e aguardado o aparecimento das

bandas nas areas testes e controle.

3.31.3. Teste imunoblotting 2

Em membranas de nitrocelulose (Millipore®) foram aplicados 1,5uL da
mistura das proteinas recombinantes core e E2 na area teste (T) e 1uL da proteina A
extracelular recombinante na area controle (C) e deixadas secar em estufa a 37°C.
Apos 2 horas, foi realizado o bloqueio com Tris-HCI 0,1M pH 7,6 e 2% de BSA durante
30 minutos. Decorrido este tempo, foram lavadas com Na,HPO, por 3X de 5 minutos e
1X com Tris-HCI e deixadas secar por 2 horas em temperatura ambiente. As
membranas foram imersas no pool de soros positivos para o VHC diluido 1:10 em
solucédo de bloqueio por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida,
foram lavadas com Tris-HCl e Tween 20 0,05% por 3X de 5 minutos e imersas na
solucdo contendo anticorpo anti-lgG marcado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:1000
em solucao de blogueio e deixadas sob agitacdo por 1 hora. Novamente foi realizada a
lavagem e mergulhadas no substrato DAB (5mg) com 150uL de perdxido de hidrogénio

e 30mL de PBS e aguardado o aparecimento das bandas nas areas testes e controle.

3.31.4. Teste Imunoblotting 3

Em membranas de nitrocelulose (Millipore®) ja tratadas, foram adsorvidas as
proteinas recombinantes do VHC, core e E2 em diferentes eluicbes (core: PE3
armazenada a -20°C, PE3 armazenada a -80°C e PE2 armazenada a -20°C) e (E2:
PE1 armazenada a -20°C) e a proteinas A extracelular (Sigma®) para controle e foram

secas por 2 horas a 37°C. Foi realizado o bloqueio com Tris-HCI 0,1M pH 7,6 e 2% de
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BSA durante 30 minutos. Em seguida, foi feita a lavagem e deixado secar por 4 horas.
Decorrido este periodo, as membranas foram mergulhadas no soro controle positivo do
kit (ORTHO HCV 3.0 ELISA ver marca) diluido 1:10 e deixadas sob agitacao por 1 hora
em temperatura ambiente. Apos foram lavadas e imersas na solucdo contendo
anticorpo anti-lgG marcado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:1000 em solucao de
blogueio e deixadas sob agitacdo por 1 hora. Novamente foram lavadas e mergulhadas

no substrato DAB (5mg) com 150uL de peroxido de hidrogénio e 30mL de PBS.

3.31.5. Teste Imunoblotting 4

Este ensaio foi realizado utilizando membranas de nitrocelulose (Millipore®)
previamente cortadas e a folha de nitrocelulose Nytran (SCHLEICHER & SCHUELL)
cortada nas mesmas propor¢cées da anterior. Foram utilizados 3uL das proteinas
recombinantes na area teste (T) core e E2 nas seguintes eluicdes: (core: PE3
armazenada a -20°C, PE3 armazenada a -80°C e PE2 armazenada a -20°C) e (E2: PE1
armazenada a -20°C) e na area controle (C) a proteina A extracelular recombinante
(Sigma®). Estas membranas foram secas a 37°C por 2 horas e o bloqueio foi realizado
com Tris-HCI 0,1M pH 7,6 e 2% de BSA durante 30 minutos e em seguida, foi feita a
lavagem. As tiras de nitrocelulose foram imersas em pool de soros positivos testados
por ELISA, com absorbancias estouradas, diluidos 1:10 em solucdo de bloqueio e
permaneceram sob agitacdo por 1 hora em temperatura ambiente. Decorrido este
tempo, foi realizada a lavagem e foram imersas em uma solu¢do contendo o anticorpo
anti-lgG conjugado com peroxidase (Sigma®) diluido 1:1000 em bloqueio e deixadas

em agitacdo por 1 hora. Apos a lavagem foram mergulhadas no substrato DAB (5mg)
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com 150uL de peréxido de hidrogénio e 30mL de PBS e aguardado o aparecimento das

bandas, em torno de 2 minutos.

3.31.6. Liofilizacdo das proteinas recombinante do VHC (core e E2)

Na tentativa de concentrar as proteinas recombinantes e melhorar a
imunorreatividade quando adsorvidas em membranas de nitrocelulose, foi realizada a
liofilizacdo das proteinas recombinantes nas eluigcbes (core: PE3) e (E2: PE2), sendo
estas eluicbes que apresentavam maior concentracdo proteica. As proteinas
recombinantes core e E2 foram congeladas a -35°C e em seguida, colocadas no
liofilizador (Thermo Electron Corporation — Modulyod Freeze Dryer) por 20 horas em
uma temperatura de -51°C e vacuo -lmbar. As proteinas liofilizadas foram

ressuspensas em 100uL de agua Mili-Q, concentrando 10X.

3.31.7. Teste Imunoblotting 5

Outro ensaio foi realizado utilizando a membrana de nitrocelulose (Millipore®)
com as proteinas recombinantes adsorvidas, core e E2 liofilizadas, além da proteina A
(Sigma®) como controle. O procedimento foi semelhante ao item 3.31.5 de Material e
Métodos, com somente uma alteracdo, apds o bloqueio com Tris-HCI 0,1M pH 7,6 e 2%

de BSA durante 30 minutos, as membranas foram secas por 18 horas.

3.31.8. Slot Blot
Frente as dificuldades encontradas com os resultados dos ensaios anteriores,
foi realizado um novo ensaio de Slot Blot, com a finalidade de confirmar a reatividade

das proteinas core e E2 fusionada a GST. A membrana de nitrocelulose Nytran
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(SCHLEICHER & SCHUELL) foi cortada em um tamanho apropriado para o sistema
Hybri Slot ™ Manifold (Gibco BRL — Life Technologies) e hidratada com PBS 10
minutos antes de aplicar as proteinas recombinantes do VHC, core e E2, em diferentes
eluicbes e liofilizadas, sendo: (core: PE2 e PE3 e PES3 liofilizada) e (E2: PE1 e PE2
liofilizada), para controle, foi utilizada a proteina A extracelular (Sigma®). Foram
aplicados 10uL de cada uma dessas proteinas diretamente na membrana de
nitrocelulose e em seguida acionado o vacuo acoplado ao sistema, até a completa
absorcdo. Apés a lavagem com TBS/Tween-20 (Tris 0,05M, NaCl 0,15M; pH 8.0, 0,05%
Tween 20 0,05%) a membrana foi bloqueada com esta mesma solucdo acrescida de
BSA 5% por 2 horas em temperatura ambiente e sob agitacdo. Decorrido este periodo,
a membrana foi seca por 18 horas a 37°C. No dia seguinte, foi hidratada com
TBS/Tween-20 e mergulhada no pool de soro VHC positivo diluido 1:10 em solu¢éo de
bloqueio com BSA a 2%. Apds 1 hora em temperatura ambiente e sob agitacdo, foi
lavada com TBS/Tween-20 por 3X de 5 minutos cada e adicionado o anticorpo anti-IgG
conjugado com peroxidase diluido 1:1000 em solucao de bloqueio por 1 hora. A
membrana foi novamente lavada e imersa no substrato DAB (5mg) com 150uL de

perdxido de hidrogénio e 30mL de PBS e aguardado o aparecimento das bandas.

3.31.9. Teste Imunoblotting 6

O mesmo procedimento dos ensaios de imunoblotting anteriores foi
novamente realizado utilizando a proteina core eluida PE2 armazenada a -20°C e as
proteinas recombinantes liofilizadas (core PE3, E2 PE2), com alteracdo da quantidade
de proteinas aplicadas nas membranas de nitrocelulose, sendo 8,5uL de cada proteina,

aplicados com cautela, para que as proteinas ndo extravasassem na nitrocelulose, ou
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seja, uma concentracdo de 20,40ug/pL da proteina core-GST e tendo em vista que as
proteinas liofilizadas foram concentradas 10X, estando em uma concentracdo de
204pg/uL e 144,5ug/uL, respectivamente. O pool de soros positivos e negativo para o
VHC foi diluido 1:10 em solucdo de bloqueio. Uma tira de nitrocelulose contendo as
proteinas recombinantes adsorvidas e a proteina A extracelular (Sigma®) foi utilizada
como controle, aplicando o pool de soro negativo para o VHC. A reacdo prosseguiu-se

como descrito anteriormente.

3.31.10. Teste Imunoblotting 7

Em tiras de nitrocelulose ja cortadas e tratadas previamente, foram aplicados
8,5uL das proteinas core e E2 fusionadas a GST, sendo (core: PE3 liofilizada e PE2,) e
(E2: PE2 liofilizada e PE1), além da proteina A extracelular recombinante (Sigma®). As
membranas de nitrocelulose foram secas em estufa a 37°C por 2 horas e apés
lavagem, foi realizado o blogueio com Tris-HCI 0,1M pH 7,6 e 2% de BSA durante 40
minutos. Em seguida, foram lavadas e imersas no pool de soros positivos para o VHC
diluidos1: 10 em solucao de bloqueio acrescido de Tween 20 0,005%. Apds 1 hora de
agitacdo em temperatura ambiente, as membranas foram lavadas e imersas em
solucdo de bloqueio contendo o anticorpo anti-lgG conjugado com peroxidase diluido
1:300 e foram deixadas em agitacdo por 1 hora. Decorrido este periodo, foram
novamente lavadas com Tris-HCl e Tween 20 0,05% por 3X de 5 minutos cada e
mergulhadas no substrato DAB (5mg) com 150uL de peroxido de hidrogénio e 30mL de

PBS e aguardado o aparecimento das bandas em torno de 3 minutos.
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3.31.11. Concentracédo de proteinas recombinantes pelo método do nitrogénio

As proteinas recombinantes core-GST (mistura da PE2 e PE3) num volume
total de 1,5mL e E2-GST (PE2) num volume de 1,0mL, foram descongeladas em gelo e
transferidas para tubos Falcon de 50mL. Estas proteinas foram submetidas a um fluxo
continuo de nitrogénio, de modo que este fluxo proporcionasse um atrito na superficie
do fluido proteico, alterando a tensédo superficial. Este atrito provocado pelo nitrogénio
favorece a evaporacao da solucdo em que a proteina se encontra, promovendo assim,
a concentracao proteica. Ao final de 90 minutos, as proteinas recombinantes core e E2
estavam concentradas e foram ressuspendidas em agua Mili-Q com 150uL e 100uL

respectivamente, concentrando em 10X.

3.31.12. Teste Imunoblotting 8

O mesmo procedimento do ensaio de imunoblotting item 3.31.10 de Material
e Métodos foi realizado aplicando-se 1,5uL de cada proteina recombinante, das
concentradas pelo método do nitrogénio, das proteinas liofilizadas (core PE3 e E2 PE2)
e as eluidas (core PE2 e PE3) e (E2 PE1 e PE2). Para controle foi utilizada a proteina a

extracelular recombinante (Sigma®).

3.31.13. Teste Imunoblotting padronizado

As proteinas recombinantes core-GST e E2-GST foram aderidas na tira de
nitrocelulose HF120 Millipore®, previamente cortada em 0,5cm, aplicando-se 1uL de
cada proteina concentradas pelo método de nitrogénio, nas concentragdes de 24ug/uL
e 17ug/uL, respectivamente, 1uL da mistura das duas proteinas juntas (core + E2) na

area teste (T), e 1uL em duplicata de proteina A extracelular recombinante (Sigma-
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Aldrich®) na concentracdo de 5ug/uL na area controle (C) e deixado secar durante 2
horas a 37°C e depois bloqueado com Tris-HCI e BSA 2% por 40 minutos e lavado por
3X com NazHPO,4 e por 1X com Tris-HCI e deixado secar a 37°C. Apos 20 horas, as
tiras foram imersas em soro controle positivo para o VHC diluido 1:10 em solucéo de
bloqueio durante 1 hora e lavada com Tris-HCI e Tween 20 0,05% por 3X. Em seguida,
as tiras foram imersas em solucdo de bloqueio contendo anticorpo anti-IgG conjugado
com peroxidase diluido 1:300 durante 1 hora e novamente lavadas. As tiras foram
imersas no substrato diaminobenzidina (5mg) com 150uL de H,O, e 30mL de PBS e as
bandas tornaram-se visiveis nas areas teste e controle. O mesmo método foi realizado

utilizando soro controle negativo para o VHC.

3.32. Validacédo do Teste imunocromatografico

Apos definidas as concentracdes e quantidades das proteinas recombinantes, do
conjugado e as diluicdes dos soros controles, avaliamos se havia reatividade
inespecifica com pool de soros controles verdadeiros negativos para o VHC e positivos
para outras doencgas infecciosas e inflamatorias, tais como: HIV (n=5), HBV (n=5), ASO
(n=5), Chagas (n=5), Sifilis (h=5), Rubéola (n=5) e fator reumatoide (n=5), diluidos 1:10
em solucdo de bloqueio e comprovados por ELISA comercial (Ortho-Clinical
Diagnostic®) e PCR qualitativo (Roche®). Também foram avaliados soros controles
verdadeiros positivos para o VHC diluidos 1:10 (n=5), 1:100 (n=5) e 1:1000 (n=5) em
solucdo de bloqueio e pool de soros controles (n=3) dos genotipos 1, 2 e 3 do VHC. As
proteinas recombinantes (core e E2) foram adsorvidas juntas na area teste das
membranas de nitrocelulose (Millipore®), sendo aplicado 1yL de cada proteina nas

concentracdes de 24ug/uL e 17ug/uL respectivamente e 1uL da IgG humana (Sigma®)
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na concentracdo de 50ug/uL na area controle e deixado secar durante 2 horas a 37°C e
apos este periodo foram bloqueadas com Tris-HCI e BSA 2% por 1hora e lavadas por
3X com Na;HPO,4 e por 1X com Tris-HCI e deixado secar a 37°C por 20 horas. Na
membrana de fibra de vidro foi aplicado 10uL da proteina A, na concentracdo de
5ug/uL, conjugada com o ouro coloidal (20nm), sendo essa quantidade suficiente para
inundar a membrana. A fibra de vidro foi seca em temperatura ambiente por 4 horas e
armazenada em geladeira até o momento do uso. Apés a montagem e sobreposicao
das membranas de nitrocelulose, fibra de vidro e celulose (amostragem e absorvente),
o teste rapido para o VHC foi criado. Na membrana de celulose (drea de amostragem)
ja tratada previamente com solucdo de Tween 20 0,005% foi aplicado 150uL do pool de
soros controles positivos para o VHC diluidos em solucdo de bloqueio 1:10
(padronizado), 1:100 e 1:1000 para comparar com 0s resultados de absorbancias
obtido pelo ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostic®), pool de soros controles
positivos para o VHC com genétipos 1, 2 e 3 e pool de soros controles negativos para
o VHC e positivos para outras doengas infecciosas e inflamatdrias e aguardado a

corrida cromatogréafica por capilaridade.

3.33. Verificagdo do desempenho do teste imunocromatografico através dos
indices de sensibilidade, especificidade, concordancia, valores preditivo positivo
e negativo

A eficiencia comparativa do ensaio imunocromatografico proposto com as
técnicas empregadas foi estabelecida mediante os indices avaliadores relativos de
sensibilidade (Sr), especificidade (Er), concordancia (c), valores preditivos positivos

(Vp+) e negativos (Vp-), falsos positivos e negativos (F+ e F-) de acordo com o0s
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procedimentos descritos por Buck e Gart (1966), Galen e Gambino (1975) e Griner e
colaboradores (1981). Adotando este protocolo, a acuracia, desempenho e
determinacao de eficiéncia relativa do novo teste desenvolvido serdo calculados. Os
calculos foram aplicados aos resultados obtidos do ELISA comercial (Ortho-Clinical
Diagnostic®) PCR qualitativo (Roche®) e os obtidos pelo imunocromatogréafico
desenvolvido.

De acordo com os autores citados acima pode-se definir:
Sensibilidade: como a capacidade de um teste de revelar casos positivos numa
populacao de portadores de afeccdes, e sua limitacdo se traduz nos resultados falsos
negativos encontrados em doentes.
Especificidade: como a capacidade de um teste de fornecer resultados negativos em
individuos néo portadores de afeccdes, e sua limitacdo se traduz nos resultados falsos
positivos encontrados nos nao doentes.
Concordancia: como a proporcdo de concordancia global dos resultados positivos e
negativos obtidos no teste, em relacdo ao soro de individuos comprovadamente
doentes e ndo doentes.
Valor preditivo: do resultado positivo ou negativo como a probabilidade de resultado
positivo corresponder realmente a um individuo doente e um negativo a um nao doente.

O modelo preconizado pelos autores pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1: Modelo dos indices avaliativos da sensibilidade, especificidade, concordancia, valor

preditivo, falso-positivo e falso-negativo.

Teste em estudo Total
Teste de Referéncia Reagente N&o Reagente
Reagente a b atb
N&ao Reagente c d c+d
Total a+c b+d a+b+c+d
Onde: Sr = a/a+b Er =d/c+d Vp+ = ala+tc Vp- = d/b+d

F+ =c/c+d F- = b/at+b C = a+d/a+b+c+d



4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS
4.1. Obtencao do RNA Viral e Amplificacdo da Regido do core-VHC

O pool de soros referentes ao genotipo 1a foi submetido a extracdo do RNA
viral e as aliquotas foram devidamente identificadas e armazenadas em freezer —80°C
para obtencdo do cDNA correspondente ao transcrito do core viral. A extragdo do RNA
viral foi realizada com sucesso, utilizando o kit QIAamp RNA Mini Kit Hand (QIAGEN).
O produto amplificado apresentou o tamanho esperado (408 pb) quando analisado em
gel de agarose, como demonstrado na Figura 6, canaleta 3. A sequéncia da regido do

core de 408 pb esté registrada no “Blastn GenBank” — NCBI — AF 333324.

500 pb 408 pb

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a reacdo em cadeia pela polimerase
para a regido codificadora do core de 408 pb. O padrdo de 100 pares de bases esta
representado na canaleta 1, com indicacdo de 500 pb. Na canaleta 2 esta o controle negativo
de contaminacdo de reagentes. Na canaleta 3 estd demonstrado a sequencia correspondente

ao core (408pb). O gel de agarose foi corado com brometo de etidio 0,5mg/mL.

4.2. Andlise do Produto Amplificado e Purificado
Resultado satisfatério foi alcancado utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega). O produto foi quantificado em espectrofotdmetro ND-1000
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(NanoDrop) e apresentou 20 ng/uL de concentracdo. A Figura 7 mostra o resultado da

eletroforese em gel de agarose 1%.

1000ph  eo—fy

1 2
Figura 7: Perfil eletroforético do produto de PCR purificado (canaleta 2) em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio 0,5mg/mL, tampédo TAE e tensao de 100V. Canaleta 1: Marcador

do numero de pares de bases (1Kb).

4.3. Transformacé&o Bacteriana

Foram utilizadas bactérias competentes e tratadas com cloreto de calcio, da
linhagem Escherichia coli/DH5a. Foi realizada uma PCR para verificar a presencga de
clones recombinantes e a partir dessa, foi realizada a eletroforese em gel de agarose
1%. A Figura 8 mostra que houve transformacdo, pois a banda estd com

aproximadamente 500 pb.
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1Kb col.1

1000ph  e—

1 2
Figura 8: Eletroforese para confirmacdo das colonias recombinantes, ou seja, as colbnias que

contém o vetor e 0 inserto, na canaleta 2. Na canaleta 1 est4 o padrdo de nimero de pares de
bases de 1 Kb.

4.4. Analise e Quantificacdo do Produto da Mini-Prep

A extragdo plasmidial aconteceu utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN), conforme descrito no item 3.11 de Materiais e Métodos. O produto da
reacdo da mini-prep foi analisado através de eletroforese como mostra a Figura 9,

representado na canaleta 2 e quantificado em espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop),

apresentando 489,0 ng/uL de concentracao.
1Kb pTZ +inserto

1 2
Figura 9: Perfil eletroforético do DNA plasmidial extraido da colénia recombinante através de
mini-prep (canaleta 2), demonstrando o tamanho esperado, ou seja, 2886pb (vetor pTZ) +

408pb (core). Canaleta 1: Marcador do numero de pares de bases (1Kb).
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4.5. Clivagem Enzimatica do Vetor pTZ

Conforme descrito no item 3.12 de Materiais e Métodos, o vetor pTZ
contendo o inserto correspondente ao core com 0s sitios de restricao foi clivado com as
enzimas Nco | e Bam HI. A Figura 10 demonstra o inserto de 408 pb recortado para

posterior utilizac&o.

3000ph  m—- ] Vetor pTZ

500ph  se— Inserto 408 pb

Figura 10: Perfil eletroforético do vetor pTZ, clivado com enzimas de restricao (Nco | e Bam Hl),
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5mg/mL, tampdo TAE, tensdo 100V.
Canaleta 1: Marcador do niumero de pares de bases (1Kb). Canaleta 2: banda correspondente
ao vetor pTZ (aproximadamente 3Kb) e local de excisdo da banda correspondente ao inserto

core (aproximadamente 500pb).

4.6. Purificacdo das Amostras apos a Clivagem Enzimética

A banda referente ao inserto da proteina do core digerida, foi purificada pelo
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). A Figura 11 demonstra uma
eletroforese em gel de agarose 1%, sendo que a banda correspondente encontra-se na

canaleta 2, apresentando o tamanho esperado. A concentragao foi de 30 ng/uL.
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1Kb

408pb

1 2

Figura 11: Perfil eletroforético do inserto core digerido do vetor pTZ, com enzimas de restricao
Ncol e Bam Hl, e purificado (canaleta 2) em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
0,5mg/mL, tampao TAE e tensdo 100V. Canaleta 1: Marcador do nimero de pares de bases
(1Kb).

4.7. Andlise do Produto da Mini-Prep do Vetor pET - 42a
O DNA plasmidial bacteriano foi extraido pela técnica de mini-prep, utilizando
o kit QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). O produto da mini-prep foi quantificado e

apresentou 20 ng/uL de concentragao.

1Kb am.1l am.2 am.3 am.4

.

Figura 12: Perfil eletroforético do produto da mini-prep do pET-42a = 5930pb + 408pb inserto
core (canaletas 2, 3, 4 e 5) em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5mg/mL,

tampao TAE e tensao de 100V. Canaleta 1: Marcador do nimero de pares de bases (1Kb).
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4.8. Clivagem Enzimatica do pET - 42a e Purificacao

As enzimas de restricdo Nco | e Bam HI foram utilizadas para o procedimento
de clivagem do pET - 42a, conforme descrito no item 3.14.3 de Materiais e Métodos, e a
banda correspondente ao pET - 42a foi purificada com o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA). O material foi analisado por

eletroforese como apresentado na Figura 13 e a concentragéo foi de 20ng/uL.

1Kb

pET-42a

5930pb

inserto core

h
408pb

1 2

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1% demonstrando na canaleta 2 a banda referente
ao pET - 42a (5930pb) digerido e purificado e a banda referente ao inserto core de 408pb. Na
canaleta 1 estd o marcador do nimero de pares de bases (1Kb).

4.9. Anélise do Produto de PCR dos Clones Recombinantes
Utilizou-se o padrdo de pares de bases de 1Kb, 1 controle negativo e 6
coldénias recombinantes. Estdo representados nas canaletas respectivamente. O

resultado apresentou-se satisfatorio, com o tamanho de banda esperado de 408pb.
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1Kb col(-) col.l col.2 col.3 col4 col5 col.6

Figura 14: Perfil eletroforético dos produtos de PCR de colénias transformantes para
verificacdo da amplificacdo da seqiiéncia correspondente ao inserto core (408pb) em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5mg/mL, tampédo TAE e tensdo de 100V. Canaleta
1: Marcador do niumero de pares de bases (1Kb). Canaleta 2: controle de contaminagéo de

reagentes da PCR. Canaletas 3 a 8: col6nias transformadas.

4.10. Analise da Extracdo Plasmidial

Foram escolhidas duas coldnias que contém o pET - 42a com o inserto da
proteina do core, sendo que para cada uma das colénias foram feitas 3 reacfes para
aumentar o rendimento e em seguida, realizada uma mini-prep, utilizando o kit QlAprep
Spin Miniprep Kit (QIAGEN). O resultado pode ser observado na Figura 15, nas
canaletas 2, 3 e 4.

O material foi quantificado no aparelho nanodrop e sua concentracao foi de

50 ng/pL.
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1Kb am.l am.2 am.3

pET-42a = 5930pb
= 6338pb

inserto core = 408pb

Figura 15: Perfil eletroforético do produto da mini-prep do pET-42a com o inserto core
(canaletas 2, 3 e 4) em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5mg/mL, tampao

TAE e tensao de 100V. Canaleta 1: Marcador do nimero de pares de bases (1Kb).

4.11. Sequenciamento do produto clonado

O vetor pET-42a recombinante, ou seja, acrescido do inserto core, foi
sequenciado para analise da seqiiéncia do inserto e orientacdo deste.

A sequéncia obtida foi comparada com a disponivel no “Blastn GenBank” —

NCBI, AF 333324, conforme demonstrado na Figura 16.
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AF 33324: 342 atgagcacaaatcctaaacctcaaagaaaaaccaaacgtaacaccaaccgccgcccacag 401

core 408: 1 atgagcacaaatcctaaacctcaaagaaaaaccaaacgtaacaccaaccgccogcccacag 60

AF 33324: 402 gacgttaagttcceogggoggtggtcagategttggtggagtttacetgttgoogegeagg 461

L ererrerererrrrrerrrrrrrrrerrrrrr e e et e e
core 408: 61 gacgtcaagttccocgggeggtggtcagategttggtggagtttacctgttgecgegeagg 120

AF 33324: 462 ggccccaggttgggtgtgcgecgegactaggaagacttccecgageggtogecaacctegtgga 521

trerrrerreerrrreeerrrerrrerr rerrrereerrrrrrrrr e e rrrrrnd
core 408: 121 ggccccaggttgggtgtgcgogeogactaagaagacttcoccgageoggtogecaacctegtgga 180

AF 33324: 522 aggcgacaacctatccccaaggctcgcoccggoccgagggtaggacctgggectecageceggg 581

crrrereererrrrreerrrrrerrrerererrerr o re e rrrrrrrrrrr e
core 408: 181 cggcgacaacctatcccecaaggctegtoggocegagggecagggoctgggotcageoaggg 240

AF 33324: 582 tacccttggcccocctctatggecaacgagggtatggggtgggecaggatggectectgtcacce 641

trreeeerrrrerrrerrrerrr e rerrrrrr et rr e r e rrr e
core 408: 241 tacccttggcccctcectatggecaatgagggecatggggtgggeaggatggetectgtcacct 300

AF 33324: 642 cg-tggctctcggecctagttggggeccccacagaccececcggegtaggtegegtaatttggg 700

Ferrrrrreerrrerrer o rrrrerrr e rrrrererrrrer rrrrrrrrrrrrred
core 408: 301 cgcgggcoctctoggoctagtingggeoococcactgacccocoggogtangtogegtaatttggg 360

AF 33324: 701 taaggtcatcgatacccttacatgeggcttogeccgacctcatggggta 748

Ferreerrrr rrrerr reerrerr rrerrrrrrr el
core 408: 361 taaagtcatcgntaccctcacatgocgggttcgccgacctcatggggta 408

Figura 16: Alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos clonada correspondente a regido parcial
do core VHC de 408 pb.

4.12. Clivagem Enzimatica do pET - 42a com Inserto da Proteina Core
O pET - 42a com o inserto core foi clivado com as enzimas de restricdo Nco | e
Bam HI. A Figura 17 esta representando na canaleta 2 o resultado desta digestdo

enzimaética.

1Kb

= 408pb

1 2

Figura 17: Perfil eletroforético do vetor pET-42a clivado com enzimas de restricdo Ncol e

BamHI, em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,5mg/mL, tampéo TAE e tensdo
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de 100V. Canaleta 1: Marcador do numero de pares de bases (1Kb). Canaleta 2: banda
correspondente ao vetor pET-42a (aproximadamente 6Kb) e banda correspondente ao inserto
core aproximadamente 500pb).

4.13. Expressao da proteina de fusdo GST-core/VHC
O conteudo protéico dos clones induzidos foi analisado em gel de

poliacrilamida 15%. A expressédo do gene core (408 pb) no vetor pET-42a forneceu

proteinas na regido esperada de 44 kDa, conforme demonstrado na Figura 18.
1 2 3 4 5

50 KDa

20 KDa

Figura 18: Andlise em gel de poliacrilamida 15% da expressédo da proteina core de 408 pb. A
seta indica a proteina expressa na regido de 44 kDa. Sendo, 1: marcador de peso molecular
(KDa); 2: ponto zero; 3: 1 hora de indugéo; 4: 2 horas de inducéo; 5: 3 horas de indug&o com
IPTG a 37°C.

4.14. Analise das proteinas expressas: core e E2-GST
4.14.1. Analise dos tempos de inducéo por SDS-PAGE

A Figura 19 (a e b) apresenta o gel SDS-PAGE 12% como resultado da
expressdo das proteinas core e E2 recombinantes, em bactéria E. coli linhagem

Rosetta, como descrito no item 3.15.1 de Materiais e Métodos.
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Ladder 70 _T1 T Ladder TO T1L T2 T3 T4

66,4KDa|
66,4KDa|

]

63,5kDa

27KDa
44kDa  27kDa

-ii'
-
N A

1 2 ia) 4 5 6

Figura 19 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% da expressdo das proteinas core (a) e E2 (b)
(fusionadas com GST e histidina), antes e depois da indu¢do com IPTG 0,4mM, a temperatura
de 30°C — 300rpm. Na primeira canaleta encontra-se o marcador de massa molecular - Protein
Marker Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs. TO (canaleta 2): antes da inducéo; T1 (canaleta 3):
1h ap6s a inducéo; T2 (canaleta 4): 2h apoés a indugédo; T3 (canaleta 5): 3h ap0os a indugéo e T4
(canaleta 6): 4h apo6s a inducdo. O gel foi corado com Coomassie blue. As setas indicam as
bandas de aproximadamente 44 kDa (core) e de 63,5KDa (E2), observadas em T1, T2, T3 e
T4.

Analisando os tempos de inducédo (1h, 2h, 3h e 4h) podemos observar que a
expressao das proteinas core e E2 recombinantes foi semelhante nos tempos de 3h e

4h, portanto o tempo de inducao foi padronizado para 3h.

4.14.2. Analise dos tempos de inducéo por Western Blot
A Figura 20 (a e b) apresenta a membrana resultante do ensaio de Western
Blot para avaliagdo dos tempos de inducdo da expressdo das proteinas core e E2
recombinantes, em bactéria E. coli linhagem Rosetta, utilizando anticorpos primarios

anti-his tag e anticorpos secundarios anti-lgG marcados com fosfatase alcalina e
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revelada com solucéio reveladora (1-Step™ NBT/BCIP — Pierce) assim como descrito

no item 3.15.2 de Materiais e Métodos.

Ladder TO T1 T2 T3 T4 Ladder TO Tl T2 T3 T4

66,4KDa

66,4KD3 i ii'
L. ﬁ

R PR < I remr gt
63,5kDa
44kDa e
27KDa : B
1 2 3 (a) 4 5 6 1 2 3 (b)4 5 6

Figura 20 (a e b): Membrana de nitrocelulose PDVF (PVDF Transfer Membrane 0,45.M —
Thermo Scientific), resultante da reacdo de Western Blot, transferida com o precipitado
bacteriano dos diferentes tempos de inducéo das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes (1h,
2h, 3h e 4h) com IPTG 0,4mM, a temperatura de 30°C — 300rpm. Na primeira canaleta
encontra-se o marcador de massa molecular - Protein Marker Broad Range (2 - 212 kDa) -
Biolabs. TO (canaleta 2): antes da inducéo; T1 (canaleta 3): 1h apés a inducao; T2 (canaleta 4):
2h apés a inducao; T3 (canaleta 5): 3h ap6s a indugéo e T4 (canaleta 6): 4h apds a inducao. As
setas indicam as bandas referentes as proteinas core (a) com aproximadamente 44kDa e E2

com aproximadamente 63,5KDa, observadas em T1, T2, T3 e T4.

Na Figura 20 (a e b) podemos observar a revelagdo das bandas
correspondentes as proteinas core e E2 recombinantes expressas 1, 2, 3 e 4h apds o
inicio da inducdo com IPTG. As bandas apresentam o peso molecular esperado de
44kDa para a proteina core e de 63,5KDa para a proteina E2 e a revelacdo mostra que
0 anticorpo anti-his tag foi capaz de reagir com a cauda de histidina das proteinas
recombinantes e assim com o0s anticorpos secundarios anti-lgG marcados com

fosfatase alcalina. No tempo zero (TO), ou seja, antes do inicio da inducéo, ndo é
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possivel observar as bandas correspondentes as proteinas core e E2. Desta forma,

pode-se supor que realmente sdo as proteinas de interesse.

4.15. Teste de solubilidade

ApoOs a sonicacao e a centrifugacdo da cultura induzida a 30°C — 300rpm, uma
aliguota das respectivas fracdes sollveis (sobrenadante) e insollveis (pellet) foram
analisadas em gel SDS-PAGE 12%. A purificagdo das proteinas core e E2
recombinantes (fusionadas a proteina histidina) em coluna de resina de niquel (NI-NTA
Superflow Qiagen) foi realizada conforme descrito em Materiais e Métodos item 3.15.3.
A Figura 21 (a e b) apresenta o resultado do SDS-PAGE para andlise da solubilidade

das proteinas core e E2 recombinantes.

Ladder TO T3 Sobr. Pellet Ladder TO T3 Sobr. Pellet

=

63,5kDa

66,4KDa 66,4KD4

27KDa

27KDa
44kDa

5

-- -

—_

=

| ——=1

———
2

3 (@) 4 5

Figura 21 (a e b): Gel SDS-PAGE 12%, destacando pelas setas, a presenca das proteinas
core (44kDa) (a) e E2 (63,5KDa) (b) no sobrenadante e no pellet da cultura induzida a 30°C —
300rpm, durante 3h. Na canaleta 1 encontra-se o marcador de massa molecular - Protein
Marker Broad Range (2 - 212 kDa) — Biolabs, na canaleta 2 (T0O) o tempo anterior & adigdo de
IPTG, ou seja, antes do inicio da inducdo, na canaleta 3 (T3) a amostra da cultura apos 3h do
inicio da inducado e a presenca das bandas correspondentes ao peso molecular das proteinas

core e E2, assim como no sobrenadante e no pellet. O gel foi corado com Coomassie blue.
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A Figura 21 (a e b) mostra a presenca das proteinas core e E2
recombinantes tanto no sobrenadante (canaleta 4) quanto no pellet (canaleta 5), em
proporcdes semelhantes, desta forma existe proteina na forma solavel no
sobrenadante. Mas como esta proteina presente no pellet poderia ser aproveitada
também, fez-se necessario realizar varias mudancas no protocolo tanto de inducéo
como de solubilizacao para tentar fazer com que ela se tornasse mais soluvel.

Também foi realizado um ensaio de Western blot, como descrito em Materiais
e Métodos no item 3.15.2, para andlise da presenca das proteinas core e E2
recombinantes no sobrenadante e no pellet. Na Figura 22 (a e b) podemos observar a
reacdo de Western Blot destacando a reatividade das proteinas core e E2
recombinantes com o anticorpo anti-his tag, o que confirma que as bandas presumiveis

para tais proteinas na figura anterior, correspondem a de interesse.

Ladder TO T3 Sobr. Pellet Ladder TO T3 Sobr. Pellet

66,4KDa

e - | I 66,4KDa
44kDa y y

63,5kDa
27KDa

27KDa

Figura 22 (a e b): Membrana de nitrocelulose PDVF (PVDF Transfer Membrane 0,45.M —
Thermo Scientific), resultante da reacdo de Western Blot, transferida com o precipitado
bacteriano antes do inicio da indugéo (TO) e 3h (T3) ap0s o inicio da inducdo com IPTG 0,4mM,
a temperatura de 30°C — 300rpm. Canaleta 1: marcador de massa molecular - Protein Marker
Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs. Canaleta 2: TO - antes da inducdo. Canaleta 3: T3 - 3h

apo6s a inducao. Canaleta 4: sobrenadante e canaleta 5: pellet. As setas indicam as bandas de
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aproximadamente 44kDa referente a proteina core (a) e 63,5KDa referente a proteina E2 (b)
observadas em T3, sobrenadante e pellet.

Ao analisar a Figura 22 (a e b), obervamos as bandas correspondentes as
proteinas core e E2 recombinantes apés 3h de inducdo da cultura de bactérias
portadoras do vetor pET42a recombinante contendo os insertos correspondente as
sequencias de tais proteinas. As mesmas bandas sdo oberservadas tanto no pellet
como no sobrenadante, mostrando que parte das proteinas ainda estdo insollveis (no

pellet).

4.16. Purificacdo protéica por técnica de cromatografia de afinidade em coluna de
Niquel (Ni-NTA)

O sobrenadante (indugdo 30°C — 300rpm) resultante do processo de
sonicacdo apoés ser filtrado, foi purificado em coluna de resina de niquel (NI-NTA
Superflow Qiagen) como descrito no item 3.16.1 de Materiais e Métodos. Os gradientes
resultantes deste processo foram analisados por SDS-PAGE 12%, sendo o resultado

apresentado na Figura 23 (a e b).
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Ladder T3 Eluato Lav. 100mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM Ladder T3 Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM

66,4KD4 p— 66,4KDa ﬁ
27KD =~ ﬂ 63,5kDa
2wl - aakpa27D2 =
1 23 4567 8 9 10 1 23 4567 8 910
() (b)

Figura 23 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
fusionadas a histidina (induzida a 30°C — 300rpm) em diferentes gradientes de purificacéo.
Canaleta 1: marcador de massa molecular - Protein Marker Broad Range (2 - 212 kDa) -
Biolabs. Canaleta 2: T3 - 3h ap0s a inducéo; canaleta 3: Eluato; canaleta 4: lavagem; canaleta
5. gradiente de purificagdo 10mM; canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM; canaleta 7:
gradiente de purificacdo 50mM; canaleta 8: gradiente de purificacdo 75mM; canaleta 9:
gradiente de purificagdo 100mM; canaleta 10: gradiente de purificacdo 250mM. As setas
indicam as bandas correspondentes as proteinas core (a) com aproximadamente 44kDa e E2

(b) com aproximadamente 63,5KDa.

Apés analisar a Figura 23 (a e b), podemos observar que no eluato ainda
existe a presenca das bandas das proteinas core e E2, demonstrando que estas nao se
ligaram totalmente a resina. Nos gradientes ndo observa-se a presenca da banda, o
que permite inferir que a proteina néo foi eficientemente purificada. O resultado sugere
que a inducdo a 30°C ndo produziu uma boa quantidade das proteinas core e E2 e, 0
pouco que foi produzido néo foi capaz de se ligar a resina, sendo eliminado no eluato.

Foi realizado um ensaio de Western Blot para confirmacéo de que as

proteinas core e E2 recombinantes ndo haviam sido purificadas eficientemente por este
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meétodo. A Figura 24 (a e b) apresenta a membrana de nitrocelulose resultante deste

ensaio.

Ladder T3 Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM Ladder T3 Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM

&
66,4KDall o o
‘&l’ ﬁ iy i » wewow ——
E 63,5kDa
! 44kDa
-

27KDa

(@) (b)

Figura 24 (a e b): Membrana de nitrocelulose resultante do ensaio de Western Blot sendo
possivel a observacdo das bandas correspondentes das proteinas core (44kDa) (a) e E2
(63,5kDa) (b) recombinantes (inducéo: 30°C — 300rpm) nos diferentes gradientes de purificagédo
em coluna de niquel, conforme demonstrado pelas setas. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - Protein Marker Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs. Canaleta 2: T3 - 3h apés a
inducdo; canaleta 3: Eluato; canaleta 4: lavagem; canaleta 5: gradiente de purificagdo 10mM;
canaleta 6: gradiente de purificagcdo 25mM; canaleta 7: gradiente de purificacdo 50mM,;
canaleta 8: gradiente de purificacdo 75mM; canaleta 9: gradiente de purificagdo 100mM;

canaleta 10: gradiente de purificagdo 250mM.

Apés analisar as membranas de nitrocelulose resultante do ensaio de
Western blot como descrito em Materiais e Métodos no item 3.15.2, é possivel observar
a presenca das proteinas com peso molecular 44kDa e 63,5KDa, sendo estas
reagentes com 0s anticorpos anti-his tag em praticamente todos os gradientes, mas em
menor concentragédo no gradientes de 10, 25 e 250mM. Os resultados sugerem que se
trata realmente das proteinas core e E2 recombinantes, devido ao seu peso molecular
e a sua reatividade com anticorpos anti-his tag. Mas o método de purificacdo néo foi

muito eficiente, apresentando um baixo rendimento, sendo que no gel as bandas nem
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podem ser visualizadas, e apenas observadas no ensaio de Western blot, devido a

maior sensibilidade.

4.17. Purificacao protéica por afinidade com resina de Glutationa (procedimento
em tubo — Batch Purification)

Apbs o procedimento de purificacdo das proteinas core e E2 recombinantes
fusionadas a proteina GST em coluna de glutationa como descrito em Materiais e
Métodos no item 3.16.2, podemos observar na Figura 25 (a e b) o resultado desta

purificacdo em gel SDS-PAGE 12%.

Ladder TO T3 Eluato Lav.l Lav.2Lav.3 P.E.1 P.E2 P.E.3 Ladder TO T3 Eluato Lav.l Lav.2lav.3 P.E1 P.E2 P.E3

66,4KDa
66,4KDa

9

63,5kDa

“

27KDa 44kDa »7kpa

(a) (b)
Figura 25 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo das proteinas
core (a) e E2 (b) recombinantes fusionadas a GST por afinidade com resina de glutationa, em
diferentes gradientes de purificacdo. Canaleta 1: marcador de massa molecular - Protein Marker
Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs. Canaleta 2: TO: tempo zero (antes do inicio da indug&o).
Canaleta 3: T3 - 3h ap0s a indugdo. Canaleta 4: Eluato. Canaleta 5: lavagem 1. Canaleta 6:
lavagem 2. Canaleta 7: lavagem 3. Canaleta 8: proteina eluida 1. Canaleta 9: proteina eluida 2.
Canaleta 10: proteina eluida 3. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core

e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.
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Na Figura 25 (a e b) podemos observar, com destague para as proteinas
eluidas, uma banda correspondente ao peso molecular de 44 kDa e 63,5KDa, 0 que
indica ser as proteinas core e E2 recombinantes. A banda referente a proteina core ndo
pode ser observada na fracdo da proteina eluida 1 (PE1l), porem nas fracdes das
proteinas eluidas 2 (PE2) e 3 (PE3), pode-se observar a presenca da banda de 44kDa,
0 gue sugere maior concentracdo da proteina core nessas fracdes. A banda referente a
proteina E2 apresenta-se mais visivel, mesmo que ainda muito suave, na fracdo da
proteina eluida 1 (PE1), mas uma banda mais fraca na mesma posicdo também pode
ser observada na proteina eluida 2 (PE2) e na proteina eluida 3 (PE3). Mostrando que
a fracdo PE1 apresenta a maior concentracdo desta proteina. Os resultados sugerem
gue estas bandas apresentem-se muito claras devido ao fato de que grande quantidade
de proteina ndo se ligou a resina, sendo assim eliminada no eluato, e o pouco que
restou também ndo foi eficientemente purificada pois existem varias bandas
contaminantes.

Mediante estes resultados, realizou-se uma reacdo de Western blot com
todos os gradientes da purificagdo por coluna de glutationa para verificar se as bandas
com peso molecular de 44kDa e 63,5KDa correspondiam realmente as proteinas core e
E2 respectivamente e se elas estavam presentes nos gradientes onde néo se
observava a banda no gel de poliacrilamida 12%. As fotos das membranas de
nitrocelulose transferidas com as aliquotas das purificacbes das proteinas core e E2

estdo apresentadas na Figura 26 (a e b).
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Figura 26 (a e b): Membrana de nitrocelulose transferida com os gradientes de purificacdo das
proteinas core (a) (44kDa) e E2 (b) (63,5KDa) em coluna de glutationa, resultante do ensaio de
Western Blot. Proteinas resultantes da indugdo a 30°C — 300rpm. Canaleta 1: marcador de
massa molecular - Protein Marker Broad Range (2 - 212 kDa) - Biolabs. Canaleta 2: TO: tempo
zero (antes do inicio da inducédo). Canaleta 3: T3 - 3h ap6s a inducdo. Canaleta 4: Eluato.
Canaleta 5: lavagem 1. Canaleta 6: lavagem 2. Canaleta 7: lavagem 3. Canaleta 8: proteina
eluida 1. Canaleta 9: proteina eluida 2. Canaleta 10: proteina eluida 3. As setas indicam as
bandas correspondentes as proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa

respectivamente.

Apés a analise da Figura 26 (a e b) podemos observar a presenca das
proteinas core e E2 em T3, Eluato, PE1 e PE2, pois existe uma marcac¢ao na altura de
44kDa e de 63,5KDa o que corresponde as referidas proteinas. A analise da membrana
também nos permite dizer que as bandas de pesos moleculares inferiores a 44kDa e
63,5KDa e purificadas juntamente com a proteina de fusdo GST-core e GST-E2 séo

decorrentes de um processo de degradacao das proteinas de interesse.
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4.18 Alteracbes no protocolo de inducédo para melhora da solubilidade das
proteinas
4.18.1. Mudanca na temperatura de inducéao (28°C) e no tampéao de lise

-> Utilizando o tampé&o de lise COM uréia

O protocolo de inducao citado no item 3.14.13 de Materiais e Métodos, foi
alterado para melhorar a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes e as suas
purificacfes. A temperatura de inducdo foi modificada para 28°C e utilizou-se para a

sonicacdo, como descrito no item 3.15.3 de Materiais e Métodos, um tampéao de lise

contendo 0,5mM de uréia.

A Figura 27 (a e b) apresenta os resultados em SDS-PAGE 12% obtidos apés as

alteracdes citadas acima.

Ladder TO T1 T2 T3 Pellet  Sobr Ladder TO 1 T2 T3 Pellet  Sobr
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(a) (b)
Figura 27 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de solubilidade das

proteinas core (44kDa) (a) e E2 (63,5kDa) (b) recombinantes induzidas a 28°C por 3h e
sonicadas com tampao de lise com uréia 0,5mM. Canaleta 1. marcador de massa molecular -
BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do
inicio da indugéo). Canaleta 3: T1 — 1h apo0s o inicio da inducdo. Canaleta 4: T2— 2h apés o
inicio da indug&o. Canaleta 5: T3— 3h apos o inicio da indug¢éo. Canaleta 6: Pellet. Canaleta 7:

Sobrenadante.
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ApoOs analisar a Figura 27 (a), € possivel observar a presenca da banda
correspondente ao core (44KDa), nos tempos de inducdo de 1 a 3 e no pellet, mas no
sobrenadante ndo é possivel observar tal presenca, o que demonstra que as alteracdes
de temperatura no protocolo ndo foram eficientes para melhorar a solubilidade da
proteina core, pois ela se apresenta totalmente no pellet, ou seja, insolavel.

ApoOs analisar a Figura 27 (b), ndo podemos observar a presenca da banda
correspondente a proteina E2 recombinante (63,5KDa). Demonstrando que as
alteracdes de temperatura no protocolo nédo foram eficientes para melhorar inducdo da
proteina E2 recombinante, ja que esta nao foi expressa.

Em seguida, os sobrenadantes filtrados foram purificados pelo método de
purificacdo em coluna de niquel, como no item 3.16.1 de Materiais e Métodos, e

mostrado no gel SDS-PAGE 12% da Figura 28 (a e b).

Ladder TO Eluat Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM Ladder TO Eluat Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM
50KDa L= 50KDa =
!"“ - s
e —s
-— s =t
—ne
: .
20KDa
20KDa
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(a) (b)

Figura 28 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificagdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
fusionadas a histidina induzidas a 28°C por 3h e sonicadas com tampédo de lise com uréia
0,5mM, em diferentes gradientes de purificagdo. Canaleta 1: marcador de massa molecular -
BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do
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inicio da indugdo). Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4: lavagem. Canaleta 5: gradiente de
purificacdo 10mM. Canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM. Canaleta 7: gradiente de
purificacdo 50mM. Canaleta 8: gradiente de purificagdo 75mM. Canaleta 9: gradiente de
purificacdo 100mM. Canaleta 10: gradiente de purificacdo 250mM.

ApoOs analisar a Figura 28 (a e b), ndo foi possivel observar a presenca das
bandas correspondentes nem ao core (44kDa) e nem & proteina E2 (63,5KDa)
recombinantes.

Estes resultados demonstram que a alteracdo de temperatura (de 30°C para
28°C) no protocolo néo foi eficiente para melhorar inducédo e assim o rendimento das

proteinas core e E2 recombinantes, ja que estas nao foram expressas.

4.18.2. MUDANCA NA TEMPERATURA DE INDUCAO (37°C) E NO TAMPAO DE
LISE
-> Utilizando o tampé&o de lise COM uréia

O protocolo de inducdo descrito em Materiais e Métodos - item 3.14.13, foi
alterado para melhorar a solubilidade e a purificagdo das proteinas core e E2
recombinantes, a temperatura de inducdo foi modificada para 37°C e utilizou-se para a
sonicacdo, como descrito no item 3.15.3 de Materiais e Métodos, um tampéao de lise
contendo 0,5mM de uréia.

A Figura 29 (a e b) apresenta os resultados em SDS-PAGE 12% obtidos apds as

alteragOes citadas acima.
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Figura 29 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de solubilidade das

proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes induzidas a 37°C durante 3h e sonicadas com

tamp&o de lise com uréia 0,5mM. Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™

Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do inicio da
inducdo). Canaleta 3: T1 — 1h ap0s o inicio da indugéo. Canaleta 4. T2— 2h ap0s o inicio da
inducdo. Canaleta 5: T3— 3h apo0s o inicio da indugcdo. Canaleta 6: Pellet. Canaleta 7:
Sobrenadante. As setas indicam as bandas correspondentes a proteina core e E2 de

aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Apés analisar a Figura 29 (a e b), podemos observar a presenca das bandas
correspondentes as proteinas core e E2 recombinantes 1, 2 e 3h apds o inicio da
inducdo, com maior intensidade em 3h. Podemos visualizar nas canaletas 7 (a e b),
uma banda bem espessa correspondente as proteinas de interesses, o que demonstra
que praticamente toda a proteina expressa encontra-se no pellet, ou seja, esta
insoltvel, ja que no sobrenadante (canaleta 8) a quantidade de proteina soltvel é
praticamente inexistente. Isto demonstra que a alteracdo da temperatura de inducgéo foi
eficiente para melhorar a expressdo mas nao a solubilidade das proteinas core e E2

recombinantes, e que nem a sonicacdo com tampédo de lise contendo uréia 0,5mM
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melhorou a solubilidade.
Em seguida, o sobrenadante filtrado foi purificado pelo método de purificacdo em
coluna de niquel, como no item 3.16.1 de Materiais e Métodos e mostrado no gel SDS-

PAGE 12% da Figura 30 (a e b).

Ladder TO Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM Ladder TO Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM

50KDa |* 50KDa

20KDa 20KDa

(a) (b)
Figura 30 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
fusionadas a histidina induzida a 37°C por 3h e sonicadas com tampédo de lise com uréia
0,5mM, em diferentes gradientes de purificacdo. Canaleta 1: marcador de massa molecular -
BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do
inicio da indugdo). Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4: lavagem. Canaleta 5: gradiente de
purificacdo 10mM. Canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM. Canaleta 7: gradiente de
purificacdo 50mM. Canaleta 8: gradiente de purificagdo 75mM. Canaleta 9: gradiente de

purificacdo 100mM. Canaleta 10: gradiente de purificacdo 250mM.

Ao analisar a Figura 30 (a e b), ndo foi possivel observar a presenca das
bandas correspondentes ao core (Figura 30 a) (44KDa) nem a proteina E2 (63,5KDa)
(Figura 30 b) recombinantes nos gradientes de purificacdo, demonstrando que o

meétodo de purificacdo em coluna de resina de niquel ndo foi eficiente para purificar tais
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proteinas recombinantes fusionadas a cauda de histidina e a proteina GST.

Estes resultados demonstram que a alteracdo de temperatura (de 30°C para
37°C) do protocolo foi eficiente para melhorar a inducdo das proteinas core e E2
recombinantes, ja que esta foi expressa em maior concentracdo e tanto a temperatura
de inducdo como o tampao de lise contendo uréia 0,5mM ndo melhoraram a sua

solubilidade.

-> Utilizando o tampé&o de lise SEM uréia

O protocolo de inducédo descrito no item 3.14.13 de Materiais e Métodos, teve
sua temperatura de inducdo alterada para 37°C a fim de melhorar o rendimento da
expressdo das proteinas core e E2 recombinantes, a solubilidade e a sua purificacéo,
sendo que para o procedimento de sonicacdo, como descrito em Materiais e Métodos,
item 3.15.3, foi utilizado um tampéao de lise sem uréia.

A Figura 31 (a e b) apresenta os resultados em SDS-PAGE 12% obtidos para a
verificacdo da solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes, apos ser induzida a

37°C e sonicadas com tampao de lise sem uréia.
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Figura 31 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de solubilidade das

proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes induzidas a 37°C durante 3h e sonicadas com

kTM

tampdo de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de massa molecular - BenchMar Protein

Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do inicio da indug&o).
Canaleta 3: T3 — 3h ap06s o inicio da inducdo. Canaleta 4: Sobrenadante. Canaleta 5: Pellet: As
setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core (a) e E2 (b) de aproximadamente
44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 31 (a e b), podemos observar a presenca das bandas
correspondentes as proteinas core e E2 recombinantes 3h apds o inicio da inducéo
(canaleta 3). No pellet (canaleta 5) observa-se uma banda espessa correspondente as
proteinas de interesse, demonstrando que esta encontra-se praticamente em sua
totalidade nesta fracdo quando comparada com o sobrenadante (canaleta 4), cuja
guantidade de proteina soluvel € muito pequena, desta forma as proteinas apresentam-
se insolaveis. Isto demonstra que a alteracdo no tampao de lise e na temperatura de
inducdo ndo foram eficientes para melhorar a solubilidade das proteinas core e E2
recombinantes.

O sobrenadante filtrado foi purificado pelo método de purificacdo por afinidade

com resina de glutationa, utilizando as proteinas fusionadas ao GST, como descrito no
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item 3.16.2 de Materiais e Métodos. O resultado é apresentado no gel SDS-PAGE 12%

da Figura 32 (a e b).
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Figura 32 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo das proteinas
core e E2 recombinantes fusionadas a GST por afinidade com resina de glutationa, em
diferentes gradientes de purificacdo, apés inducao a 37°C e sonicagdo com tampao de lise sem
uréia. Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) -
Invitrogen. Canaleta 2: TO: tempo zero (antes do inicio da inducdo). Canaleta 3: Eluato.
Canaleta 4: lavagem 1. Canaleta 5: lavagem 2. Canaleta 6: lavagem 3. Canaleta 7: proteina
eluida 1. Canaleta 8: proteina eluida 2. Canaleta 9: proteina eluida 3. As setas indicam as
bandas correspondentes as proteinas core (a) e E2 (b) de aproximadamente 44KDa e 63,5KDa,
respectivamente.

Analisando a Figura 32 (a e b), é possivel observar, uma banda espessa na
posi¢ao correspondente ao peso molecular das proteinas core (44kDa) e E2 (63,5KDa),
recombinantes, sendo que para a E2, esta mesma banda também pode ser observada
na lavagem 1 e na proteina eluida 1 (PE1) e a proteina core s6 pode ser observada na

lavagem 1. Estes resultados indicam que existe uma perda de proteinas no eluato, pois
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estas ndo estdo se ligando adequadamente a resina, sobrando assim uma pequena
guantidade para ser purificada. A presenca das proteinas na lavagem 1, também indica
perda. A banda presente em PEL indica que este € o melhor gradiente de purificacao,
para a proteina E2, apesar de observar-se bandas resultantes de um processo de

degradacédo das proteinas de interesse.

4.18.3. Mudancas no tampé&o de lise — Lisozima

Foi realizada uma inducdo nas mesmas condicfes descritas no item 3.14.13 de
Materiais e Métodos (30°C — 300rpm), e o pellet foi ressuspendido e sonicado com um
tampdo de lise contendo uréia [0,5mM], lisozima [0,2mg/mL], NaCl [150mM], Tris
[L0mM] e NaH;PO4 [50mM].

A Figura 33 (a e b) apresenta os resultados em gel SDS-PAGE 12% obtidos para
a verificagdo da solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes, nesta nova

condicado de temperatura e tampao.

Ladder TO T3 Sobr. Pellet Ladder TO T3 Saobr. Pellet
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Figura 33 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado dos testes de solubilidade das
proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes induzidas a 30°C durante 3h e sonicadas com



Resultados 144

tampao de lise contendo uréia [0,5mM], lisozima [0,2mg/mL], NaCl [150mM], Tris [10mM] e
NaH,PO, [50mM]. Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10
- 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do inicio da inducdo). Canaleta 3:
T3 — 3h apds o inicio da inducdo. Canaleta 4. Sobrenadante. Canaleta 5: Pellet. As setas
indicam as bandas correspondentes as proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e
63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 33 (a e b), podemos observar a presenca das bandas
correspondente as proteinas core e E2 recombinantes 3h apds o inicio da inducdo
(canaleta 3). No pellet da proteina E2 (canaleta 5) (b) observa-se uma banda espessa
correspondente a proteina de interesse, demonstrando que esta encontra-se
praticamente em sua totalidade nesta fragcdo quando comparada com o sobrenadante
(canaleta 4), cuja quantidade de proteina solivel € muito pequena, desta forma ela
apresenta-se insolluvel. Isto demonstra que a alteracdo no tampéo de lise ndo foi capaz
de melhorar a solubilidade da proteina E2 recombinante. Ao analisar a Figura 33 (a)
observa-se uma banda referente a proteina core no sobrenadante (canaleta 4) e no
pellet (canaleta 5), sugerindo que as novas condi¢cfes favoreceram a solubilidade da
proteina core.

As amostras foram purificadas por coluna de niquel, conforme descrito no item
3.16.1 de Materiais e Métodos, e analisadas em gel SDS-PAGE 12% como mostra a

Figura 34 (a e b).
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Figura 34 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
induzidas a 30°C por 3h e sonicadas com tampéao de lise contendo uréia [0,5mM], lisozima
[0,2mg/mL], NaCl [150mM], Tris [10mM] e NaH,PO, [50mM], em diferentes gradientes de
purificacdo. Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220
kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: T3 — 3h apos o inicio da indugéo. Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4:
lavagem. Canaleta 5: gradiente de purificagdo 10mM. Canaleta 6: gradiente de purificacdo
25mM. Canaleta 7: gradiente de purificacdo 50mM. Canaleta 8: gradiente de purificacdo 75mM.
Canaleta 9: gradiente de purificacdo 100mM. Canaleta 10: gradiente de purificacdo 250mM. A

seta indica a banda correspondente a proteina core de aproximadamente 44kDa.

Ao analisar a Figura 34 (a), podemos observar a presenca da banda referente
a proteina core (a) recombinante principalmente nos gradientes de purificacdo 75, 100 e
250mM, porem em baixa concentracdo devido a aparéncia de sua banda. Observa-se
também que ndo h4 a presenca da banda correspondente a proteina E2 recombinante
Figura 34 (b) nos gradientes de purificacdo, demonstrando que o método de purificacao
em coluna de resina de niguel ndo foi eficiente para purificar a proteina E2

recombinante fusionada a cauda de histidina e a proteina GST.



Resultados 146

Estes resultados demonstram que as alteracbes do protocolo ndo foram

eficientes para melhorar inducdo da solubilidade e o processo de purificacdo para a

proteina E2 recombinante, e nem o rendimento do core.

4.18.4. Mudancas nos tempos e temperaturas de inducéo e no tampao de lise

50KDa

20KDa

Foram realizadas varias inducdes como descrito no item 3.14.13 de Materiais e

Métodos, mas em cada uma delas alterou-se a temperatura e o tempo de inducao para:

37°C, 250rpm, 3hs; 30°C, 250rpm, 6hs; 20°C, 250rpm, 16hs e 30°C, 250rpm, 16hs.

A Figura 35 (a e b) mostra o gel SDS-PAGE 12% que avalia a temperatura de

inducéo e a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes a 37°C por 3h e & 30°C
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Figura 35 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado das inducdes a 37°C por 3hs e a
30°C por 6hs, e da solubilidade das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes nessas
condicdes e sonicadas com tampdo de lise sem uréia. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) -

antes do inicio da inducéo a 37°C — 3h. Canaleta 3: T3 — 3hs ap6s o inicio da inducdo a 37°C —

Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo
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3h. Canaleta 4: sobrenadante da inducdo a 37°C — 3h. Canaleta 5: pellet da indugéo a 37°C —
3h. Canaleta 6: TO — tempo antes do inicio da indug¢éo a 30°C — 6h. Canaleta 7: T6 — 6hs apds o
inicio da indug&o a 30°C — 6h. Canaleta 8: sobrenadante da inducdo a 30°C — 6h. Canaleta 9:
pellet da inducéo a 30°C — 6h. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core
(a) e E2 (b) de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa respectivamente.

Ao analisar a Figura 35 (a e b), podemos observar que a inducéo realizada a
37°C por 3hs, apresenta uma banda em T3 (canaleta 3), na altura de 44kDa
correspondente a proteina core (a) e na altura de 63,5KDa correspondente a proteina
E2 (b) recombinantes, demonstrando que nestas condicbes as proteinas foram
expressas. Quanto a avaliacdo da solubilidade nestas condi¢des, observa-se uma
banda mais forte na fragéo correspondente ao pellet (canaleta 5) (a e b), demonstrando
a insolubilidade destas proteinas. Ao realizarmos a mesma analise para a inducdo a
30°C por 6hs, podemos observar em T6 (canaleta 7) uma banda forte na altura
esperada para a proteina de interesse (a) demonstrando a expressao da proteina core
(44kDa) e uma banda muito fina na altura esperada para a proteina E2 (b),
demonstrando uma expressao muito sutil desta proteina nestas condi¢des, assim como
também se observa uma banda com caracteristicas muito semelhantes na canaleta 9 (a
e b), correspondente ao pellet, onde as proteinas encontras-se insoluveis.

A Figura 36 (a e b) apresenta o gel SDS-PAGE 12% que avalia a temperatura
de inducao e a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes a 37°C por 3h e a

30°C por 6h.
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Figura 36 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado das induc¢des a 20°C por 14hs e
a 30°C por 1l4hs, e da solubilidade das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes nessas
condi¢cbes e sonicadas com tampdo de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo
antes do inicio da inducdo a 20°C — 14h. Canaleta 3: T14 — 14hs apos o inicio da indugéo a
20°C — 14h. Canaleta 4: sobrenadante da inducéo a 20°C — 14h. Canaleta 5: pellet da indugéo a
20°C — 14h. Canaleta 6: TO — tempo antes do inicio da induc¢éo a 30°C — 14h. Canaleta 7: T14 —
14hs ap6és o inicio da inducdo a 30°C — 14h. Canaleta 8: sobrenadante da indugéo a 30°C —
14h. Canaleta 9: pellet da inducao a 30°C — 14h. As setas indicam as bandas correspondentes
as proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 36 (a e b), podemos observar que a inducéo realizada a
20°C por 14h, apresenta uma banda em T3 (canaleta 3) (a e b) muito sutil, na altura de
44kDa correspondente a proteina core e na altura de 63,5KDa correspondente a
proteina E2 recombinantes, que ndo estdo presentes em TO (canaleta 2). Uma banda
com as mesmas caracteristicas é observada no pellet (canaleta 5). Com a inducéo

realizada a 30°C por 14hs, observa-se a mesma situacdo descrita para a inducdo a
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20°C por 14hs, demonstrando que essas duas temperaturas ndao produzem uma
expressao das proteinas core e E2 recombinantes satisfatoria.

Assim a inducdo a temperatura de 37°C apresenta um melhor rendimento da

expressado das proteinas de interesse.

4.18.5. Utilizacdo de um novo tampao de lise (tampéao TP)

Na tentativa de melhorar a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes,
foi realizada uma inducdo nas mesmas condi¢cdes descritas no item 3.14.13 de
Materiais e Métodos (30°C — 300rpm), e o pellet foi ressuspendido e sonicado com um
tampéo de lise contendo 4mg/mL lisozima, 2% Triton X-100, 1,5% N-laurysarcosine,
5mM DTT, chamado de tampao TP. A Figura 37 (a e b) apresenta no gel SDS-PAGE

12%, o resultado da analise da solubilidade.

Ladder TO T3 Sobren. Pellet  Sobren. Ladder T0 T3 Sobren. Pellet  Sobren.
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Figura 37 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de solubilidade das
proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes induzidas & 30°C durante 3h. Canaleta 1: marcador
de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO —

tempo zero (antes do inicio da indugéo). Canaleta 3: T3 — 3h apds o inicio da indugdo. Canaleta

[y
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4. Sobrenadante 1 (amostra sonicada com tampao de lise sem uréia). Canaleta 5: Pellet 1
(amostra sonicada com tampao de lise sem uréia). Canaleta 6: Sobrenadante 2 (amostra
sonicada com tampdo de lise contendo 4mg/mL lisozima, 2% Triton X-100, 1,5% N-
laurysarcosine, 5mM DTT). As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core e
E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

A Figura 37 (a e b), mostra a comparacdo entre a sonicagdo com o tamp&ao
de lise sem uréia (canaletas 4 e 5) e o tampado TP (canaleta 6). Na canaleta 3 (a e b)
podemos observar a presenca das bandas correspondentes as proteinas core (44kDa)
e E2 (63,5KDa) recombinantes apds 3h de inducdo. Quando o material € sonicado com
o tampdao de lise sem uréia as proteinas core e E2 apresentam-se insollveis (banda no
pellet,canaleta 5), mas quando € sonicado com o tampéo TP as proteinas tornam-se
soluveis, como podemos observar as bandas no sobrenadante (canaleta 6), além do
mais ap0s o0 processo de sonicacdo e centrifugacdo ndo se obtém pellet, apenas
sobrenadante.

Como controle deste novo tampéo TP, foi realizada uma inducéo a 30°C, como
descrito no item 3.14.13 de Materiais e Métodos, o material foi sonicado com tampéao de
lise sem uréia e em seguida purificado pelo método de purificagdo em coluna de resina
de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), como pode ser observado na Figura 38 (a e b),

do gel SDS-PAGE 12%.
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Figura 38 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificagdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
induzidas a 30°C por 3h e sonicadas com tampao de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de
massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: T3 — 3h
apos o inicio da inducdo. Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4: lavagem. Canaleta 5: gradiente de
purificacdo 10mM. Canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM. Canaleta 7: gradiente de
purificacdo 50mM. Canaleta 8: gradiente de purificagdo 75mM. Canaleta 9: gradiente de
purificacdo 100mM. Canaleta 10: gradiente de purificagdo 250mM. A seta indica a banda

correspondente a proteina core de aproximadamente 44kDa.

Ao analisar a Figura 38 (a), podemos observar a presenca da banda de
44kDa referente a proteina core (a) recombinante até o gradiente de purificacdo 25mM.
Observa-se na Figura 38 (b), que ndo ha a presenca da banda correspondente a
proteina E2 recombinante de 63,5KDa nos gradientes de purificacdo, demonstrando
que o método de purificacdo em coluna de resina de niquel ndo foi eficiente para
purificar a proteina E2 recombinante nem o core ja que 0 processo nao apresentou um

resultado satisfatorio.
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A Figura 39 (a e b) mostra o resultado no gel SDS-PAGE 12%, da inducéo
realizada a 30°C, como descrito no item 3.14.13 de Materiais e Métodos, quando o
material foi sonicado com o tampéo TP (contendo 4mg/mL lisozima, 2% Triton X-100,
1,5% N-laurysarcosine, 5mM DTT) e em seguida purificado pelo método de purificacédo

em coluna de resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen).

Ladder T3 Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM Ladder T3  Eluato Lav. 10mM 25mM 50mM 75mM 100mM 250mM
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Figura 39 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
induzidas & 30°C por 3h e sonicadas com tampdo TP. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: T3 — 3h apds o
inicio da inducdo. Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4: lavagem. Canaleta 5: gradiente de purificacao
10mM. Canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM. Canaleta 7: gradiente de purificagdo 50mM.
Canaleta 8: gradiente de purificagdo 75mM. Canaleta 9: gradiente de purificacdo 100mM.
Canaleta 10: gradiente de purificagdo 250mM. As setas indicam as bandas correspondentes as

proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Ao analisar a Figura 39 (a e b), podemos observar bandas, mesmo que muito
fracas, de aproximadamente 44kDa (a) e 63,5KDa (b) nos gradientes de 100 e 250mM,

indicando que houve purificacao.
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A Figura 40 (a e b), mostra o resultado no gel SDS-PAGE 12%, da inducéo
realizada a 30°C, como descrito no item 3.14.13 de Materiais e Métodos, quando o
material foi sonicado com o tampéo TP (contendo 4mg/mL lisozima, 2% Triton X-100,
1,5% N-laurysarcosine, 5mM DTT) e em seguida purificado pelo método de purificacédo
por afinidade com resina de glutationa, utilizando as proteinas fusionadas ao GST,

como descrito no item 3.16.2 de Materiais e Métodos.

Ladder T3 Eluato Lav.l Lav.2 Lav.3 P.E.1 P.E.2 P.E.3 Ladder T3 Eluato Lav.l Lav.2 Lav.3 P.E.1 P.E.2 P.E.3
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Figura 40 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo das proteinas
core (a) e E2 (b) recombinantes fusionadas a GST por afinidade com resina de glutationa, em
diferentes gradientes de purificacdo, ap6s inducdo a 30°C e sonicacdo com tampao TP.
Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) -
Invitrogen. Canaleta 2: T3: 3hs apds o inicio da indugédo. Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4:
lavagem 1. Canaleta 5: lavagem 2. Canaleta 6: lavagem 3. Canaleta 7: proteina eluida 1.
Canaleta 8: proteina eluida 2. Canaleta 9: proteina eluida 3. As setas indicam as bandas
correspondentes as proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa,
respectivamente.

Ao analisar a Figura 40 (a e b), podemos observar bandas, mesmo que muito
fracas, de aproximadamente 44kDa (a) e 63,5KDa (b) nos gradientes das PE1 e PE2,

indicando que houve purificacao.
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4.19. Inducéo da expressédo génica padronizada

Apoés algumas alteraces no protocolo inicial, o ensaio de inducdo da expressao
das proteinas core e E2 recombinantes foi padronizado como descrito no item 3.17.6 de
Materiais e Métodos.

A Figura 41 (a e b) mostra a solubilidade das proteinas core e E2 recombinantes

com 0 novo protocolo padronizado.

Ladder TO T3 Sobren.  Pellet Ladder TO T3 Sobren.  Pellet
R ey g 5 = =
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Figura 41 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de solubilidade das

proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes induzidas a 37°C durante 3h e sonicadas com

k™ Protein

tampao de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de massa molecular - BenchMar
Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero (antes do inicio da indugao).
Canaleta 3: T3 — 3h ap0s o inicio da inducdo. Canaleta 4: Sobrenadante. Canaleta 5: Pellet: As
setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e

63,5KDa, respectivamente.

Ao analisar a Figura 41 (a e b), podemos observar a canaleta 3 e concluimos
que a temperatura de 37°C e 300rpm durante 3h houve uma boa expressdo das

proteinas core e E2 recombinantes. Ao aumentarmos a quantidade de tampéao de lise
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sem uréia, para sonicar as amostras, para 10mL podemos observar um aumento na

solubilidade das proteinas de interesse (canaleta 4 — sobrenadante) (a e b), apesar de o

pellet (canaleta 5) (a e b) ainda apresentar grande quantidade de proteinas insoluveis.
A amostra foi purificada por afinidade com resina de glutationa e o resultado é

apresentado na Figura 42 (a e b).

Ladder TO T3 Eluato Lav.llav.2 Lav.3 P.E.1P.E.2 P.E3 Ladder TO T3 Eluato Lav.1lLav.2 Lav.3 P.E.1P.E.2 P.E.3

i a.-a—~-4—|
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Figura 42 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo das proteinas
core (a) e E2 (b) recombinantes fusionadas a GST por afinidade com resina de glutationa, em
diferentes gradientes de purificacdo, apés inducao padronizada a 37°C — 300rpm por 3h, e
sonicacdo com tampdo de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de massa molecular -
BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero. Canaleta
3: T3: 3hs apbs o inicio da indugcdo. Canaleta 4: Eluato. Canaleta 5: lavagem 1. Canaleta 6:
lavagem 2. Canaleta 7: lavagem 3. Canaleta 8: proteina eluida 1. Canaleta 9: proteina eluida 2.
Canaleta 10: proteina eluida 3. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core

e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Na Figura 42 (a e b) podemos observar, uma banda correspondente ao peso
molecular de 44kDa (a) e 63,5KDa (b) nas proteinas eluidas 1, 2 e 3, indicando ser as

proteinas core e E2 recombinantes purificadas. Estas fracdes citadas apresentam nao
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somente as bandas correspondente as proteinas de interesse mas também outras
contaminantes, demonstrando que a purificacdo nao foi eficiente o suficiente para obter-
se apenas as proteinas core e E2. Também pode-se observar que parte das proteinas
expressas foram perdidas no eluato e nas lavagens, o que demonstra que nem todas
as proteinas fusionadas a GST ligaram-se a resina.

Mediante estes resultados, realizou-se uma reagdo de Western blot com
todos os gradientes da purificacdo por coluna de glutationa para verificar se as bandas
com peso molecular de 44kDa e 63,5KDa correspondiam realmente as proteinas core e
E2 recombinantes. A membrana de nitrocelulose transferida com as aliquotas da

purificacdo das proteinas core e E2 estdo apresentadas na Figura 43 (a e b).
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Figura 43 (a e b): Membrana de nitrocelulose transferida com os gradientes de purificacdo das
proteinas core (a) e E2 (b) em resina de glutationa, resultante do ensaio de Western Blot.
Proteinas resultantes da inducdo a 30°C — 300rpm — 3h. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO: tempo
zero. Canaleta 3: T3 - 3h apoés a inducdo. Canaleta 4: Eluato. Canaleta 5: lavagem 1. Canaleta
6: lavagem 2. Canaleta 7: lavagem 3. Canaleta 8: proteina eluida 1. Canaleta 9: proteina eluida
2. Canaleta 10: proteina eluida 3. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas

core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.
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Ao andlisar a Figura 43 (a e b) podemos observar a presenca das proteinas
core e E2 em todas as canaletas com excecdo de TO, pois existe uma marcagao na
altura de 44kDa e de 63,5KDa 0 que corresponde as proteinas de interesses. A analise
das membranas também nos permite dizer que as bandas de pesos moleculares
inferiores a 44kDa e 63,5KDa e purificadas juntamente com as proteinas de fusdo GST-
core e GST-E2 sao decorrentes de um processo de degradacdo das proteinas em

guestéo.

4.20. Teste de ligacao nas resinas de Niguel e Glutationa
Como muita proteina estava sendo perdida no eluato e nas lavagens pelo
fato de parecer que elas ndo estavam se ligando a resina de purificacao (niquel, foi

realizado um teste de ligacdo a estas resinas, como mostra a Figura 44 (a e b).

Ladder TO T3 Niquel  Glutationa Ladder TO T3 Niguel ~Glutationa

50KDa 50KDa I
I 63,5kDa

44kDa

20KDal 20KD4q

(a) (b)
Figura 44 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado do teste de ligacéo nas resinas

de niquel (canaleta 4) e glutationa (canaleta 5). As proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes

foram induzidas a 37°C — 300rpm por 3h, e sonicadas com tampé&o de lise sem uréia. Canaleta
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1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen.
Canaleta 2: TO — tempo zero. Canaleta 3: T3: 3hs ap0s o inicio da indugéo. Canaleta 4 (a e b):
resina de niquel + proteinas core e E2. Canaleta 5 (a e b): resina de glutationa + proteinas core
e E2. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core e E2 de
aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 44 (a e b) € possivel observar que a proteina core se

ligou com mais intensidade as duas resinas quando comparada com a proteina E2.

4.21. Dosagem de proteinas

As fragBes das proteinas core e E2 recombinantes resultantes do processo
de purificacdo em coluna de resina de niquel que apresentaram uma banda mais forte
no gel SDS-PAGE 12% foram quantificadas usando o kit Pierce® BCA Protein Assay
Kit, conforme descrito no item 3.19 de Materiais e Métodos.

A Figura 45 apresenta a curva de calibracdo do kit para calculo da

concentracdo de proteina presente nas amostras.
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Figura 45: Curva de calibracdo do kit Pierce® BCA Protein Assay Kit.

Abaixo estdo apresentadas as leituras das amostras no espectrofotbmetro a
562nm e o resultado foi comparado com a curva de calibragéo:
- Amostra 1 (core): Proteina eluida 1(PE1) (inducdo 30°C - tampédo com detergente e
lisozima) 0,150 - concentracdo = 30ug/mL
- Amostra 2 (core): Fracdo 75mM (inducdo 30°C — tampao sem imidazol) - 0,183 >
concentracdo = 50ug/mL
- Amostra 3 (E2): Fracdo 250mM (inducédo 37°C — tampéo com detergente e lisozima)

- 0,347 - concentragédo = 150ug/mL
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- Amostra 4 (E2): Fracdo 250mM (inducdo 30°C - tampéo com detergente e lisozima)
- 0,281 - concentracado = 100ug/mL

- Amostra 5 (E2): Fracdo 75mM (inducédo 37°C — purificagdo tampdo com uréia) ->
0,166 - concentragao = 50ug/mL

- Amostra 6 (E2): Fracdo 75mM (inducdo 28°C - purificacdo tamp&o com uréia) »>

0,198 - concentracédo = 60ug/mL

4.22. Dialise

Apos a realizagdo do procedimento de didlise descrito no item 3.20 de Materiais
e Métodos, o material dialisado foi analisado através de eletroforese em gel SDS-PAGE
12% para certificacdo da presenca das proteinas de interesse no material apos a

dialise. A Figura 46 (a e b) mostra este resultado.
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Figura 46 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando a presenca das proteinas core (a) e E2 (b)
kTM

recombinantes apos a didlise.Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark ™ Protein

Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: TO — tempo zero. Canaleta 3: T3: 3hs apés o
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inicio da inducéo. Canaleta 4: sobrenadante antes da dialise. Canaleta 5: sobrenadante apos a
didlise. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core e E2 de

aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 46 (a e b) é possivel visualizar a presenca das bandas
correspondentes as proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes antes e apoés a dialise. O
sobrenadante foi purificado por coluna de resina de niquel conforme descrito no item

3.16.1 de Materiais e Métodos e a purificacdo foi analisada em gel SDS-PAGE 12%.
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Figura 47 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo em coluna de
resina de niquel (NI-NTA Superflow Qiagen), das proteinas core (a) e E2 (b) recombinantes
induzidas a 37°C por 3h e dialisadas em tampédo PBS pH8,0. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: T3 — 3h apds o

inicio da inducdo. Canaleta 3: Eluato. Canaleta 4: lavagem. Canaleta 5: gradiente de purificacao
10mM. Canaleta 6: gradiente de purificagdo 25mM. Canaleta 7: gradiente de purificagdo 50mM.
Canaleta 8: gradiente de purificagdo 75mM. Canaleta 9: gradiente de purificagcdo 100mM.
Canaleta 10: gradiente de purificagdo 250mM. As setas indicam as bandas correspondentes as

proteinas core e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 47 (a e b), ainda observa-se perda de proteina E2 (b) no
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eluato e na lavagem. As bandas dos gradientes de purificacdo mostram-se muito fracas,
desta forma, a purificacdo apresentou um resultado insatisfatério. Na Figura 47 (a) nado
€ possivel observar a banda correspondente ao core nos gradientes de purificacao.
Concluimos entdo, que a dialise para a troca de tampado ndo melhorou a afinidade da
proteina pela resina.

Realizou-se uma nova inducdo a 37°C — 300rpm — 3h e o sobrenadante foi
purificado por afinidade com resina de glutationa, como descrito em Materiais e
Métodos item 3.16.2. A proteina eluida 1(PE1) (que apresentava a banda mais forte no
gel SDS-PAGE 12%) foi dialisada e quantificada usando o kit Pierce® BCA Protein
Assay Kit. Como a primeira leitura ultrapassou a capacidade de dosagem do kit devido
a alta concentracao de proteinas, a amostra foi diluida 10x e dosada novamente.

- Proteina eluida 1 diluida 10x - Leitura do espectrofotémetro = 0,572 = 280ug/mL x 10
= 2800ug/mL

- Proteina core - Proteina eluida 1 diluida 10x - Leitura do espectrofotdmetro = 0,502
= 270ug/mL x 10 = 2700ug/mL.

As amostras foram analisadas em SDS-PAGE 12%, como mostra a Figura 48 (a

eb).
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Figura 48 (a e b): Gel SDS-PAGE 12% mostrando a proteina eluida 1 (PE1) das proteinas core

(a) e E2 (b) recombinantes. Canaleta 1: marcador de massa molecular - BenchMark™ Protein
Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: PE1 antes da dialise. Canaleta 3: PE1 apés a
didlise em tampao PBS pH8,0. As setas indicam as bandas correspondentes as proteinas core

e E2 de aproximadamente 44kDa e 63,5KDa, respectivamente.

Analisando a Figura 48 (a e b), observa-se uma banda nitida
correspondente as proteinas core e E2 antes e depois da dialise, mostrando que elas

nao se perderam ou degradaram com a troca de tampao.

4.23. Purificacdo em coluna de glutationa utilizando bomba peristaltica
A Figura 49 mostra o resultado da purificacdo da proteina core recombinante

purificada em coluna de glutationa utilizando bomba peristaltica.
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Figura 49: Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo da proteina core
recombinante fusionada a GST por coluna de glutationa utilizando bomba peristéltica, em
diferentes gradientes de purificacdo, apés inducao padronizada a 37°C — 300rpm por 3h, e
sonicacdo com tampdo de lise sem uréia. Canaleta 1. marcador de massa molecular -
BenchMark™ Protein Ladder (10 - 220 kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: lavagem 1. Canaleta 3: T3:
lavagem 17. Canaleta 4: Proteina Eluida 1 (PE1). Canaleta 5: Proteina Eluida 2 (PE2). Canaleta
6: Proteina Eluida 3 (PE3). Canaleta 7: Proteina Eluida 4 (PE4). Canaleta 8: Proteina Eluida 5
(PE5). Canaleta 9: Lavagem final 1. Canaleta 10: Lavagem final 2. A seta indica a banda

correspondente a proteina core de aproximadamente 44kDa.

Ao analisar a Figura 49 podemos observar a purificacdo da proteina core nas
fracbes PE2, PE3 e PE4. Mostrando que esta metodologia de purificacao foi eficiente e
eliminou grande parte das bandas contaminantes, apesar da proteina de interesse

ainda estar sendo degradada.

4.24. Sequenciamento do vetor pET42a com o inserto do core
O resultado da analise do sequenciamento atraves do BLAST esta apresentado

abaixo.
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hucleoﬁde Sequence (700 letters)

Query Length 700

Molecule type nucleic aad
Subject Length 9272
Program BLASTN 2.2.25+ P Citation

Graphic Summary

Other reports: PSearch Summary [Taxonomy reports

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

|Muuse over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
auery I mm———
1 1 1 | 1 1
1 100 200 300 400 500 600 700

Query ID Icl|48850 Subject ID qi|200976594|gb|F1410172.1|
Description None Description Hepatitis C virus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-
Molecule type nucleic acid V1746/2008, complete genome

Sequences producing significant alignments:

Accession Description Hax e Query & E ek
score score coverage wvalue ident
F1410172.1 Hepatitis C wvirus subtype 1a isolate HCV-1a/US/BID-V1746/2008, co 710 710 58% 0.0 98%

>||_ gb |Fg410172.1 Hepatitis C wirus subtype la isclate HCV-1a/US/BID-V174&/2008,

complete genome

Length=9272

Score = 710 bits (384), Expect = 0.0

TIdentitie=s = 400/408 (898%), Gap= = 0/408 (0%)

Strand=Flus/Flus

Query 79 ATGAGCACRAATCCTARACCTCARAGARRAACCARACGTARCACCAACCGTCGCCCACAG 138
Frrrrrer reeerrreerrrrreerrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrerrrrrnenen

Sbjct 236 ATGAGCACGAATCCTAAMACCTCARARGARAARCCARACCGTARCACCAACCGTCGCCCACAG 295

Query 139 GLCGTCALGTTCCCGEETGECEETICAGATCGTTEETGEAGTTTACTTETTGCCECGCAGE 198
Pt eeerrrrreerrrrrrerrrrererrrrerrrrrrrerrreennel

Skijct Z28% GACGTCRAGTICCCEGETIGECEEICAGATCGTITEGTGEGAGTTTACTTGTTGCCECECAGE 355

Query 199 GGCCCTAGATTGGSTGIGCGCRACGACGAGGRAGACTTCCGAGCGGTCGCARCCTCGAGET 258
PP e e e renrrrrererrrrrerrrrrrrrrrrrrerrrrrnnl

Sbjct 356 GECCCTAGRTTGEET GTGCGCGCGRCGAGERAAGRCTTCCGRAGCGETCGCARCCTCGAGET 415

Query 239 AGACGTCAGCCTATCCCCARGGCGCGTCGGCCCGAGGECAGGACCTEEGCCCAGCCCGEE 318
PR e e e e e e e e e e e rrrreeeerrrr reeeeenenn

Skijct 4le AGARCGETCAGCCTATCCCCRALRGGCECETCEGCCCEAGGECAGGACCTEGEGCTCAGCCCEGE 475

Query 319 TATCCTITGGCCCCTCTATGECAATGAGEGGCTGCEEETEEECEGEEGATGECTCCTGTCCCCC 378
I rrrreeeerrreerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrenrrrnnn

Skjct 476 TRCCCTTGGCCCCTC T AT GECAATGAGEGGCTGCGEETEEECEGEEGATGECTCCTGTCCCCC 535

Query 379 CETGECTCTCEGCCTAGCTEEGGCCCCACAGRCCCCCEECETAGETCEGCGCARCTTGEET 438
PP e e rerrrrerrrreeerrrrreerrrrrrrrrrreer reeenen

Sbijct 536 CETEECTCTCEGCCTAGTTEEEGCCCCACAGRCCCCCEECETAGETCGCGCAATTTEGEET 585

Query 439 ARAGTCATCGATACCCTICACGTGCGGCTITCGCCGACCTCATGGEGTAC 4Eg
I rrrrerenrererr reeenrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrennl

Skjct 5896 AAGETCATCGATACCCTTACGTGCGGCTTCECCGRACCTCATEEGETAC 0643

Analisando os dados obtidos com o seqienciamento concluimos que a

sequéncia obtida possui similaridade com a sequéncia referente ao virus da Hepatite C.
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4.25. Inducéo e purificacdo das proteinas recombinantes core e E2 expressas em
larga escala
Seguindo a metodologia padronizada de expresséo (item 3.17.6 de Materiais e
Métodos) e purificacdo (item 3.16.2 Materiais e Métodos), obtivemos o0s mesmos
padrées de resultados ja apresentados, portanto ndo serdo demonstrados aqui para
ndo ser repetitivo. As proteinas recombinantes foram quantificadas usando o kit Pierce®
BCA Protein Assay Kit conforme instru¢cdes do fabricante. As amostras foram lidas em
espectrofotometro a 562nm e o resultado foi comparado com a curva de calibracdo do
kit.
Obtemos em torno de 50mL da proteina recombinante core-GST nas
seguintes concentragoes:
e Proteina eluida 1: 1182ug/mL
e Proteina eluida 2: 2492pug/mL
e Proteina eluida 3: 3253pg/mL
e Proteina eluida 4: 1526ug/mL
e Proteina eluida 5: 1801pg/mL
Obtemos em torno de 50mL da proteina recombinante E2-GST nas seguintes
concentracoes:
e Proteina eluida 1: 838ug/mL
e Proteina eluida 2: 7000pg/mL
e Proteina eluida 3: 2077ug/mL
e Proteina eluida 4: 7316pg/mL

e Proteina eluida 5: 2185ug/mL
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4.26. Ensaios biolégicos com as proteinas core e E2 recombinantes produzidas
em bactérias (E. coli linhagem Rosetta)
4.26.1. Imunorreatividade das proteinas core e E2 recombinantes com pool de
soros humanos positivos para VHC

Para se saber se anticorpos presentes no soro humano de individuos
infectados com o virus da hepatite C eram capazes de reconhecer as proteinas core e
E2 recominantes produzidas em um sistema de expressao procarioto e purificadas por
afinidade com resina de glutationa, foi realizado um ensaio de Western Blot, uttilizando
a proteina eluida 1 (PE1) do core e da E2, e um pool de soros humanos positivos para
o VHC diluido 1:20 e 1:100 em solucdo de bloqueio, para a verificacdo da
imunorreatividade das proteinas em questdo. Além de um controle negativo da reacéo,
utilizando pool de soros negativos para o VHC e outras doencgas infecciosas. A Figura

50 mostra o resultado desta reacéo.

Ladder C(-)[1:20] coreeE2 core E2

60KDa :

> = p— | mem———
50KDa : :

e—

= ﬁ. e
20KDa

1 2 3 4 5

Figura 50: Tiras de membrana de nitrocelulose transferidas com as proteinas core e E2
recombinantes através de ensaio de western blot e reagidas com diluicbes 1:20 de soro
humano positivo para VHC. C -[1:20]: soro humano negativo para VHC e outras doencas

infecciosas testadas, diluido 1:20 em solugcdo de bloqueio. Canaleta 1: marcador de massa
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molecular - BenchMark™ Protein Ladder (kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: Soro controle negativo
diluido 1:20. Canaleta 3: PE1 core e E2 ap0s a didlise em tampao PBS pH8,0. Canaleta 4: PE1
core (44kDa) apoés a didlise. Canaleta 5: PE1 E2 (63,5kDa) apds a didlise.

ApOs a analise da membrana observa-se que as proteinas core e E2
recombinantes obtidas apdés o processo de purificacdo por GST, apresentam
imunorreatividade frente ao pool de soros de individuos infectados com o virus da

hepatite C.

4.26.2. Slot Blot

Para esclarecermos as duvidas sobre a funcionalidade e imunorreatividade
das proteinas recombinantes core-GST, E2-GST e GST frente a anticorpos presentes
no pool de soros positivos para o VHC, foi realizado o Slot Blot, onde na Figura 51 (a)
pode se observar reacdo até a concentracdo 3,125ug/mL, ou seja, a proteina core
fusionada a GST reagiu especificamente com o pool de soro positivo para o VHC e nao
houve nenhuma reatividade contra a proteina GST mesmo em altas concentracées,
como demonstrado na Figura 51 (b), o que reforca a aplicacdo destas proteinas
fusionadas a GST em métodos diagndsticos para a hepatite C.

Na Figura 52 pode se observar o resultado do Slot Blot, que foi realizado
utilizando as proteinas de fuséo, core-GST e E2-GST, como descrito no item 3.4. de
Materiais e Métodos. Em (a) esta representado o resultado da proteina core-GST que
apresentou resultado até a concentracdo 3,125ug/mL e em (b) o resultado da proteina

E2-GST que demonstrou resultado até a concentracdo de 6,25ug/mL.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(a) Core-GST

(b) GST

Figura 51: Slot Blot realizado com a proteina recombinante core-GST (a) diluida em PBS e em
série partindo de 100pg/mL. Proteina GST (b) diluida em PBS e em série partindo de
100pg/mL.1:100ug/mL, 2: 50ug/mL, 3: 25ug/mL, 4: 12,5ug/mL, 5: 6,25ug/mL, 6: 3,125ug/mL,
7. 1,562ug/mL, 8: 0,781pg/mL, 9: 0,390ug/mL, 10: 0,195ug/mL, 11: 0,097pg/mL, 12:
0,048ug/mL

(a) Core-GST

(b) E2-GST

Figura 52: Slot Blot realizado com as proteinas recombinantes core-GST (a) e E2-GST (b)
diluidas em PBS e em série partindo de 100pg/mL. 1:100ug/mL, 2: 50pug/mL, 3: 25ug/mL, 4:
12,5pug/mL, 5: 6,25ug/mL, 6: 3,125ug/mL, 7: 1,562ug/mL, 8: 0,781ug/mL, 9: 0,390ug/mL, 10:
0,195ug/mL, 11: 0,097ug/mL, 12: 0,048ug/mL.

Conforme demonstram nossos resultados, as proteinas de fusédo purificadas
core-GST e E2-GST reagiram especificamente com o pool de soros VHC positivos,

porém as proteinas estdo em altas concentracdes e esperavamos melhores resultados,

sendo assim, foram realizadas algumas modificacbes e serdo demonstradas a frente.
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4.27. Cromatografia de afinidade em coluna de glutationa (GSTrap FF)

Na tentativa de eliminar as bandas secundarias da proteina core
recombinante, realizamos uma nova purificacdo por cromatografia de afinidade em
coluna de glutationa (GSTrap FF - GE Healthcare). Apos a passagem do extrato
protéico na coluna, foi aplicado um gradiente de concentracdo do tampao de eluicdo
contendo glutationa reduzida. A proteina de fusdo core-GST ligada a coluna foi eluida
completamente com tampao de eluicdo (50mM Tris contendo 10mM de glutationa

reduzida). A Figura 53 mostra a analise das fragdes de proteinas eluidas.

Ladder T0 T3 PE.1 PE2 PE3 PE4

— siaia

S 44kDa

50KDa

20KDa

Figura 53: Gel SDS-PAGE 12% mostrando o resultado da purificacdo da proteina core
recombinante fusionada a GST em coluna afinidade a glutationa (GSTrapFF). Canaleta 1:
marcador de peso molecular - Protein Marker Broad Range (kDa) - Biolabs. Canaleta 2: controle
negativo, TO: tempo zero (antes do inicio da indug&o). Canaleta 3: T3 - 3h apds a indugéo.
Canaleta 4: proteina eluida 1. Canaleta 5: proteina eluida 2. Canaleta 6: proteina eluida 3.

Canaleta 7: proteina eluida 4. A seta indica a banda correspondente a proteina core de

aproximadamente 44kDa.

Ao analisar a Figura 53 podemos observar a purificacdo da proteina core-

GST. Este procedimento demonstrou-se eficiente, porém sem diferenca significativa das
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outras metodologias de purificacdo ja realizadas, pois as bandas secundarias ainda

aparecem.

4.28. Andlise da Imunorreatividade das proteinas core-GST e E2-GST apo0s
purificacdo por coluna GSTrap FF
4.28.1. Western Blot

A reatividade das proteinas recombinantes frente aos anticorpos presentes no
pool de soros VHC positivo foi verificada através da técnica de Western blot de acordo
com item 3.27.1 de Materiais e Métodos. Houve reconhecimento destas proteinas pelos

anticorpos, demonstrando suas imunogenicidades, como pode ser observado na Figura

54.

Ladder  C(-)[1:400] E2 core
60KDa RN
50KDa
20KDa

1 2 3 4

Figura 54: Tiras de membrana de nitrocelulose transferidas com as proteinas core e E2
recombinantes através de ensaio de western blot e reagidas com diluicbes 1:400 de soro
humano positivo para VHC. C -[1:400]: soro humano negativo para VHC e outras doencas
infecciosas testadas, diluido 1:400 em solugdo de bloqueio. Canaleta 1: marcador de massa
molecular - BenchMark™ Protein Ladder (kDa) - Invitrogen. Canaleta 2: Soro controle negativo
diluido 1:400. Canaleta 3: : PE1 E2 (63,5kDa). Canaleta 4. PE3 core (44kDa)
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Podemos observar na Figura 54 que a proteina core recombinante obtida
apos o processo de purificacdo em coluna de glutationa (GSTrap FF - GE Healthcare) e
a proteina E2 recombinante obtida ap6s purificacdo em resina de glutationa, conforme
descrito no item 3.16.2 de Materiais e Métodos, apresentaram imunorreatividade frente
ao pool de soros de individuos infectados com o virus da hepatite C. A proteina
recombinante core ainda apresenta as bandas secundarias, porém as mesmas nao

alteram a imunorreacdo com 0s anticorpos presentes no soro humanao.

4.28.2 Slot Blot

Para avaliar a funcionalidade e imunorreatividade das proteinas core-GST
purificada em coluna de glutationa GSTrap FF (GE Healthcare) descrito no item 3.26 de
Materiais e Métodos e E2-GST purificada por resina de glutationa, conforme descrito no
item 3.16.2. de Materiais e Métodos, frente aos anticorpos presentes no pool de soros
positivos para o VHC, foi realizado o Slot Blot, onde esse demonstrou resultado até a
concentracdo 0,195ug/mL utilizando a proteina core-GST (@) e para a E2-GST (b) até a

concentracéo 0,781ug/mL, como mostra a Figura 55.

(a) Core-GST

(b) E2-GST

Figura 55: Slot Blot realizado com as proteinas recombinantes core-GST (a) e E2-GST (b)
diluidas em tampéao de bloqueio e em série partindo de 50ug/mL e com pool de soro controle
positivo para o VHC diluido 1:400. 1:50ug/mL, 2: 25ug/mL, 3: 12,5ug/mL, 4: 6,25ug/mL, 5:
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3,125pug/mL, 6: 1,562ug/mL, 7: 0,781ug/mL, 8: 0,390ug/mL, 9: 0,195ug/mL, 10: 0,097ug/mL,
11: 0,048ug/mL, 12: 0,024ug/mL

Analisando a Figura 55, observamos que as proteinas core-GST e a E2-GST
purificadas reagiram especificamente com pool de soro controle contendo anticorpos
anti-VHC. Comparando este resultado com o resultado do slot blot anterior, item 4.26.2,

€ possivel notar a melhora na reatividade e na intensidade das bandas formadas.

4.28.3. Ensaio Imunoenzimatico — ELISA

A finalidade da execucédo do teste ELISA foi para comparacédo da reatividade
apresentada em relagdo ao Slot Blot e Western Blot. Assim, realizamos varios ensaios
imunoenziméaticos de forma direta e indireta, utilizando pool de soros controles positivos
para o VHC e pool de soros controles positivos para outras doengas inflamatorias e
infecciosas crbnicas: ASO (anti estreptolisina O), Chagas, Sifilis, Hepatite B e auto
anticorpos contra antigenos intracelulares (FAN), porém serdo apresentados aqui,
somente 0s ensaios que obtivemos melhores resultados.

Os resultados positivos foram determinados quando a absorbancia das
amostras ficaram acima do valor cut off. O cut off foi obtido pela média aritmética das
densidades Opticas de amostras negativas (n=12), acrescida de 2 desvios padréo,

sendo igual a 0,3873.

4.28.3.1. ELISA de Captura-Sanduiche (Adsor¢cdo em microplaca do anticorpo
policlonal anti-core-GST)

Este imunoensaio foi realizado para determinar a capacidade de
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reconhecimento do anticorpo policlonal anti-core-GST, produzido em trabalhos
anteriores em nosso laboratorio, com diferentes concentracbes da proteina core
recombinante. Foi utilizado uma diluicdo de 1:40 do anticorpo policlonal anti-core-GST e
uma diluicdo seriada da proteina recombinante core, partindo de 50ug/mL. O resultado

pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Média e desvio padréo dos valores de absorbancia obtidos na reacdo de ELISA de
captura, utilizando anti-core-GST (1:40) diluido em tampao carbonato/bicarbonato e diferentes
concentracdes da proteina core fusionada a GST. O pool de soros controles positivos para o

VHC, foi diluido 1:40 em solug&o de blogueio.

Anti-core-GST 1:40

CORE ABS.450nm
50ug/mL 1,465 = 0,015
25pg/mL 1,253 + 0,004

12,5ug/mL 0,926 + 0,008
6,25ug/mL 0,857  0.006

4.28.3.2. ELISA de Captura-Sanduiche (Adsorcdo em microplaca do anticorpo
monoclonal anti-GST)

A adsorcdo em microplacas de poliestireno do anticorpo monoclonal anti-GST
permitiu uma orientacdo adequada das proteinas core e E2 recombinantes, sem que
houvesse reatividade cruzada do soro humano a GST, aumentando a reatividade anti-
core e anti-E2 presente em soros VHC positivos diluidos 1:40, como demonstrado na

Tabela 3.
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Tabela 3: Média e desvio padrao dos valores de absorbancia obtidos na reacdo de ELISA de
captura, utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST (1:5000) diluido em tamp&o
carbonato/bicarbonato e as proteinas recombinantes diluidas em série em tampéao de blogueio,

partindo de 50ug/mL.

Anti-GST 1:5000

CORE ABS. 450nm E2 ABS.450nm

50ug/mL 2,541 + 0,025 50ug/mL 2,128 + 0,002
25pg/mL 1,977 £ 0,004 25ug/mL 2,031 + 0,004
12,5ug/mL 1,745 £ 0,006 12,5pg/mL 1,436 + 0,033
6,25ug/mL 1,409 £ 0,006 6,25ug/mL 1,079 £ 0,017

Outros ensaios imunoenzimaticos foram realizados utilizando o anticorpo
monoclonal anti-GST diluido 1:10000 em tampao carbonato/bicarbonato e utilizando as
proteinas recombinantes nas concentragdes de 20ug/mL, 12ug/mL, S5ug/mL e 1ug/mL e
pool de soros controles negativos e positivos para VHC e outras doencas infecciosas e
inflamatérias diluidos 1:200 em solucéo de bloqueio, como demonstrado nas Tabelas 4

(A) utilizando a proteina core-GST e (B) utilizando a proteina E2-GST.
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Tabela 4: Médias e desvio padrao dos valores de absorbancias obtidos na reacdo de ELISA de
anti-GST (1:10000) diluido em

carbonato/bicarbonato. (A): diferentes concentracfes da proteina core fusionada a GST. (B):

captura utilizando o anticorpo monoclonal tampéo

diferentes concentracdes da proteina E2 fusionada a GST.

Anti-GST 1:10000
POOL SOROS 1:200 CORE-GST CORE-GST CORE-GST CORE-GST
20pg/mL 12pug/mL 5ug/mL 1ug/mL
Virus da Hepatite C 0,227 + 0,008 0,231 + 0,061 0,185 + 0,008 0,132 £ 0,007
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,074 £ 0,009 1,993 + 0,085 1,805 + 0,005 1,782 + 0,020
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O | 0,452 + 0,019 0,382 + 0,006 0,394 + 0,005 0,351 £ 0,015
(ASO)
Fatores Anti-Ndcleo 0,223 £ 0,021 0,293 £+ 0,006 0,185 + 0,006 0,177 £ 0,016
(FAN)
Doenca de Chagas 0,303 +0,010 | 0,296 £+ 0,002 0,292 +0,114 0,183 £ 0,015
Sifilis 0,314 £ 0,005 | 0,311+ 0,027 0,281 + 0,013 0,285 +0,008
Virus da Hepatite B 0,281 + 0,007 0,239 £ 0,007 0,214 + 0,004 0,188 + 0,007
(VHB)
Anti-GST 1:10000
POOL SOROS 1:200 E2-GST E2-GST E2-GST E2-GST
20ug/mL 12pg/mL 5ug/mL 1pug/mL
Virus da Hepatite C 0,283 £ 0,018 0,275+0,011 | 0,203 + 0,005 0,221 + 0,004
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,119 £ 0,028 2,105+ 0,016 2,036 £ 0,033 2,095 + 0,002
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O | 0,385 + 0,009 0,397 £ 0,008 0,337 £ 0,003 0,321 £ 0,022
(ASO)
Fatores Anti-Nucleo 0,223 £ 0,079 0,236 + 0,004 0,210+ 0,013 0,199 £ 0,007
(FAN)
Doenca de Chagas 0,331 £ 0,017 0,312 £+ 0,006 0,309 + 0,006 0,283 £ 0,020
Sifilis 0,305+ 0,024 | 0,293 £ 0,003 0,281 + 0,009 0,295 + 0,005
Virus da Hepatite B 0,316 £ 0,007 0,300 £ 0,083 0,297 £ 0,006 0,282 £ 0,009
(VHB)

Como podemos observar nas Tabelas 4 (A e B), estd havendo uma reacéo
cruzada com o pool de soros positivos para Anti-Estreptolisina O (ASO), tanto quando

utilizada a proteina core-GST como a E2-GST. Porém essa reacao inespecifica ainda
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sera trabalhada e eliminada, pois na concentracdo de 1ug/mL esta reacéo inespecifica
nao aparece.

O mesmo ensaio imunoenzimatico foi repetido utilizando as proteinas
recombinantes juntas (core + E2-GST), nas concentragcdes de 5ug/mL cada. Este
ensaio foi realizado para verificar se aumentava a imunorreatividade frente aos
anticorpos presentes no pool de soro positivo para o VHC, como demonstrado na

Tabela 5.

Tabela 5: Médias e desvio padrdo dos valores de absorbancias obtidos na reacéo de ELISA de
captura utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST (1:10000) diluido em tampao

carbonato/bicarbonato e as proteinas recombinantes nas concentragdes de 5ug/mL cada.

Anti-GST 1:10000

POOL SOROS 1:200 | CORE-GST 5ug/mL +
E2-GST 5ug/mL
Virus da Hepatite C 0,217 + 0,027
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,903 + 0,050
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O 0,418 + 0,006
(ASO)
Fatores Anti-Ndcleo 0,209 + 0,005
(FAN)
Doenca de Chagas 0,199 + 0,008
Sifilis 0,231 + 0,008
Virus da Hepatite B 0,226 + 0,011
(VHB)

Analisando a Tabela 5 podemos observar um aumento na imunorreacao de
captura quando utilizada as proteinas recombinantes juntas (core + E2) e 0 pool de soro
positivo para o VHC, o que significa que houve uma melhora na reatividade frente aos

anticorpos presentes no soro, porém estd havendo uma pequena reatividade
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inespecifica com o pool de soros positivo para ASO. Frente a isso, realizamos mais um
ensaio, utilizando o pool de soros diluidos 1:400 e as proteinas recombinantes nas

concentragdes de 1ug/mL cada, como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6: Médias e desvio padrdo dos valores de absorbancias obtidos na reacdo de ELISA de
captura utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST (1:10000) diluido em tamp&o

carbonato/bicarbonato e as proteinas recombinantes nas concentragdes de 1ug/mL cada.

Anti-GST 1:10000

POOL SOROS 1:400 | CORE-GST 1pg/mL +
E2-GST 1ug/mL
Virus da Hepatite C 0,198 £ 0,015
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,733 +£0,032
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O 0,208 +£0,047
(ASO)
Fatores Anti-Nucleo 0,236 £ 0,008
(FAN)
Doenca de Chagas 0,180 £ 0,031
Sifilis 0,211 0,002
Virus da Hepatite B 0,193 £0,005
(VHB)

Analisando a Tabela 6 podemos notar que a imunorreatividade com o pool de
soros positivos para o VHC continua bem elevada, mesmo com a diminuicdo da
concentracdo das proteinas recombinantes e da diluicdo dos pools de soros. Também
podemos observar que a reatividade cruzada ndo mais ocorreu com o0 pool de soros

positivo para anti-estreptolisina O.
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4.28.3.3. ELISA Indireto (Adsorcdo em microplaca das proteinas recombinantes
core e E2 fusionadas a GST)

Este ensaio foi realizado para verificar a capacidade de anticorpos anti-VHC
reconhecerem as proteinas recombinantes core e E2 adsorvidas na microplaca de
poliestireno. Estas proteinas foram utilizadas nas concentragdes de 20ug/mL, 12ug/mL,
5ug/mL e 1pg/mL, conforme descrito no item 3.6.3.3. de Materiais e Métodos. As
Tabelas 7 (A e B) demonstram que houve a imunorreacdo dos anticorpos com as

proteinas core-GST e E2-GST.

Tabela 7: Médias e desvio padrdo dos valores de absorbéncias obtidos na reacdo de ELISA
indireto utilizando a proteina recombinante core (A) e a proteina recombinante E2 (B) em
diferentes concentragbes e pool de soros controles negativo e positivo para o VHC e para

outras doencas infecciosas e inflamatorias diluidos 1:200 em tampéao de bloqueio.

POOL SOROS 1:200 CORE-GST CORE-GST CORE-GST CORE-GST
20ug/mL 12pg/mL 5ug/mL 1pug/mL
Virus da Hepatite C 0,214 + 0,012 | 0,202 +0,006 | 0,186 + 0,010 0,154 + 0,004
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,582 +0,052 | 2,491+0,008 | 2,359+ 0,025 2,221 +0,013
(VHC POSITIVO)
Anti-EstreptolisinaO | 0,382+0,018 | 0,345+0,011 | 0,328 + 0,010 0,301 + 0,031
(ASO)
Fatores Anti-Nucleo 0,263 +0,049 | 0,252+0,016 | 0,230+ 0,027 0,228 + 0,008
(FAN)
Doenca de Chagas 0,293 £ 0,016 0,287 £ 0,011 0,266 + 0,014 0,254 + 0,007
Sifilis 0,312 +0,008 | 0,303+0,019 | 0,285+ 0,015 0,297 + 0,005
Virus da Hepatite B 0,285 +0,015 | 0,274 +0,010 | 0,269 + 0,007 0,278 + 0,014
(VHB)
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POOL SOROS 1:200 E2-GST E2-GST E2-GST E2-GST
20pg/mL 12pg/mL 5ug/mL 1ug/mL
Virus da Hepatite C 0,279 £ 0,011 0,273+ 0,010 0,265 + 0,003 0,253 £+ 0,006
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,432 £ 0,020 2,320 £ 0,031 2,214 + 0,005 2,195 + 0,004
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O 0,359 + 0,010 0,365 + 0,014 0,353 £ 0,035 0,327 £ 0,002 B
(ASO)
Fatores Anti-Nucleo 0,292 + 0,011 0,953 £ 0,013 0,286 + 0,004 0,254 + 0,006
(FAN)
Doenca de Chagas 0,283 + 0,007 0,278 £ 0,011 0,289 + 0,010 0,275 £ 0,020
Sifilis 0,312 + 0,005 0,308 + 0,009 0,273 £ 0,002 0,260 + 0,015
Virus da Hepatite B 0,315 + 0,007 0,309 £ 0,006 0,281 + 0,009 0,294 + 0,012
(VHB)

4.28.3.4. ELISA Indireto (Adsorcdo em microplaca das proteinas recombinantes
core e E2 fusionadas a GST juntas)

Este ensaio foi realizado para verificar um aumento na imunorreatividade e
especificidade utilizando uma mistura de proteinas recombinantes (core-GST e E2-

GST). Na Tabela 8 podemos observar tal reacéo.

Tabela 8: Médias e desvio padrao dos valores de absorbancias obtidos na reacdo de ELISA
indireto utilizando uma mistura das proteinas recombinantes core e E2 nas concentracdes de
2ug/mL cada e pool de soros controles negativo e positivo para o VHC e para outras doencas

infecciosas e inflamatodrias diluidos 1:200 em tamp&ao de bloqueio.

POOL SOROS 1:200 | CORE-GST 2ug/mL +
E2-GST 2ug/mL
Virus da Hepatite C 0,183 + 0,007
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,986 + 0,020
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O 0,411 £0,011
(ASO)
Fatores Anti-Ndcleo 0,185+ 0,010
(FAN)
Doenca de Chagas 0,234 £ 0,015
Sifilis 0,280 + 0,016
Virus da Hepatite B 0,228 £ 0,018
(VHB)
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Analisando a Tabela 8, € possivel notar um aumento significativo na
imunorreatividade deste ensaio indireto, pois utilizando a mistura das proteinas
recombinantes o imunoensaio se torna mais especifico e sensivel, porém esta havendo
uma pequena reatividade inespecifica com o pool de soros positivo para ASO. Frente a
isso, realizamos mais um ensaio, utilizando o pool de soros diluidos 1:400 e as
proteinas recombinantes nas concentragcbes de 1ug/mL cada, como pode ser

observado na Tabela 9.

Tabela 9: Médias e desvio padrdo dos valores de absorbéncias obtidos na reacdo de ELISA
indireto utilizando uma mistura das proteinas recombinantes core e E2 nas concentragdes de
1ug/mL cada e pool de soros controles negativo e positivo para o VHC e para outras doencas
infecciosas e inflamatdrias diluidos 1:400 em tamp&o de bloqueio.

POOL SOROS 1:400 CORE-GST 1ug/mL +
E2-GST 1ug/mL
Virus da Hepatite C 0,121 £ 0,016
(VHC NEGATIVO)
Virus da Hepatite C 2,391 + 0,023
(VHC POSITIVO)
Anti-Estreptolisina O 0,287 + 0,009
(ASO)
Fatores Anti-Nucleo 0,162 + 0,018
(FAN)
Doenca de Chagas 0,201 + 0,002
Sifilis 0,189 + 0,015
Virus da Hepatite B 0,216 + 0,004
(VHB)

Analisando a Tabela 8 podemos notar que a imunorreatividade com o pool de
soros positivos para o VHC utilizando a mistura das proteinas recombinantes nas
concentracdes de 1ug/mL continua bem elevada e que ndo a reacdo inespecifica com o

pool de soros positivos para o ASO ndo mais ocorreu apos as alteracdes realizadas.
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4.29. Teste Imunocromatogréafico

O desenvolvimento de um ensaio de imunocromatografico € complexo em
virtude de indmeros componentes criticos agrupados, que sdo utlizados para se
produzir um teste funcional. A adsorcdo dos anticorpos, das proteinas recombinantes e
da proteina A, na superficie das particulas do ouro coloidal estdo mediadas pelas forcas

London-van der Waals.

4.29.1. Conjugacédo com ouro coloidal

Para avaliar se a conjugacado estava ocorrendo no pH determinado e nas
concentracbes estabelecidas dos anticorpos policlonais anti-core-GST, das proteina
recombinantes (core e E2-GST), da proteina A extracelular e do anticorpo anti-lgG
humano, foi realizado o ensaio em microplaca, conforme descrito no item 3.30.1 de
Materiais e Métodos. A absorcao a 540nm representada pelo ouro coloidal estavel e a
620nm para avaliacdo do ouro instavel foi determinada, permitindo uma quantificacéo
completa do processo. Dessa forma, obtivemos os seguintes resultados:

e Anticorpo policlonal anti-core-GST de camundongo: concentragdo 150ug/mL e solucéo
de ouro coloidal pH 7,0. Absorbancia 540nm — 620nm = 0,248

e Anticorpo policlonal anti-core-GST de coelho: concentracdo 300ug/mL e solucdo de ouro
coloidal pH 7,0. Absorbancia 540nm — 620nm = 0,273

e Proteinas recombinantes core e E2 do VHC: concentracdo 100ug/mL cada e solucao de
ouro coloidal pH 7,0. Absorbancia 540nm — 620nm = 0,487

e Proteina A extracelular: concentracdo 10ug/mL e solugdo de ouro coloidal pH 7,0.

Absorbancia 540nm — 620nm = 0,305



Resultados 183

e Anticorpo anti IgG humana: concentracdo 250ug/mL e solucdo de ouro coloidal pH 7,0.

Absorbancia 540nm — 620nm = 0,289

4.29.2. Avaliacdo da reacdo da proteina A com o0 conjugado core-GST-Ouro
coloidal de 20nm

Para a padronizacdo do teste imunocromatogréfico foi necessario testar a
reacdo alvo, que consiste na ligacdo das particulas de ouro coloidal de 20nm
conjugadas com a proteina core-GST e recobertas com anticorpos presentes no pool
de soros positivos para o VHC utilizando como ligante a proteina A adsorvida na
membrana de nitrocelulose, conforme descrito no item 3.30.4. de Materiais e Métodos.

Na Figura 56, podemos observar que houve reacédo satisfatoria utilizando as
concentracbes de 10 e 5ug/uL da proteina A, portanto vamos considerar a melhor
concentracéo para uso de 5ug/uL.

10ug/uL  5pg/uL
Pool soro positivo VHC

Pool soro negativo VHC

Figura 56: Capacidade de captura da proteina A e sua ligacdo com anticorpos presentes no
pool de soro positivo para 0 VHC e o reconhecimento destes com o conjugado core-GST-ouro

coloidal.
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4.29.3. Avaliacdo da reacdo do anticorpo anti-core-GST policlonal com o
conjugado core-GST-Ouro coloidal de 20nm

Para padronizar as condicfes experimentais do teste imunocromatogréfico,
foi realizado o imunoblot, utilizando o anticorpo anti-core-GST policlonal produzido em
camundongo nas concentracdes de 2,5 e 1,0mg/mL adsorvido na membrana de
nitrocelulose e apo6s blogueio e lavagens foi aplicado o conjugado core-GST-ouro
coloidal, produzido conforme descrito no item 3.30.3. de Materiais e Métodos.

Conforme demonstra a Figura 57, podemos observar que o melhor resultado

se deu utilizando o anticorpo policlonal na concentracéo de 2,5mg/mL.

2,5mg/mL 1,0mg/mL

Figura 57: Avaliagcdo da reatividade do anticorpo anti-core-GST adsorvido na membrana de
nitrocelulose dirigidos contra a proteina recombinante conjugada com ouro coloidal. Em 1:
concentracdo do anticorpo policlonal anti-core de 2,5mg/mL, 2: concentracdo do anticorpo

policlonal anti-core de 1,0mg/mL.

4.29.4. Teste de reatividade do ensaio imunocromatogréafico

Apés definidas as concentracdes e as tiras imunocromatograficas prontas, foi
realizado o teste de reatividade utilizando na linha teste (T) a mistura das proteinas
core-GST e E2-GST na concentragao total de 4,1ug/pL, e na linha controle (C) a
proteina A na concentracdo de 5ug/pL. Foi aplicado em algumas tiras 150uL de pool de
soro positivo para o VHC e em outras tiras 150uL do pool de soro negativo para o VHC.

A migragéo cromatografica ocorreu em 10 minutos.
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A Figura 58 (A e B) demonstra os resultados satisfatorios alcancados neste

ensaio.
1:10 1:100 1:10 1:100
T T
C C
A B

Figura 58: Teste imunocromatografico mostrando a reatividade da mistura das proteinas
recombinantes na area teste (T) e da proteina A na area controle (C) frente ao pool de soro

positivo e negativo. A: Pool de soro positivo para o VHC. B: Pool de soro negativo para o VHC.

4.30. Ensaios para padronizacdao dos métodos diagnésticos para o VHC
4.30.1. Teste imunocromatogréfico 1

Vérios testes imunocromatograficos foram realizados conforme descrito no
item 3.30.6 de Materiais e Métodos, porém com nenhum sucesso, ou seja, as proteinas
recombinantes core e E2 fusionadas a GST, ndo estavam causando imunorreagao.
Estas proteinas provavelmente sofreram processo de degradacdo devido ao tempo
apos expressao e também devido ao fator de descongelamento, apesar de estarem
aliquotadas em pequenas por¢cdes. Frente a estas situacdes foram realizados outros
métodos na tentativa de encontrar a concentracdo ideal para a padronizacdo do método

imunocromatogréfico. Estes testes estdo demonstrados abaixo.
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4.30.2. Testes de imunoblotting

Foram realizados ensaios de imunoblotting utilizando na tiras da membrana
de nitrocelulose (Millipore®) 1pL e 1,5uL da mistura das proteinas recombinantes core e
E2 e 1uL para controle da proteina A extracelular recombinante (Sigma®), nas
concentracbes de 2,4pg/pL, 1,7ug/pL e 5Supg/pL respectivamente e o pool de soro
positivo para o VHC diluido 1:10 e o anticorpo anti-lgG conjugado com peroxidase
diluido 1:1000, ambos em solucdo de bloqueio. O resultado nédo foi satisfatorio, pois
somente houve o0 aparecimento da banda referente ao controle da reacéo,
demonstrando a inatividade das proteinas recombinantes do VHC.

Em outro ensaio de imunoblotting, utilizamos as proteinas recombinantes do
VHC, core e E2 em diferentes elui¢cdes, sendo estas de maiores concentracdes (core:
PE3 armazenada a -20°C, PE3 armazenada a -80°C e PE2 armazenada a -20°C) e (E2:
PE1 armazenada a -20°C) e a proteinas A extracelular (Sigma®) para controle, a fim de
verificar se o tipo de armazenamento estava influenciando e se em outras etapas da
eluicdo havia melhor imunorreatividade. Ao invés de usar o pool de soro positivo para o
VHC, que poderia estar com baixa carga de anticorpos anti-VHC e por esta razao as
proteinas ndo estariam sendo reconhecidas, utilizamos o soro controle positivo do kit
ORTHO HCV 3.0 ELISA (Ortho-Clinical Diagnostics) diluido 1:10. Porém o resultado foi
semelhante ao anterior, corando somente a banda referente ao controle, ou seja, a
proteina A recombinante (Sigma®).

Outro teste imunoblotting foi realizado utilizando as membranas de
nitrocelulose (Millipore®) e a folha de nitrocelulose Nytran (SCHLEICHER & SCHUELL)
cortada nas mesmas proporcdes, aplicando 3uL das mesmas proteinas recombinantes

do ensaio anterior e um pool de soro positivo para o VHC com leitura
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espectrofotométrica estourada, ou seja, ELISA positivo com alta absorbancia diluido
1:10 em solucdo de bloqueio. Utilizamos a folha de nitrocelulose para avaliar
sensibilidade de adsorcdo em relacdo a membrana de nitrocelulose (Millipore®). As
bandas onde estavam adsorvidas as proteinas recombinantes do VHC, tanto na
membrana quanto na folha de nitrocelulose apareceram, porém fracamente.

Dessa forma, mais testes foram realizados e devido a falta do sucesso
esperado, talvez por perda da concentracdo dessas proteinas, foi realizada a liofilizacéo
das proteinas recombinantes core PE3 e E2 PE2, conforme descrito no item 3.31.6 de

Materiais e Métodos. O resultado do imunoblotting ndo foi o esperado.

4.30.3. Slot Blot

Mediante estes resultados, realizamos o slot blot, a fim de verificar se
aumentando a quantidade das proteinas recombinantes aplicadas na membrana de
nitrocelulose, haveria melhor imunorreatividade. Assim, foi aplicado 10uL das proteinas
(core: PE2 e PE3 e PE3 liofilizada) e (E2: PE1 e PE2 liofilizada) e a proteina A
extracelular (Sigma®) para controle. A metodologia foi realizada conforme descrito no

item 3.31.8 de Materiais e Métodos. Este resultado pode ser verificado na Figura 59.

(a) Core-GST (b) E2-GST (c) Proteina A
Figura 59: Slot Blot realizado com as proteinas recombinantes do VHC, core-GST (a) e E2-
GST (b) e como controle a proteina A recombinante (Sigma®) (c), sendo: (a) 1: core PE2; 2:
core PE3; 3: core PE3 liofilizada; (b) 4: E2 PEL; 5: E2 PE2 liofilizada; (c) 6: proteina A

extracelular recombinante (Sigma®).
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Analisando a Figura 59, observamos que as proteinas recombinantes quando
utilizadas em maiores quantidades, neste ensaio 10uL, houve imunorreatividade das
proteinas frente aos anticorpos anti-VHC presentes no pool de soros positivos. As
proteinas recombinantes liofilizadas, tanto core quanto a E2, foram imunorreativas,
porém apresentaram intensidade de coloracdo inferiores as PE1 (E2) e PE2 e PE3

(core).

4.30.4. Testes de Imunoblotting

Frente a este resultado, realizamos outro imunoblotting utilizando as
proteinas recombinantes liofilizadas (core PE3 e E2 PE2) e core PE2, aplicando 8,5uL
na nitrocelulose, tendo uma concentracdo para as liofiizadas de 204ug/uL e
144.5ug/uL, respectivamente e 20,40pg/uL para core PE2. Uma membrana de
nitrocelulose foi utilizada como controle, aplicando o pool de soros negativos para o
VHC, tendo as proteinas recombinantes do VHC adsorvidas e a proteina A (Sigma®). A

Figura 60 demonstra este resultado.
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A A
B
B
C
C D

1 2
Figura 60: Resultados obtidos usando as proteinas core-GST, E2-GST liofilizadas e a proteina

recombinante core PE2. Tira 1: pool de soros positivos para o VHC. Tira 2: pool de soros
negativos para o VHC. Marcagdes: A: core PE3 liofilizada; B: E2 PE2 liofilizada; C: core PE2;

D: proteina a extracelular recombinante (Sigma®).

Como podemos observar na Figura 60, as proteinas recombinantes core e E2
foram imunorreativas, porém a proteina eluida PE2 core foi mais sensivel frente aos
anticorpos anti-VHC, do que as liofilizadas e ndo houve reacdes inespecificas com o
pool de soros negativos para o VHC.

Assim, repetimos o mesmo método utilizando as proteinas recombinantes
(core: PE3 liofilizada e PE2,) e (E2: PE2 liofilizada e PE1), além da proteina A para
controle. Neste ensaio, 0 tempo que as membranas de nitrocelulose foram secas ap6s
o blogueio foi de 20 horas e o anticorpo conjugado foi diluido 1:300. O resultado pode

ser analisado na Figura 61.
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1 2 3
Figura 61: Tiras da membrana de nitrocelulose com adsorcdo das proteinas recombinantes do

VHC e a proteina A. Tira 1: marcacdo A: core PE2; marcagdo C: proteina A. Tira 2:
marcacao A: E2 PE2 liofilizada; marcagcdo B: core PES3 liofilizada; marcacdo C: proteina A.

Tira 3: marcagdo A: E2 PE1; marcacgéo B: core PE2; marcagao C: proteina A.

Podemos observar na Figura 61 que a proteina recombinante core PE2 em
maior concentracdo, € mais imunorreativa do que a PE3 liofilizada e a proteina
recombinante E2 PE2 liofilizada e PE1 praticamente ndo h& diferenca significativa na
intensidade de coloracdo, ou seja, todas as formas das proteinas recombinantes
testadas neste ensaio foram imunorreativas, pois estavam em maior concentracao do
gue nos ensaios anteriores.

Frente a este resultado, concluimos que as proteinas recombinantes tinham
perdido suas concentracdes iniciais e realizamos um método alternativo para concentra-
las, o método do nitrogénio, descrito no item 3.31.11 de Materiais e Métodos. O

resultado da concentragao proteica foi verificado realizando o método de imunoblotting

e pode ser observado na Figura 62.
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A
B A
C B

1 2 3 4 5
Figura 62: Imunoblotting ap6s concentracdo proteica pelo método do nitrogénio. Tiras 1 e 2:

marcacdes A: core-GST concentrada pelo método do nitrogénio; marcacbes B: E2-GST
concentrada pelo método do nitrogénio; marcacfes C: proteina A recombinante (Sigma®),
controle. Tira 3: marcacédo A: core PE3 liofilizada; marcacdo B: E2 PE2 liofilizada; marcacéo
C: proteina A. Tira 4: marcacédo A: core PE2; marcacdo B: core PE3; marcacéo C: proteina
A. Tira 5: marcacdo A: E2 PE1; marcacdo B: E2 PE2; marcagao C: proteina A.

Ao analisar a Figura 62, notamos que utilizando 1,5uL de cada proteina em
suas formas concentradas pelo método do nitrogénio, liofilizadas e simplesmente
eluidas, foram antigenicamente reconhecidas pelos anticorpos anti-VHC presentes no
pool de soros positivos. Porém as proteinas recombinantes core e E2 liofilizadas nédo
apresentaram intensidade de coloragcdo satisfatéria, mesmo em comparacdo com as
formas eluidas (core: PE2 e PE3) e (E2: PE1 e PE2). A melhora na imunorreatividade
destas proteinas recombinantes eluidas, mesmo que em baixa concentracdo, deve-se
ao fato de que utilizamos o anticorpo conjugado na diluigéo 1:300.

Desta forma, ap0s definidas as concentragdes das proteinas recombinantes
core e E2 do VHC, definida a diluicdo dos soros controles positivos e negativos para o
VHC e a diluicdo do anticorpo conjugado, foi realizado o ensaio de imunoblotting com

n=12, sendo n=10 para soros controles positivo e n=2 para soros controles negativo.
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Foi aplicado como teste (T) 1uL das proteinas recombinantes concentradas pelo
método do nitrogénio, core-GST na concentracdo de 24ug/pL, E2 na concentragcédo de
17ug/puL e da mistura das duas proteinas (core + E2-GST). Este resultado pode ser

observado na Figura 63.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Figura 63: Resultados obtidos usando as proteinas recombinantes core-GST, E2-GST e
(core+E2)-GST, nas concentracdes de 24ug/uL e 17ug/uL respectivamente. Tiras 1 a 10: soro
controle positivo para o VHC, sendo marcacdo A: (teste) core-GST, B: (teSte) E2-GST, C:
(teste) (core+E2)-GST, D e E: (controle) proteina A extracelular recombinante (Sigma®). Tiras
11 a 12 soro controle negativo para o VHC, sendo marcacao E: (controle) proteina A

extracelular (Sigma®).

Analisando a Figura 63, observamos que as proteinas recombinantes core e
E2 concentradas pelo método do nitrogénio foram imunorretivas e a mistura destas
duas proteinas proporcionou um aumento da reatividade, promovendo maior
sensibilidade e especificidade ao método. Quando utilizado o soro controle negativo,

nao houve reacao na area teste, somente uma marcagao na area controle.
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4.31. Validacéo do teste imunocromatografico desenvolvido

Nesta fase, foram utilizadas as tiras do teste imunocromatografico, conforme as
condicOes estabelecidas anteriormente e seguindo com 0s ensaios para o estudo e
validacéo do teste. Utilizamos 53 amostras de pool de soros controles, formados por 3
amostras sorologicas de individuos independentes, sendo 35 verdadeiras negativas e
18 verdadeiras positivas. Apdés a montagem e sobreposicdo das membranas foram
aplicados os soros controles diluidos em solucdo de bloqueio, 1:10 para 0S soros
verdadeiros negativos para o VHC e positivo para outras patologias e as diluicées 1:10,
1:100 e 1:1000 para os soros verdadeiros positivos para o VHC afim de comparar com
os resultados do ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostic®), além do pool de soros
positivos para o VHC com gendétipo 1, 2 e 3, também diluidos 1:10. Apds 8 a 10 minutos
ocorreu a corrida cromatogréafica e estes resultados podem ser observados nas Figuras

64, 65 e 66.
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VHC (-) HIV (+) VHC (-) HBV (+) VHC (-) ASO (+)
A
B
VHC (-) CHAGAS (+) VHC (-) SIFILIS (+)
A
B
VHC (-) RUBEOLA (+) VHC(-) FATOR REUMATOIDE(+)

Figura 64: Resultados obtidos usando a mistura das proteinas recombinantes (core+E2)-GST,
nas concentragbes de 24ug/uL e 17ug/uL respectivamente e pool de soros controles
verdadeiros negativos para o VHC e positivo para outras patologias infecciosa e inflamatorias
diluidos 1:10. Marcacdo A: mistura das proteinas recombinantes. Marcacdo B: IgG humana

para controle da reagao.
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O ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostic®) utilizado como parametro para
comparacao das absorbancias com pool de soros controles positivos para o VHC e
diluidos 1:10, 1:100 e 1:1000 teve como valor de cut-off 0,609 e as seguintes

absorbancias para as respectivas diluicbes foram: 2,072; 1,116; 0,507.

VHC (+)1:10 VHC (+) 1:100 VHC (+) 1:1000

ABS. ELISA = 2,072 ABS. ELISA = 1,116 ABS. ELISA = 0,507

Figura 65: Resultados obtidos usando a mistura das proteinas recombinantes (core+E2)-GST,
nas concentragcbes de 24ug/uL e 17ug/uL respectivamente e pool de soros controles
verdadeiros positivos para o VHC diluidos 1:10, 1:100 e 1:1000. Marcagédo 1: mistura das

proteinas recombinantes. Marcacao 2: IgG humana para controle da reacao.

Analisando a Figura 65 podemos observar que o0 teste imunocromatografico
desenvolvido apresenta reatividade até a diluicdo 1:1000 e comparando com os valores
de absorbancias do ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostic®) que na diluicdo
1:1000 ja obteve resultado proximo ao cut-off, podemos concluir que o teste

imunocromatogréfico para o VHC foi mais sensivel que o método de ELISA utilizado.
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A fim de avaliar se 0 método desenvolvido era eficaz com soros positivos para o
VHC com diferentes genotipos, testamos pool de soros positivos com genétipos 1, 2 e
3. Podemos observar que o teste imunocromatografico desenvolvido revelou

positividade entre os diferentes genotipos.

Figura 66: Resultados obtidos usando a mistura das proteinas recombinantes (core+E2)-GST,
nas concentragées de 24ug/uL e 17ug/uL respectivamente e pool de soros controles
verdadeiros positivos para o VHC com gendétipos 1 (tira 1), 2 (tira 2) e 3 (tira 3) diluidos 1:10.
Marcacdo A: mistura das proteinas recombinantes. Marcagédo B: IgG humana para controle da

reacao.

4.31.1. Desempenho do método imunocromatografico

Analisando os resultados obtidos no teste imunocromatografico desenvolvido e
aplicando os resultados as formulas para determinacao dos indices de sensibilidade e
especificidade, descritos no item 3.33 de Materiais e Métodos, os valores encontrados
foram de 100%, pois ndo houve nenhum teste realizado com o imunocromatogréafico
desenvolvido que fosse diferente dos resultados obtidos pelo ELISA comercial e PCR

qualitativo utilizados para comparacdo do desempenho do novo método.
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5. DISCUSSAO

Desde o isolamento do DNA complementar do virus da hepatite C (HCV) por
CHOO et al.,1989, a hepatite C vem sendo reconhecida como uma das principais
causas de doenca hepatica cronica em todo o mundo e a partir desta caracterizacao
molecular, muitos testes diagndsticos comecaram a ser desenvolvidos. A deteccao de
anticorpos contra antigenos especificos do VHC €& a maneira mais frequentemente
empregada para identificar a infeccdo, presente ou passada. Para isso, sdo utilizados
testes de rastreamento, que apresentam alta sensibilidade, e testes suplementares,
também denominados confirmatérios, com maior especificidade. Em funcdo da
prevaléncia de infeccdo pelo virus C, estimada em 3% no mundo, o diagndstico da
hepatite C requer um teste bastante sensivel, que apresentem vantagens como rapidez
no processamento, facilidade de automacéo, alta confiabilidade e custo relativamente
baixo.

As proteinas core e E2 do VHC séo bastante imunogénicas e induz producao de
anticorpos rapidamente apés a infeccdo (JOLIVET-REYNAUD et al., 1998),
caracteristica importante para que as proteinas recombinantes core e E2 fusionadas a
GST pudessem ser utilizadas em nosso estudo. Trabalho relatado na literatura (LOPES
et al., 2000) mostra que 0s anticorpos para a regiao estrutural do VHC sao os primeiros
a surgir apos a infeccdo quando comparados a anticorpos da regido nao estrutural.

A fim de obter um melhor resultado na amplificagcao das regides do core e da E2
do VHC, utilizamos ja no inicio, métodos que aumentam e concentra o rendimento do
RNA viral, um kit que contém reagente Beads, que sdo particulas de agorose que
forcam a deposicdo do RNA, tornando mais facil o seu isolamento. A extracdo do RNA

viral ocorreu utilizando o QlAamp RNA Mini Kit Hand, QIAGEN. Para a regiao do core, o
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cDNA foi amplificado por PCR com os primers derivados da regido do core HCV-1b com
base nos nucleotideos publicados na sequencia 968R (ALAM et al., 2002). Os primers
foram escolhidos para o produto de amplificacdo de 408pb abrangendo uma regiéo
parcial do core HCV (aminoacido 1-136), mais solluvel, sendo estes o primer sense
VHCC-S SR (9,14 ug/umole) (5’ cca tgg cac ata tga gca caa atc cta aac 3’) e o anti-
sense (VHCC-AI SR) (8,88 ug/umole) (5’ ttg gat cct tag tac ccc atg agg tcg gc 3')
(Invitrogen — Life Technologies). Neste produto obtido de PCR foi adicionado sitios de
restricio para as enzimas Nco | e Bam HI (Fermentas - Life Sciences) para
posteriormente, ser clivado e clonado no vetor de expressdo pET — 42a, na orientacao
correta. Para a regido da E2, o cDNA foi amplificado por PCR usando o primer sense
E2.S (10pM/uL) (5" ggc cat ggg gga aac cca cgt cac cgg 3’) e primer anti-sense E2.AS
(10pM/uL) (5’ gct cga ggc tcg gac ctg tec ctg tc 3’), (Invitrogen). O produto da PCR sera
parte do gene da proteina E2 (834pb) adicionado dos sitios de restricdo para as
enzimas Ncol e Xhol (18pb), contendo assim um total de 852pb. Apos purificacdo e
analise destes produtos, foram inseridos em vetores de clonagem pTZ, a fim de
amplificar a informac&o genética em centenas de coépias. Posteriormente os insertos
core e E2 digeridos foram inseridos em vetores de expressdao pET-42a, pois em
trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério de pesquisa, foi relatado como o
de melhor expressao e rendimento apos purificacdo (MIKAWA et al, 2009).

Muitos trabalhos na literatura obtiveram boa expressao e purificagao utilizando a
proteina de fusdo GST, sendo que o trabalho de SEONG et al., 1996, foi um dos
primeiros a obter a expressao da proteina do core (1-123 aa) na forma solavel com

elevada reatividade pelos anticorpos VHC. Em nosso trabalho, utilizamos o vetor pET-
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42a para expressao dos produtos de 408pb do gene do core e 852pb do gene da E2 do
VHC e a transformacdo em cepas E. coli linhagem Rosetta. O procedimento de
clonagem de um fragmento de DNA para expressao deve respeitar o sinal de traducao
de genes procariéticos (sinal de Shine-Dalgarno) para obter a proteina correta. O DNA
deve ser clonado de maneira que sua fase de leitura (ORF) figue em orientacdo com o
codon de iniciacdo ATG. Além disso, um vetor para expressdo em E. coli deve
apresentar: origem de replicacdo, marcador para selecdo, um promotor forte e regulavel
para transcricdo, sinal de terminacdo da transcricdo, sequencia para controle da
traducdo e um ATG iniciador. Um sinal de terminacéo de traducédo também deve estar
presente no vetor ou ser adicionado no inserto.

A expressao foi induzida pela adicdo de IPTG 0,4mM e ao final, resultaram
proteinas fusionadas a GST: core-GST e E2-GST. Com a finalidade de verificar a
imunorreatividade das proteinas de fusao foi realizado varios testes: Western Blot, Slot
Blot, ELISA indireto e de captura, imunoblotting e o imunocromatografico desenvolvido,
utilizando pool de soros controles positivos e negativos para o VHC e negativo para o
VHC e positivo para outras doencas infecciosas e inflamatérias. No ensaio Western
Blot, é possivel notar a presenca de bandas adicionais ou secundarias, tanto para o
core quanto para a E2, devido a uma degradacdo da proteina na fase de inducao por
proteases bacterianas. Ainda um segundo processamento da porcdo hidrofobica
poderia ocorrer durante seu processo de maturacao, resultando em proteinas de pesos
moleculares menores (LIU et al., 1997; YASUI et al., 1998).

Em suma, os métodos testado, avaliados e desenvolvidos, utlizando as
proteinas recombinantes do VHC fusionadas a GST, com pool de soros positivos para o

VHC foram imunorreativos, ou seja, as proteinas recombinantes foram reconhecidas
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pelos anticopos presentes em soros controles positivos para o VHC e quando utilizado
pool de soros controles negativos para o VHC e positivo para outras patologias, ndo
houve reatividade, demonstrando que as proteinas recombinantes sdo somente
reconhecidas pelos anticorpos anti-VHC. Outro dado importante é que a proteina GST
isolada ndo provoca reatividade, podendo ser utilizada fusionada as proteinas, nao
havendo necessidade de remové-la apds a purificacdo, com o fator Xa, por exemplo.
Uma pequena reacdo cruzada foi encontrada com pool de soros positivo para
antiestreptolisina O, nos ensaios de ELISA, porém muito préximo ao valor de cut-off.
Essa reacdo inespecifica foi solucionada quando acertou as concentracdes das
proteinas recombinantes core e E2 para 1lug/mL de cada proteina e o pool de soros
diluidos 1:400.

Estudos mostram que a proteina core do VHC é altamente antigénica, induz
resposta celular e humoral especifica e provavelmente, desempenha um papel
fundamental na patogénese da infeccao (LAI et al., 2000; NELSON et al., 1997). J4 a
glicoproteina E2 do VHC possui areas conservadas e é responsavel pela ligacdo do
virus na célula alvo e os anticorpos para esta regido sdo neutralizantes (SABO et al.,
2011).

A proteina recombinante core, ja vem sendo utilizada em alguns testes
diagnésticos, juntamente com as proteinas NS3 e NS4 e NS5 do HCV. Porém a
utilizacdo da mistura das proteinas recombinantes core e E2 fusionadas a GST € um

método inovador.
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Considerando as informacfes acima, a caracteristica fundamental para a
utilizacéo das proteinas core e E2 do VHC neste estudo foi a antigenicidade, garantindo
a especificidade do método imunocromatografico proposto neste trabalho.

Portando, considerando que centenas de novos produtos sdo lancados no
mercado anualmente, a necessidade de desenvolver técnicas analiticas de alta
seletividade é inevitavel (GIL e KUBOTA, 1999). Ao longo dos anos tem se observado
o aperfeicoamento de técnica, cujas tendéncias atuais apontam para o desenvolvimento
de ensaios rapidos que detectam uma grande diversidade de analitos. Para tanto, o
teste imunocromatogréfico padronizado e desenvolvido pode ser usado para esta
finalidade, permitindo o acompanhamento da terapéutica com imunomodulador
(Interferon) e/ou antiviral (Ribavirina), diminuindo resultados falsos negativos, auxiliar no
seguimento clinico-laboratorial do estadiamento cronico; podendo ser usado em
laboratorios Clinicos ou triagem de doadores de sangue/componentes, clinicas,
unidades béasicas de saude, servico de atendimento especializado-SAE, hospitais e
centro de testagem e acolhimento-CTA.

Por causa das caracteristicas dos ensaios imunocromatografico como resultado
imediato, auséncia de equipamento e pessoal técnico treinado e baixo custo, 0s testes
rapidos sdo muito adequados para a pesquisa de antigenos ou anticorpos (PENG et al.,
2007).

Desde a sua introducédo nos anos 1980 (ZHANG, GUO, WANG, 2009) os testes
imunocromatrograficos de fluxo lateral ttm sido uma alternativa na area de diagnostico
por causa das inUmeras vantagens (SHIM et al.,2006). Apesar da imunocromatografia
ser uma técnica utilizada ha anos, e seu principio pareca simples, a padronizacdo e

desenvolvimento do ensaio imunocromatografico para o VHC foi necessario um prévio
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conhecimento de principios basicos, bem como dos fundamentos dos diversos
formatos de imunoensaios existentes, abordando uma serie de critérios para sua
padronizacdo de forma que o teste desenvolvido alcancasse resultados confiaveis e
reprodutiveis. Para alcancar esse nivel de confianca foram analisados diversos
aspectos analiticos para garantir a qualidade dos procedimentos operacionais para 0
desenvolvimento dos ensaios.

Véarios passos sdo importantes para a boa reprodutibilidade de um teste
imunocromatografico como aplicacdo de reagentes, montagem e manuseio das
membranas, procedimentos estes que se realizados inadequadamente podem alterar
os limites de deteccdo, formatos das bandas teste e controle, interpretacdo dos
resultados e desempenho geral do teste.

As membranas utilizadas no teste imunocromatografico da Millipore® ja vém
sendo usadas no mercado ha algum tempo. Sua composicdo permite a perfeita
montagem do teste, mas esta montagem depende da habilidade do executor de forma
gue quando for feita a sobreposicdo das membranas haja um perfeito alinhamento.
Qualquer avaliacdo pode alterar as propriedades de fluidez de capilaridade, devendo
haver um caminho uniforme para a amostra correr na tira.

O comprimento da tira reagente de nitrocelulose (Millipore®) normalmente é 30
cm de comprimento de 2,0 a 3,0 cm de largura em média, como também a éarea de
conjugado e a membrana de celulose podem ser laminadas conforme a conveniéncia.

O corte das membranas foi uma etapa realizada por processo manual com
auxilio de guilhotina e estilete, permitindo o corte das membranas sem danifica-las nas
bordas. Neste estudo, o tamanho da tira reagente de nitrocelulose mais adequado foi

de 2,5 cm comprimento x 0,5 cm de largura, pois em teste com a tira mais larga, a zona
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de reacao era maior e o desempenho nao foi tdo bom. Em outros trabalhos o tamanho
foi semelhante ao nosso com tiras de 2,5 cm de comprimento por x 0,5 cm de largura
(CHUANLAI et al.,, 2006) e em outro onde apenas o comprimento de 3,5 cm é
apresentado (SITHIGORNGUL et al.,, 2007). As membranas de fibra de vidro foram
laminadas em 0,5 cm de comprimento x 0,5 cm de largura e as de celulose em 1,5 cm
de comprimento x 0,5 de largura.

Os adsorventes de adsorcdo podem ser dispensados na membrana de
nitrocelulose de varias formas tanto manualmente como através de dispensadores
automaticos de ar a jato especifico para essa finalidade, normalmente usados em
escala industrial (LIU et al., 2007). Em nosso estudo foi realizado manualmente. A
melhor forma de aplicacdo dos reagentes de deteccdo e controle do teste
imunocromatografico do VHC foi a forma de ponto (circular), utilizando pipeta
automatica, pois nos ensaios realizados a marcacao de sinal nas areas teste e controle
foi mais intensa usando este procedimento e a area de aplicacdo ficava mais
delimitada. Outros estudos também tém adotado esta forma de adsorcéo dos reagentes
e tem-se monitorado a intensidade do sinal nas linhas teste e controle (WANG, ZHAN,
XING, 2006). Essa intensidade de cor e imagem Opticas das areas teste e controle
podem ser capturadas com uma tecnologia mais avancada, por scanner digital e
quantificada por um software especifico (TANAKA et al., 2006), contudo na maioria dos
trabalhos esta avaliacdo € meramente visual como no nosso estudo.

A intensidade do sinal na linha teste esta relacionada com a concentracdo da
molécula alvo na amostra que é observada visualmente na area de reagcdo. Outros
estudos também correlacionam a intensidade de coloragcdo na linha teste com a

concentragéo da proteina alvo e o acumulo de ouro coloidal conjugado nas linhas teste
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e controle da membrana (TANAKA et al., 2006). Em nosso estudo alguns dos testes
apresentaram intensidade de sinal na linha controle maior do que na linha teste e em
outros testes a intensidade de coloracdo foi inversa e também foi apresentado
intensidade de cor igualmente forte nas duas linhas, como apresentado em outros
trabalhos (SHIM et al., 2006; ZHOU et al., 2004; GUO et al., 2009).

Acredita-se que a intensidade de cor nas linhas teste e controle estavam
condicionadas, tanto a concentracdo de anticorpos na amostra como as densidades
Opticas da solucdo de ouro usada no conjugado. Estudos comprovam que a alta
absorbancia do ouro esta ligada a intensidade da coloragcéo na area teste e depende da
distancia entre as particulas (SONNICHSEN et al., 2005).

O objetivo principal do desenvolvimento de um imunoensaio é conseguir o
maximo de reconhecimento por parte do anticorpo e/ou das proteinas. Este deve
possuir boa sensibilidade e reatividade depois de adsorvido e apdés ser molhado pela
amostra sorologica, ndo devendo ocorrer alteracdes quanto a sua natureza e ser reativo
na hora do teste. Na pratica, todos os reagentes utilizados apresentaram boa
especificidade tanto nas reacdes de Western Blot, Slot Blot, imunoblotting e no ELISA
indireto e de captura.

Nas areas teste e controle foi aplicado um 1uL dos adsorventes na zona de
reagdo em cada extremidade da membrana de nitrocelulose. Foi reportada uma
guantidade ainda menor que no nosso estudo, O0,5uL para a regido teste e controle
(CHUANLAI et al., 2006). A quantidade média dos adsorventes tanto nas areas teste
como controle ndo ultrapassam 2uL, pois o ponto na forma de dot neste tamanho
permite uma melhor visualizagdo do sinal, como descrito em um artigo onde se aplicou

1-1,5uL dos reagentes controle e teste (SITHIGORNGUL et al., 2007).
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A escolha da proteina A na padronizacdo do ensaio imunocromatografico foi
devido a sua natureza ndo enzimatica e sua propriedade de se ligar as fracdes Fc da
imunoglobulina (YANG et al.,, 2007). Ela tem sido usada ha algum tempo para o
desenvolvimento de testes imunocromatograficos, tanto como particula de captura
conjugada ao ouro coloidal como na linha teste para a captura de anticorpos no soro
(HUANG, 2006).

As membranas de nitrocelulose foram ativadas pela imersdo com solucédo Tris-
HCI contendo 0,4% de glicerol, visando melhorar a absorcdo dos adsorventes pelas
membranas e em seguida secas em estufa a 37°C por 18 horas, procedimento
realizado em outro estudo (MIKAWA et al., 2009). A secagem completa das membranas
antes da fixacdo dos reagentes € indispensavel, pois a presenca de qualquer vestigio
de umidade pode levar a perda dos adsorventes e problemas no desempenho do
ensaio (MILLIPORE, 2002). Apéds a adsorcdo dos reagentes na membrana de
nitrocelulose e sua secagem a 37°C por 2 horas foi realizado o bloqueio com Tris-HCI
0,1M com 2% de BSA por 1 hora sob agitacdo e temperatura ambiente. Estas foram
lavadas com Na2HPO4 10mM pH =7,5 e com Tris-HCI para a retirada do excesso da
solugéo, impedindo o entupimento dos poros (MILLIPORE, 2002). A seguir foram secas
37°C por 20 horas. Blogueio semelhante foi realizado usando Tris-HCI com caseina 2%
e secagem na estufa 37°C por 2 horas (MIKAWA et al., 2009) e diferente de outro
estudo onde as tiras foram secas a 37°C por 30 minutos e bloqueadas por imersdo em
PBS com 1% de BSA a 37°C por 30 minutos (CHUANLAI et al., 2006).

Alguns estudos dizem que a membrana de fibra vidro deve ser igualmente
bloqueada como a de nitrocelulose antes de o conjugado ser aplicado. Porém em nosso

estudo optamos por nao tratar a area do conjugado com bloqueio, pois quando foi feito
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o tratamento com solugdo contendo BSA ou caseina, observamos que o conjugado
permanecia preso a membrana de fibra de vidro e a reacdo ndo ocorria. Em outros
estudos para deteccao da atrazina (SHIM et al., 2006) e de S. aureus (HUANG, 2006)
também néo se tratou a area do conjugado. Foi aplicado 10uL do conjugado, sendo
essa quantidade suficiente para inundar o sistema. A membrana de fibra de vidro foi
seca em temperatura ambiente por 4 horas.

A aplicacdo do ouro coloidal como reagente de deteccdo no teste desenvolvido
teve suporte no fato de que ele tem sido um dos marcadores mais utilizados no
desenvolvimento de ensaios imunocromatograficos por possuir propriedades fisico-
guimicas ideais para esta finalidade. O ouro € mais estavel que outros marcadores
como enzimas, particulas de latex e corantes fluorescentes, por ser menos suscetivel a
agregacado durante a sua conjugacado e isso aumenta a sensibilidade dos testes. Como
resultado destas caracteristicas naturais especificas é um indicador ideal para monitorar
facilmente as reacdes antigeno anticorpo (TANAKA et al., 2006) e possui melhor
mobilidade na membrana de nitrocelulose em comparagéo a outros marcadores (SHYU
et al., 2002). Uma caracteristica desse sistema é a dependéncia do pH no processo de
conjugacao (resultado de uma combinag¢do hidrofébica do ouro com a proteina e de
forcas de Van der Waals), para isso, realizamos a leitura a 540 e 620nm a fim de
determinar o melhor pH e concentracdo dos anticorpos, das proteinas recombinantes
(core e E2) e da proteina A, para obter as condi¢des ideais da estabilizacdo dos
conjugados. Outro fator importante na conjugacdo foi o blogueio das superficies
residuais apdés o periodo de incubacédo dos anticorpos, das proteinas recombinantes
(core e E2) e da proteina A, com o colbide de ouro. Em nosso trabalho, utilizamos 10%

de BSA para o blogueio, sendo que em outros trabalhos, esta fase pode ser realizada
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com caseina. A lavagem do conjugado e a etapa de bloqueio sdo igualmente
importantes para eliminacdo dos reagentes nao ligados para que nao haja interferentes
durante o ensaio.

Antes da montagem final do dispositivo imunocromatografico, foi necessario
também tratar a membrana de celulose, que compde a area de amostragem com
solucéo de Tween 20 0,005% a fim de diminuir as rea¢des inespecificas e aumentar a
especificidade do teste, sendo que a secagem foi feita em temperatura ambiente por 18
horas. Também hé na literatura teste onde néo foi necessario realizar o tratamento das
areas de amostragem (CUI et al., 2008).

A padronizagdo realizada inicialmente por imunoblotting utilizando a tira de
nitrocelulose, sendo esta posteriormente usada na imunocromatografia, nos forneceu
um desempenho analitico de confianca em relacdo aos procedimentos adotados para o
desenvolvimento, importante para que posteriormente as amostras de soros controles
fossem usadas para aplicacdo do teste e comparacdo dos resultados obtidos com
outros métodos. Durante a padronizacdo testamos as proteinas recombinantes
fusionadas a GST core e E2-VHC utlizadas isoladas, juntas e em diferentes
concentracdes, sendo que o melhor resultado foi obtido com a mistura das proteinas
recombinantes nas concentracbes de 24ug/uL e 17ug/uL para core e E2
respectivamente. Para a area controle, utilizamos a proteina A extracelular
recombinante (Sigma®) na concentragado de 5ug/uL, com excelente resultado.

Apos a montagem da fita imunocromatografica pela sobreposicdo das
membranas, a membrana de celulose é colocada em contato com a solugéo contendo a
amostra sorologica diluida 1:10 que dissolve o conjugado e a reagdao imune entre o

analito e o conjugado ocorre formando cor. Em nosso estudo, utilizamos na area teste a
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mistura das proteinas recombinantes do VHC (core+E2) nas concentracdes de 24 e
17ug/uL, respectivamente e como controle de migracdo da reacdo a IgG humana
(Sigma®) na concentragdo de 50ug/uL. E como conjugado a proteina A com ouro
coloidal. O tempo da corrida cromatografica foi de 8 a 10 minutos, tempo este
necessario para amostra soroldgica solubilizar o conjugado e formar a reacao imune.
Esta metodologia necessita de um menor numero de reagentes: proteinas
recombinantes do VHC, proteina A conjugada com ouro coloidal e IgG humana, sendo
gue os dois ultimos séo produzidos comercialmente, sendo apenas necessario conjugar
com o ouro coloidal.

Alguns estudos testaram amostras variadas para o ensaio imunocromatografico
e verificacdo de seu desempenho (PELERITO et al., 2006), seja soro, plasma ou outro
tipo de material de facil obtencdo. Em nosso teste de validacao, utilizamos 53 amostras
de pool de soros controles formados por 3 amostras sorolégicas de individuos
independentes, sendo 35 verdadeiras negativas e 18 verdadeiras positivas. Ensaios
futuros, utilizando mais amostras seréo realizados, usando a tira imunocromatogréfica
desenvolvida.

A verificacdo do desempenho, especificidade e sensibilidade dos testes rapidos
(PELERITO et al., 2006) é realizada comparando amostras de soros ou outra amostra
biolégica com ensaios classicos empregados no diagnéstico convencional. Em nosso
estudo, verificamos estes parametros com ensaios de ELISA (Ortho-Clinical
Diagnostic®) e PCR qualitativo (Roche®) realizados como rotina no laboratorio de
sorologia do NAC (nucleo de atendimento a comunidade), localizado no hospital

estadual de Américo Brasilienses.
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Quando comparamos os resultados com o ELISA comercial, nas mesmas
diluicdes, observamos que o teste imunocromatografico desenvolvido apresenta
reatividade até a diluicdo 1:1000 e os valores de absorbancias do ELISA comercial
(Ortho-Clinical Diagnostic®) nesta diluicdo, obteve resultado proximo ao cut-off. Sendo
assim, podemos concluir que o teste imunocromatografico para o VHC foi mais sensivel
gue o método de ELISA utilizado.

Em nosso estudo, também avaliamos a eficacia do método desenvolvido com
soros positivos para o VHC com diferentes gendtipos (1, 2 e 3). O resultado foi
satisfatorio, pois revelou positividade entre os diferentes genotipos.

Correlacionando o teste imunocromatografico para o VHC desenvolvido com a
reacdo de ELISA e PCR qualitativo, evidenciou concordancia, sensibilidade e
especificidade de 100%, pois ndo houve nenhum teste realizado com o
imunocromatogréfico desenvolvido que fosse diferente dos resultados obtidos pelo
ELISA comercial e PCR qualitativo. Por ser um teste desenvolvido in house e ndo em
escala industrial, o teste apresentou desempenho satisfatério comparando com estes
métodos comerciais.

O emprego do teste imunocromatografico rapido pode ser aplicado no
monitoramento de pacientes em hemodidlise, da terapéutica anti-VHC, em laboratérios
Clinicos, unidades basicas de saude e hospitais.

O trabalho mostrou que existe a possibilidade de construir testes comerciais
imunocromatograficos para deteccdo de anticorpos anti-VHC, utilizando as proteinas
recombinantes core-GST, E2-GST e a mistura (core e E2-GST) a um custo acessivel,
pois os reagentes foram produzidos durante o desenvolvimento do método e a

sensibilidade e especificidade foi de 100%.
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6. CONCLUSOES

1. As estratégias de amplificacdo e clonagem da regido genémica correspondente a
expressao das proteinas core e E2 do VHC possibilitaram com éxito a obtenc¢éo
destas proteinas em sistema de expressédo heterdlogo (bactérias E. coli linhagem
Rosetta);

2. As proteinas de fusdo core-GST (44kDa) e E2-GST (63,5kDa), expressas em
sistema heterdlogo bacteriano apés inducdo do vetor recombinante pET-42a com
IPTG, foram antigenicamente reconhecidas pelos anticorpos anti-VHC do pool de
soros de portadores cronicos de hepatite C em ensaio de Western blotting, onde
uma banda na mesma posicdo demonstrada pelo teste com anticorpos anti-
histidina foi marcada, portanto, confirmando a massa molecular esperada das
proteinas core (44kDa) e E2 (63,5kDa) recombinantes;

3. A inducédo e purificacdo das proteinas recombinantes core e E2 expressas em
larga escala possibilitou uma grande quantidade de proteinas, em torno de 50mL
cada, 0 que proporcionou a realizagdo de varios testes, podendo assim
desenvolver métodos com reprodutibilidade;

4. A utilizacdo da coluna de glutationa (GSTrap FF - GE Healthcare) possibilitou uma
melhora na purificacdo da proteina core-GST. No entanto, as bandas secundarias
ainda permaneceram. Estas bandas podem ser decorrentes de uma possivel
degradacéo da proteina na fase de inducéo por proteases bacterianas, porém néo
altera a imunorreatividade;

5. A imunorreatividade das proteinas do VHC recombinantes (core e E2) foi

confirmada através do reconhecimento pelos anticorpos anti-VHC presentes em



Conclusdes 213

pool de soros positivos para virus da hepatite C, através das técnicas de Western
blot, slot blot, ELISA (de captura e indireto), imunocromatografico e imunoblotting.
Nestes ensaios ndo houve reatividade inespecifica na presenca de pool de soros
negativos para o VHC e positivos para hepatite B, doenca de chagas, sifilis, fatores
anti-nacleo (FAN) e ASO. Uma pequena reacgdo inespecifica ocorria com o pool de
soros positivos para ASO, porém esta foi eliminada quando se definiu a
concentracéo ideal do pool de soros e ao utilizar uma concentragdo menor de
proteinas. Além disso, a proteina GST nao foi reconhecida pelo pool de soros
positivos para VHC, indicando sua utilizacdo como uma ferramenta no diagnostico
viral;

Nos ensaios imunoenzimaticos realizados, foi possivel observar que tanto na
utilizacdo da proteina core-GST como na utilizacdo da proteina E2, ndo houve
diferenca significativa nos valores de absorbancias usando diferentes
concentragdes proteicas;

Para determinar a concentracéo ideal das fracfes antigénicas (core e E2-GST) e
dos anticorpos, um novo método imunoenzimatico de captura acabou sendo
desenvolvido. Utilizando o anticorpo monoclonal anti-GST, foi possivel orientar
adequadamente as proteinas recombinantes fusionadas a GST, aumentando a
reatividade anti-core e anti-E2 presentes no pool de soro positivo para o VHC;

O novo ensaio imunoenzimatico tanto de captura como o indireto, utilizando as
proteinas recombinantes juntas (core + E2), demonstrou-se mais especifico e
sensivel, pois houve um aumento significativo nos valores de absorbancia;

O teste imunoblotting demonstrou que houve reconhecimento dos anticorpos anti-

VHC presentes no pool de soros positivos, pelas proteinas recombinantes e pela
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mistura das proteinas (core + E2-GST) e que ndo houve inespecificidade com o
pool de soros negativos;

10.0 teste imunocromatografico para o VHC desenvolvido teve resultados mais
sensiveis do que o ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostic®) na diluicdo 1:1000
de pool de soros controles positivos para o VHC;

11.0 novo método imunocromatografico demonstrou-se satisfatério, pois revelou
positividade entre os diferentes genotipos do VHC (gendtipo 1, 2 e 3);

12.Comparando o teste imunocromatografico desenvolvido com a reacao de ELISA e
PCR qualitativo, evidenciou concordancia, sensibilidade e especificidade de 100%,
pois ndo houve nenhum teste realizado com o imunocromatografico desenvolvido

gue fosse diferente dos resultados obtidos pelo ELISA comercial e PCR qualitativo.

O trabalho mostrou que existe a possibilidade de construir testes comerciais
imunocromatograficos para deteccdo de anticorpos anti-VHC, utilizando as proteinas
recombinantes core-GST, E2-GST e a mistura (core e E2-GST) a um custo acessivel,
pois os reagentes foram produzidos durante o desenvolvimento do método e a

sensibilidade e especificidade foi de 100%.
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8. ANEXOS — PREPARO DE SOLUCOES E TAMPOES

Corante Coomassie Blue

O corante foi preparado da seguinte forma:

Comassie blue........cccccvevvvevieennnn. 19
Metanol...........ccoeeeeeiiiiiieeen 200mL
Acido acético..........ccceeveerrerirranene, 40mL
Agua deionizada estéril gsp ......... 400mL

Primeiro foi dissolvido o coomassie no metanol e depois foram acrescentados 0s outros
componentes da solucdo. Ao final a solucdo foi filtrada em papel Whatman numero 1

(SAMBROOK et al, 2001).

Gel de agarose 1%

De acordo com a metodologia descrita por Sambrook et al, 1989, para a confecgéo de
um gel nas dimensbes de 6cm x 8,5cm, foram adicionados a um béquer 0,3g de agarose e
30mL de tampdo TAE (1x). A agarose foi diluida e aquecida no microondas por 2 minutos
(agitando levemente a cada 30 segundos). Apds a completa dissolucdo e queda de temperatura
foi acrescido 1ul de Brometo de Etideo (0,5ug/ml) e a agarose foi adicionada no suporte acrilico

da cuba de eletroforese e resfriada até a sua polimerizacao.

Gel SDS-PAGE 12%

= Gel de Empilhamento:

O gel de empilhamento foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
Sambrook et al, 2001, da seguinte forma:

Para um gel:
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Aguamilli-Q................. 1545uL
SDS 10%.cveeeeeniieiiieeiaee e 20puL
Tris HCI 2M pH6,8....................... 125uL
Acril/Bis-Acril........c.oeeiiiiiii, 300uL
Temed.......coooiviii SuL

PA 10% ..oovviiiiiiiiiiieeee e 18,75uL

=>» Gel de Resolucéo:

O gel de resolucao foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Sambrook et
al, 2001, da seguinte forma:

Para um gel:

Agua Milli-Q............oveeiiieeeean, 1590uL

SDS 10%.ceeeeeeereeeeeeeeeereeee. 40uL

Tris HCI 2M pH8,8....................... 750uL

ACril/BiS-ACTil.........oieiiiiiiis 1600uL
Temed......ccoooviiiiiiiiii SuL

PA 10%.....vveeoeeeeoeeeeeeeeeeeseeeeeeeeees 25uL

IPTG

1= (T 0,9532g (200mM)
Agua deionizada eStéril gSP .........ceeveveeeveeereeeeeeeeeeeeenen, 20mL

ApOs o preparo, o IPTG é guardado em freezer.
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Meio LB (Meio Luria-Bertani broth) liquido

Este € um meio utilizado para crescimento bacteriano, e foi preparado da seguinte

forma:
NACH .. 19
THPLONA. ... ———— 19
Extrato de 1eVedUra........ccoooeeeiiieeiie e 0,59

Em um béquer, adicionou-se os componentes do meio e 90 ml de agua destilada, o
frasco foi agitado até que todos os componentes estivessem dissolvidos. O pH foi ajustado para
7,0 com NaOH 5N, e entdo o volume da solugéo foi acertado para 100ml com agua destilada.
Para esterilizacdo o meio foi colocado em autoclave por 20 minutos a 125°C (SAMBROOK et al,

2001).

Meio LB agar (1,5%)

De acordo com a metodologia descrita por Sambrook et al, 2001, para cada litro de meio
LB liquido foi adicionado 15g de agar e procedeu-se a autoclavagem por 20 minutos. Em
seguida, foi colocado no banho a 56°C e aguardado a queda da temperatura para que fosse

distribuido em placas de petri.

SDS 10%
Foram adicionados 5g de SDS a 50mL de agua deionizada estéril (SAMBROOK et al,

2001).
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Solucédo corante de amostra ou Solucdo de azul de bromofenol
A solucdo corante de amostra utilizada na corrida eletroforética foi preparada de acordo

com a metodologia descrita por Sambrook et al, 2001, da seguinte forma:

Glicerol ......coovviviiiiiiee 5mL (50%)
EDTA.N22.2H,0 weoovveveeeen, 0,37g (0,1 M)
SDS .. 0,19 (1%)
Azul de bromofenol ..................... 0,019 (0,1%)
Agua deionizada estéril gsp ......... 10mL

Solucéo de Bloqueio contendo TBS 1x
Leite em p6 desnatado................. 2,59

TBS IXeuiuuriineiineinneineinneinnennnnnnneennns 50mL

Solugéo de Ponceau

Para uma membrana:
Pouceau..........ceeevvveeieieiiiiiiiiiinene, 250pL (0,5%)
Acido acético..........cccveeevevereennne, 50uL (0,1%)

Agua Milli-Q gSP......cvevvrerririnnnnn. 50mL
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Solucédo descorante
A solucao descorante foi preparada com acido acético 7% (SAMBROOK et al, 2001).
Acido acético...........cecevverreerennan, 70mL

Agua Milli-Q gsp 1000mL.............. 930mL

Tampéao da cuba pH 8,3 (5x)
O tampao da cuba foi preparado de acordo com a metodologia descrita por Sambrook et

al, 2001, da seguinte forma:

THISuvererveeeeeeeeeeeeseeeseeeeseesseeeeseeeseens 15,14g (0,125M)
Glicina...........oooo oo, 72,069 (0,96M)
SDS e 5g (0,19%)

Agua deionizada estéril gsp ......... 1000mL

Ao final o pH foi ajustado para 8,3 e o tampdo foi filtrado em papel Whatman nimero 1 e

armazenado em geladeira.

Tampé&o de amostra 3x
O tampao utilizado nas amostras induzidas e néo induzidas foi preparado como segue
(SAMBROOK et al, 2001):
Tris HCI 2M pHB,8....................... 4,70mL
SDS. e 3,09

Glicerol 87%.......cooveveeeeieiiiiiiinnenn, 17,2mL
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B-mercaptoetanol...............c......... 7,5mL
Azul de bromofenol 0,5%.............. 1,0mL
Agua deionizada estéril gsp ......... 50mL

Tampao de Eluicao

Glutationa reduzida..............ooccvvveeeeieiiiiiiiieeee e 0,0307g (10mM)
TRIS-HCI PH 8,0 0,5mL (50mM)
Agua deionizada eStéril gsSp .........cceveevvereeerereeeennne, 10mL

Tampdao de Lavagem STE

TRIS HCIPH 8,0, 0,12114g (10mM)
NACH .. 0,876g (150mM)
E D T A s 0,037224g (1mM)

O pH final foi ajustado para 8,0.

Tampao de Lise - TP

[T Y4 0 1= VPR 0,200g

THEON X-200.....cceiiiieii it 1mL (2%)
N-LaUIYSArCOSING.....ccieiiieeieeeeeeeeeee e 0,759 (1,5%)
DT T ettt 0,039g (5mM)

Agua Milli-Q GSP vvvveeeeieeeeeteeee e 50mL
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Tampao de Lise com Imidazol

TRIS

Agua

HCl e

deionizada eStéril gSp .......vvvevvrerriiririiieieieeeeeeeeen,

O pH final foi ajustado para 8,0 com NaOH e adicionado 17,02g de Imidazol.

10mL (1M)
6,889
20mL (5M)

1000mL

Tampao de Lise com Lisozima 0,2mM e Uréia 0,5mM e NaCl 200mM

TRIS-HC ..

Agua deionizada eStéril gSP ........coeeveveeveeeeieeeeeeereeee e,

IR0 V4] 1 1= NPT

Tampao de Lise com Uréia 0,5mM

TRIS-HC oo

1,21g (10mM)
6,899 (50mM)
1,1680g (200Mm)
100mL

0,029 (0,2mg/mL)

0,03g (0,5mM)

1,21g (10mM)
6,89g (50mM)
5,84g (100mM)
1000mL

0,03g (0,5mM)

O pH final foi ajustado para 8,0 com NaOH e adicionado uréia (0,5mM).
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Tampao de Lise

TRIS-HC .ttt 1,21g (10mM)
=T P = T 6,899 (50mM)
N T TS 5,84g (100mM)
Agua deionizada eStéril g............coovvvvevevveenennn, 1000mL

O pH final foi ajustado para 8,0 com NaOH.

Tampao de Transferéncia
O tampao de transferéncia foi preparado de acordo com a metodologia descrita por

Sambrook et al, 2001, da seguinte forma:

TRIS oot 2,59 (200mM)
GliciNa......ooiieeie 4,3g (50mM)
Agua Milli-Q gSP......ccceveerererennnne. 810mL
Metanol...............cccc, 165mL (15%)

O metanol foi adicionado somente na hora de encher a cuba.

Tampéo MTPBS

NGC. .o 0,876g (150mM)
NAZHPO e 0,227g (16mM)
NE YT =T o JOS T 0,048g (4mM)
Agua Milli-Q gSP .eveveeveeeeeieeecee e, 100mL

O pH final foi ajustado para 7,3.
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Tampéao PBS 1x
O tampéao PBS 1x foi preparado adicionando em um béquer 1200mL de 4gua destilada e
em seguida os reagentes descritos abaixo e deixado sob agitacdo até a completa dissolucdo. O

pH foi ajustado para 7,3 com NaOH e em seguida completou-se o volume com agua destilada

para 2000mL.

N T OO 16g (140mM)
KCl . 0,49 (2,7mM)
NAZHP O 41 oottt eee et 2,89 (10M)
KHoPOyg 0,48g

Tampao TAE (50x)

Tampéo TAE (tampé&o Tris-Acetato-EDTA) € uma solucdo usada tanto como um tampao
de corrida como em gel de agarose, tipicamente para a separa¢do de acidos nucléicos tais
como o DNA e RNA. Ele é feito de tampao acetato da base Tris, normalmente a pH 8.0, e

EDTA, os quais sequestram cétions divalentes (SAMBROOK et al, 2001).

TRIS base (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol)........ 242g
Acido acético glacial............ceeveveveeeeeieieeeeeee e 57,1ml
Solucado de EDTA dissodico (Na2 EDTA) 0,5 M (pH 8.0)... 100ml
Agua deionizada eSteril gSP .......coccvevivieeieieeeeee e 1000mL

Tampéo TBE (10x)
Tampéo TBE (tamp&o Tris-Borato-EDTA) é uma solu¢éo usada como um tampéo de

corrida em gel de agarose.
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TRIS base (2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol)

ACido DOFICO ANIAIO.....eeeeeeee e,

Solucado de EDTA dissodico (Na, 2H,0) 10mM.........

Agua deionizada eStéril gSP ........coeevevevereeereieeeeeeee e,

O pH final foi ajustado para 8,3 a 25°C com NaOH.

TBS (Tris Buffered Soline) 10x

TRIS. e toveeeeeeeeeeeeee e 60,59 (0,05M)
TV e IR 87,69 (0,15M)
Agua Milli-Q gSP.......coveeerrrerennn. 1000mL

O pH final foi ajustado para 8,0 com HCI.

TBS (Tris Buffered Soline) 10x

TRIS. oo eeeeeeeresees e 60,59 (0,05M)
TV IO 87,6g (0,15M)
Agua Milli-Q gSP......ccceveverererennae. 1000mL

O pH final foi ajustado para 8,0 com HCI.

Solucédo de Blogqueio contendo TBS 1x

Leite em p6 desnatado 5%.......... 2,50

121,109 (1M)
55,609 (0,9M)
3,70g (10mM)

1000mL
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Solucéo de Lavagem contendo TBS 1x

Tween 20 0,05%......ccccevveeviinnnennns 25uL

Tampéao PBS 1x
O tampéao PBS 1x foi preparado adicionando em um béquer 1200mL de 4gua destilada e
em seguida os reagentes descritos abaixo e deixado sob agitacdo até a completa dissolucdo. O

pH foi ajustado para 7,3 com NaOH e em seguida completou-se o volume com agua destilada

para 2000mL.

N T OO 16g (140mM)
KC ettt ettt ettt et en s et 0,4g (2,7mM)
N =T VSO OTOS 2,89 (10M)
=T R 0,48g (1,8mM)

Solucédo de Blogueio contendo PBS 1x

Leite em po6 desnatado 5%.......... 2,50

Solucédo de Lavagem contendo PBS 1x

Tween 20 0,05%..........ccceeeveeeennn. 25uL
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Tampao de Eluicdo pH 8,0

Glutationa reduzida.............eeevvvveviieeeeeiieeeieeeieeeeeeeee, 0,0307g (10mM)
TRIS-HCI PH 8,0.....eeiiiiiiiie e 0,5mL (50mM)
Agua deionizada eStéril gSp ........ccecevvveeeveereerennns 10mL

Solucédo TRIS-HCI
TRIS-HCI PH 8,0 1,4332g (0,05M)
Agua deionizada eStéril gSp .........ccevevevveererereenenne, 100mL

O pH final foi ajustado para 8,0 com HCI.

Tampao Carbonato/Bicarbonato 1M

NAICOa. it 1,599
NAHCO 3. e 2,98¢g
Agua destilada gsp........cccceevevereveceeeeeeeeieine 1000mL

O pH final foi ajustado para 9,6.

Tampdao Carbonato 0,1M
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Solucéo TRIS-HCI contendo 10% de BSA

TRIS-HCl oo

Agua deionizada eStéril gsp ........ccoevevirirrieieinenn.
O pH final foi ajustado para 7,6 com HCI.

BSA 1090t

Solucgéao TRIS-HCI contendo 0,4% de glicerol
TRIS-HC ..o
Agua deionizada estéril gSpP .........cceevvvveirireesenne.

O pH final foi ajustado para 7,6 com HCI.

Solucéo TRIS-HCI contendo 0,5% de Caseina

TRIS-HCl..oueiiii e

Agua deionizada eStéril gSpP .......cocevveereririeieeennne
O pH final foi ajustado para 7,6 com HCI.

A N e

Solucéo 5% de etanol
Alcool 1SOPropiliCO.......c.cveveveeeieecieeeeeeee e

Agua deionizada gsp ........cceeeeevereeeeereinerenn,

2,8665g (0,1M)

100mL

0,010g

2,8665g (0,1M)

100mL

0,004g

2,8665g (0,1M)

100mL

0,005g

5mL

100mL
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Tampéo Na,HPO, 0,01M pH 7,5
Na.zHPO4 ............................................................... 0,358g

Agua deionizada gsp .......cocveveevvirieieeeenen, 100mL
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