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RESUMO

“PEPTIDOS PARA A DISCRIMINAGAO DE PRIQES”

A presente invencado diz respeito a péptidos para a
deteccdo de doencas dos prides em seres humanos e em
animais. A invencdo diz ainda respeito a composicdes e

estojos para determinar a doenca dos prides.



DESCRICAO

“PEPTIDOS PARA A DISCRIMINAGAO DE PRIQES”

I. Antecedentes

As doencas dos prides ou encefalopatia espongiforme
transmissivel (TSE) despertaram o interesse da comunidade
cientifica devido a terem desafiado o©0s pensamentos
convencionais a propdésito da natureza dos agentes
infecciosos e também devido a ameaca da saude publica,
potencialmente grave que constituem para seguranga dos
alimentos e do sangue. Além do mais, a possibilidade de
transmissao da doenga entre animais e seres humanos tem
sido sublinhada recentemente pela ocorréncia de epidemias
de uma nova forma de variante da doencga, vCJID. A presente
invencdo diz respeito a utilizacdo de péptidos sintéticos
para o diagndstico de doencas encefalopatias espongiformes

transmissivels (TSE) em animals € em seres humanos.

Prides - um agente patogénico que provoca as TSE

As encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSE)
compreendem um grupo de doencas neurodegenerativas fatais
de rdapida progressdao que afectam tanto os seres humanos
como o8 animais. As TSE apresentam caracteristicas clinicas
e neuropatoldgicas que compreendem deméncia devastante,
sinais piramidais e extrapiramidais com mioclonos,
alteracdes espongiformes multifocais, astrogliose, placas
amildides, perdas neuronais, auséncia de reaccgao
inflamatéria e sao normalmente caracterizadas por um longo

periodo de incubacéo.



Foi ja sugerido uma vez que as doencas TSE poderiam
ser provocadas por “virus lentos” ou por virdides (Gajdusek
1977). No entanto, a resisténcia extrema da infecciosidade
dos tremores epizodticos a radiacgado, nucleases e outros
reagentes que provocam danos nos materiais genéticos sao
inconsistentes com a teoria de “virus”. Todas estas

caracteristicas “nadao usuais” dos agentes infecciosos TSE

fizeram com que o Dr. Stanley Prusiner propusesse o
conceito de “prides” em 1982 (Prusiner 1982). O priao
(PrP), o qual designa uma particula infecciosa proteinécea

isenta de 4&cido nucleico, ¢é uma glicoproteina que esta
presente em seres humanos e em animais. A forma celular
desta proteina (PrP“) possui dois locais de glicosilacdo N-
ligados e um local de ancoragem GPI no terminal C. Tem sido
habitualmente encontrado em neurdénios e, num nivel bastante
mais reduzido, também foi ja encontrado em outras células,
tais como leucdcitos, mondcitos e plagquetas (Holada 2000).
A forma de doenga de tremor epizodtico transmissivel da
proteina do prido (PrP°°) ¢é uma isoforma resistente a
proteases do seu precursor celular e é predominantemente
encontrada no cérebro. Num grau bastante mais reduzido,
também foi encontrada nas amigdalas, no baco e nos ndédulos
linfdticos em pacientes com vCJD (Parizek 2001). Como
resultado do conceito de Prusiner de “pridao” como o agente
infeccioso responsavel pela doenca dos tremores
epizodticos, e, por extensao, de todas as doencas TSE, tal
deu origem a nocdao do que sdo as agora habitualmente
referidas doencas do prido, as quais dizem respeito a uma
classe de patologias que se cré estarem associadas a esta

proteina.



A doenca de prides humana € conhecida como doenca de
Creutzfeldt-Jakob (CJD) e afecta normalmente as pessoas
mais idosas. Dependendo do fendtipo da doenca, a doenca de
Creutzfeldt-Jakob esporadica (sCJD) €& responsavel pela
maior parte da CJD, ao passo que cerca de 10% diz respeito
a CJD familiar (fCJD). Apenas recentemente, surgiu uma nova
variante de CJD (vCJD) que ocorre apenas em adolescentes.
Desde 1995, foram Jja registados mais de 100 casos. As
doencas de prides afectam muitas espécies de animais
domésticos e selvagens, cujas manifestagdes apresentam
nomes caracteristicos, por exemplo, tremor epizodtico em
ovelhas e cabras (McGowan 1922), doenca debilitante crénica
(CWD, Williams 1980) em cervos e encefalopatia espongiforme
bovina (BSE ou doenca das “vacas loucas”, Wells 1987) em

gado.

Caracteristicas de PrP® e PrpP*°

De acordo com a hipdétese de “apenas proteina” de
Prusiner, o patogénio transmissivel que provoca as doencgas
de prides é uma proteina. O componente principal do priéo
parece ser PrP dobrado anormalmente, designado como

Sc

PrP (especifico de doencga, isoforma de “tremor

epizodtico”). Cré-se que o PrP°° seja gerado a partir da
sua contraparte normal, PrPC, por meio de uma alteracao na
conformacdo (Cohen, 1998). Embora exista ainda ambiguidade
no que diz —respeito ao mecanismo da conversao, é

¢ normal,

normalmente aceite que na presenga de PrP°°, PrP
actuando como substrato, sofra uma alteracao da estrutura
conformacional, que se transforme em PrP°° por meio de um
processo autocatalitico e provoque a agregacao de PrP*° e a

formacdo de hastes amiloides, causando assim a morte



celular (Hope 1986, Horwich 1997). A alteracao estrutural
de PrP“ para PrP° é principalmente suportada por uma
alteracdo conformacional crucial, a qual implica um aumento
substancial na quantidade de estrutura de folha beta da
proteina, possivelmente com uma pegquena diminuic¢cao na
gquantidade de hélice alfa, indicada por dicroismo circular
e espectroscopia de infravermelhos (Pan 1993, Caughey
1991). Cré-se que a eficdcia da conversdo de PrP° em

Prp®°©

depende do grau de homologia de sequéncia entre os
dois conférmeros PrP. Devido a este mecanismo unico, as
doencas de prides podem ser facilmente transmitidas entre
as mesmas espécies e no caso de a homologia de sequéncia de
PrP ser suficiente, de espécie para espécie (Raymond,
2000). Assim sendo, caso esteja correcto, © mecanismo
proposto de transmissdao de doencas de prides proporciona o
potencial para desencadear epidemias por transmissao destes
disturbios cerebrais entre animais e seres humanos.

A resisténcia a protease constitui uma outra
caracteristica que distingue PrP°° de PrP°. Em células de
cultura e no cérebro ou em amostras de diversos pacientes
com GSS, PrP° & mais pequeno do que O sSeu precursor
celular PrP“. Embora o prido celular e o prido do tremor
epizodtico sejam duas isoformas do mesmo produto gendmico
PRNP, o Prp° é completamente degradado por tratamento com
proteinase K ao passo que o PrP°° apenas sofre uma digestio
limitada. A digestdao proporciona uma forma de proteina
designada por PrP 27-30, na qual o terminal N foi removido.
O PrP 27-30 foi postulado como sendo o nucleo de Prp°°
necessario para a replicacédo de Prp°° hospedada por PrP°. A
molécula de prido tratada com protease, PrP 27-30 ou PrpP*¢%,

estd firmemente ligada a infectividade dos tremores



epizodticos (Gabizon 1988), e constitui uma prova
suplementar de o PrP°® ser uma proteina infecciosa.

Um atributo suplementar, possivelmente ligado ao
aumento significativo na estrutura de folha beta e da
consequente resisténcia a protease, é a diferenca observada
em termos de solubilidade entre PrP®® e PrP“. Ao passo que o
PrP° é uma proteina soluvel, a isoforma PrP°° é extremamente
insoltivel. Além do mais, o PrP° estd ligado & superficie
dos neurdénios por meio de uma cauda GPI ancorada a membrana
(Shyng 1994) ao passo que o PrP*™™ & encontrado no
citoplasma de células afectadas (Taraboulos 1990), com uma
maior probabilidade de estar associado com oS
compartimentos endossdémico anterior e lisossdmico (Arnold
1995) e o PrP°° também estd localizado nos agregados
amorfos nas fracgdes enriquecidas provenientes de cérebros
infectados (Meyer 1986).

Existem evidéncias crescentes gque sugerem uma relacgao
estreita entre a infectividade dos tremores epizodticos e
PrP 27-30. Mesmo para as amostras mails puras, a proporgao
estimada entre moléculas de PrP e unidades infecciosas ¢é de
~10* a 10° (Horwich 1997, Bolton 2001). Para niveis téao
reduzidos de infectividade, é possivel que outros
componentes, co-factores ou modificacdes covalentes sejam
necessarias para a infectividade. Os estudos transgénicos
sobre a susceptibilidade de murganhos expressarem
PrP° quimérico humano-murganho sugerem a presenca pelo
menos de um factor hospedeiro diferente de PrP®, designado
por factor X, o0 qual pode actuar como acompanhante

molecular na formacdo de PrP°° (Telling 1995).



Infectividade e transmissibilidade das doengas de prides

As doencas de prides sao transmissiveis. A
transmissibilidade de doencas de prides de animais foi ja
determinada experimentalmente por meio da inoculacgdo de
homogenados de cérebro provenientes de animais infectados
em animais saudaveis, tais como de tremores epizodticos de
ovelhas para ovelhas (Cuillé 1936) e entre espécies para
cabras (Pattison 1957), kuru e CJD de seres humanos para
chimpanzés (Gajdusek 19066, Gibbs 1968) . A concluséao
significativa foi a transmissdo com sucesso de tremores
epizodticos para murganhos (Chandler 1961) que facilitou
bastante a pesquisa de TSE devido ao facto de proporcionar
um modelo experimental. A causa de BSE recente em gado e a
nova variante de CJD em seres humanos (vCJD) foi
considerada uma consequéncia da exposicao alimentar a
mistura de tremores epizodticos de carcagas de ovelha
utilizadas para ragoes para animais no caso de BSE (Brown
1997) e de carne proveniente de gado afectado com BSE no
caso de vCJD (Bruce 1997). A ligacadao entre vCJD e BSE ¢é
ainda suportada pelas provas neuropatoldgicas provenientes
de macacos adaptados a BSE, que constituem o modelo mais
préximo para os seres humanos, e a partir do estudo de
murganhos consanguineos inoculados com o0 agente que causa a
BSE e vCJD (Lasmézas 1996). Constitui uma preocupacao
particular relativamente a uma epidemia crescente de CWD em
veados e em alces na América do Norte o facto de CWD, tal
como a BSE, poder ser transmitida para os seres humanos que
possam ser expostos a doenca através da caca ou do
manuseamento e alimentacéao de carne infectada. A
transmissdo trdgica e ndo pretendida da doenca de prides em

seres humanos foi j& documentada, tal como a epidemia de



kuru provocada pela ingestdo canibalistica de tecido do
cérebro proveniente de mortos, e da transmissdao iatrogénica
de CJD através da utilizacdo de hormonas, transplantes de
tecidos e instrumentos clinicos infectados.

Nao existem provas fortes gque indiquem que qualguer
uma das doencgas CJD estd associada a TSE em animais que
possa ter atravessados a barreira entre espécies. A
epidemia de kuru proporcionou a principal evidéncia de
doenca de prides humana adquirida. Embora nao tenha sido
documentado nenhum paciente de vCJD como vitima de
transmissao ser humano-ser humano, a ligacao estreita entre
a BSE e a vCJD atraiu uma atencdo consideravel. As
preocupacdes relativamente a uma infecg¢do humana tém por
base o facto de PrP°° ser facilmente detectdvel em tecidos
linfo-recticulares de BSE vCJD mas ndo em CJD classica
(H1i1l1l 1997), e também o pressuposto de que o patogénio de
tremores epizodticos resultante da passagem das ovelhas
para o gado poder ter alterado a amplitude de hospedeiros,
tornando-se mais adaptavel aos seres humanos. Os
precedentes experimentais para um tal comportamento sao bem
conhecidos: a passagem de estirpes adaptadas a murganhos de
tremores epizodticos para hamsters alterou a sua
transmissibilidade numa nova passagem para murganhos
(Kimberlin 1987, Kimberlin 1989); as estirpes humanas de
kuru ou de CJD néao se transmitiram para furdes ou para
cabras até passar por primatas ou gatos (Gibbs 1979); e uma
estirpe bovina de BSE nao se transmitiu para hamsters até
passar por murganhos (Foster 1994). Em alternativa, no caso
de a BSE ter tido origem numa mutacdo espontédnea em gado,
entdo os estudos experimentais de espécies susceptiveis a

esta nova estirpe de encefalopatia espongiforme



transmissivel (TSE) nao avancaram o suficiente para prever
que 08 seres humanos nao seriam susceptiveis.

Os estudos sobre a doenca CJD e vCJIJD em seres humanos
indicam que a susceptibilidade genética pode constituir
ainda um outro factor que pode influenciar a propagacgao de
TSE em seres humanos. Concluiu-se gque a maioria dos
pacientes de CJD espordadica era homozigdtico para Met/Met
ou para vaginal no codao 129 (Belay 1999). No entanto,
concluiu-se que todos os casos de vVvCJID reportados eram
homozigdéticos para Met/Met.

A amplitude e a duracao de uma epidemia de vCJD
permanece ainda incerta. Dependendo dos pressupostos feitos
e dos cdlculos de modelamentos utilizados, s&o propostas
diferentes previsdes. Uma estimativa de vCJD total prevé um
maximo de 205 casos (Valleron 2001). Por outro lado, uma
outra previsdo para a mortalidade de vCJD para os préximos
80 anos compreende entre 50 e 50000, caso a infeccgao seja
apenas proveniente de BSE. Poderd atingir 150000, caso seja
provado que a BSE infecta as ovelhas e <caso seja
subsequentemente introduzida na cadeia alimentar dos seres
humanos (Ferguson 2002). Embora seja impossivel efectuar
previsdes rigorosas no caso de o0s parédmetros necessarios
estarem errados ou nao estarem disponiveis, uma coisa é
certa qgue no caso de a infectividade de vCJD esteja
presente no sangue, entdo qualgquer previsao 1ira ser
subestimada. Além do mais, concluiu-se que a vCJD constitui
uma nova entidade de doengca e nao constitui apenas o
resultado de uma maior vigilédncia de CJD nos seres humanos
(Hillier 2002).

Foram ja& tomadas medidas pelo governo para eliminar o

aumento da incidéncia de BSE. As ragdes de proteinas para



ruminantes foram banidas nos EU e no RU (1988). Também
foram tomados conjuntos de medidas para evitar que carne
potencialmente infectada seja introduzida na cadeia
alimentar dos seres humanos. Para reduzir ainda mais o
risco para os seres humanos, o FDA e o CBER emitiram uma
nova politica em Agosto de 2001, que defere indefinidamente
qualgquer dador gque tenha permanecido durante um periodo
acumulado 2 6 meses durante 1980-1996 no Reino Unido (FDA

2001) .

Ensaio de diagndstico para a doenga de prides

O desenvolvimento de ensaios sensiveis e confidveis
para a deteccdo de prides é absolutamente essencial para a
vigildncia da doenca e, quando combinado com farmacos
futuros, para a prevengao e erradicagao da doenca. Até ao
momento presente, existem essencialmente trés formatos de
ensaios para o diagndéstico das doencgas de prides. (1)
Bioensaios de infectividade animal constituem de longe o
método mais sensivel para a medicado de prides infecciosos
em tremores epizodticos experimentais em roedores, sendo
normalmente efectuados por injecgado intracerebral de
homogenados cerebrais de animais doentes em animais
recipientes. No entanto, a medicdo quantitativa da
infectividade da doenca de prides em espécies diferentes de
animais é limitada devido a existéncia de *“barreira entre
espécies” e ‘*“estirpes” de prides distintas qgue séao
diferentes em termos de patologia, periodo de incubacao e
caracteristicas moleculares de PrP°°. Assim sendo, este
diagnéstico pds-morte dispendioso e consumidor de tempo é
principalmente utilizado como ferramenta de pesquisa para a

distingao entre estirpes diferentes de prides em roedores e
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serve como vreferéncia para a calibracdo de material
cerebral infeccioso. (2) Imunoensaios PrP correntes sao
baseados na deteccao de PrP°° resistente a protease, que é
a unica marca de referéncia conhecida para todas as doencgas
de prides. Durante varios anos, a deteccdo de PrP°° por
métodos imunogquimicos (imuno-histoquimica e Western
blotting) proporcionou o diagndstico mais correcto para as
doencas de prides em animais e em seres humanos (Schaller
1999, Biffiger 2002). Sao Dbastante wutilizados para o
diagndstico pds—-morte. Foram desenvolvidos diversos
anticorpos monoclonais e policlonais contra diversas
regides de PrP para este propdsito, tais como os amplamente
utilizados 3F4, 6H4, descritos nos documentos US4806627 e
EP0861900. No entanto, apenas alguns foram reivindicados
como sendo capazes de efectuar a discriminacao entre
PrP° (muitas vezes presente em quantidades superiores) e
PrP°°. Os anticorpos monoclonais descritos por Korth em
1997 e por Paramithiotis em 2003 eram ambos IgM, nédo tendo
sido desenvolvido qualquer ensaio de diagnéstico para estes
anticorpos. Assim sendo, praticamente todos os métodos
imunoquimicos correntes requerem um passo para reduzir ou
eliminar um Prp°°, normalmente por protedlise nao
especifica, tal como digestadao por proteinase K (PK), antes
da deteccdo de PrP°°. Tal pré-tratamento cliva os primeiros
60 a 70 residuos de PrP°® para proporcionar um nucleo PrP
27 kDa-30 kDa resistente a PK, designado por PrP*™. Os
anticorpos anti-PrP que reconhecem a regidao do terminal C
restante da proteina podem ser utilizados para detectar o
PrP°® truncado no terminal N, ou PrP™®®, que estd presente
apenas nas amostras patoldgicas. Para os ensaios de com

manchas imuno-histoquimicas, as secgdes de tecido também
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sdo pré-tratadas, normalmente por hidrdélise 4acida para
reduzir o nivel de fundo associado a PrP°. Assim sendo, o
PrP™®® é um substituto para o ©precursor PrP°° nestes
imunoensaios. Entre os varios formatos de imunoensaios, o
ensaio por Western blotting possui a vantagem de revelar
padrdes moleculares pormenorizados de PrP com base na
migracdo de bandas de PrP di-, mono- e nao-glicosiladas.
Este método também tem vindo a ser bastante utilizado para

res

distinguir subtipos de PrP cerebrais em doencas de prides
de seres humanos e de animais. Para além de Western Dblot,
os outros formatos de ensaio foram agora desenvolvidos para
um processamento mais elevado de amostras, um sensibilidade
aumentada e uma melhor quantificacao, incluindo o ensaio
ELISA tradicional, o imunoensaio de fluorescéncia de
dissociagdo de aumentada de lantanida (DELFIA, Barnard 2000
e um método descrito no documento US20020137114A1) e
imunoensaio dependente da conformagdao (CDI) combinado com
ELISA e detecgao de fluorescéncia (Safar 1998, documentos
Us 2001000106121, UsS20020001817A1) . No entanto,
independentemente do formato, o PrP&lpode ser diferenciado
de Pr°° apenas apdés a necessdria digestdo com PK, a qual
pode ser dificil de optimizar para amostras bioldgicas
desiguais. (3) Outros métodos foram também ja descritos
para o tratamento de amostras, incluindo imuno-histogquimica
de tecido 1linfoide da péalpebra para o diagndéstico pré-
clinico de tremores epizodticos ovinos (O'Rourke 2000,
US6165784, UsS6261790), tratamento quimico com fosfo-
tungstato de sédio para enriquecer PrP°° de cérebro e de
outros homogenados de tecidos periféricos (Wadsworth 2001)
e deteccdao de uma nova isoforma da proteina de prido na

urina de animais e de seres humanos 1infectados (Shaked
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2001b, WO 0233420A2). Também foram ja documentados outros
sistemas de deteccédo, incluindo electroforese capilar e
espectroscopia de infravermelhos com transformada de
Fourier. Estes métodos encontram-se ainda nas suas etapas
iniciais de desenvolvimento e sdo tecnicamente complexos.
Para além da identificacado tradicional do prido patogénico
por meio da eliminagdo do prido celular e subsequente
reconhecimento com anticorpos anti-priéo nao
discriminatérios, concluiu-se que had outros reagentes que
sdo capazes de diferenciar PrP°° de PrP“, tais como
plasminogénio e fibrinogénio. As provas fornecidas sugerem
a existéncia de uma propriedade comum a PrP°° de espécies
diferentes, em vez de uma sequéncia primdria de prido ou da
estrutura terciédria especifica de moléculas de
PrP°° individuais, que poderd ser responsdvel pela ligacédo
ao plasminogénio (Fischer 2000, Maissen 2001). A aplicacgéao
para a utilizacado de plasminogénio e de outras proteinas do
soro/plasma para a captura e para a deteccgdo da proteina do
prido patogénica foi ja& descrita no documento WO 020071 e
no documento US 20010053533A1 (Aguzzi 2001).

Todos os ensaios de diagnéstico de prido produzidos,
até ao momento presente, utilizam tecido cerebral como
fonte de amostras. A comissdo europeia em 1999 avaliou 4
estojos de teste de BSE de diferentes fabricantes (Moynagh
1999). Todos eles requeriam um procedimento de preparacgao
da amostra diferente. Em funcédo das instrucgdes do estojo, o
homogenado de tecido cerebral deveria ser submetido a
processamento, incluindo desnaturacao, digestdo com PK ou
enriquecimento de PrP°°. 0Os sistemas de deteccdo utilizados

nos formatos DELFA, immunoblot ou ELISA de placas utilizam
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um substrato quimioluminescente ou um substrato

calorimétrico.

Desafios do diagndéstico pré-morte da doenga de prides

Um problema comum aos ensaios pré-morte com base em
PrP°° & o facto de o PrP°° se encontrar presente nos tecidos
periféricos ou nos fluidos corporais. Devido a dificuldades
técnicas, encontram-se disponiveis poucos dados
experimentais sobre a presenca de PrP° ou da sua
infectividade associada em fluidos corporais, permanecendo
este assunto controverso. No modelo de hamster de tremores
epizodéticos, € possivel detectar um nivel reduzido de
infectividade no sangue. Embora a infectividade em
revestimentos tamponados enriquecidos com linfdécitos
provenientes de sangue de hamster doente seja superior a do
plasma, esta apenas diz respeito a uma porgao relativamente
pequena em comparacao com indéculos do sangue total. A
definicdo molecular deste agente infeccioso presente no
sangue ainda nao é clara. A procura de factores de risco e
de outras fontes possiveis de infeccdo em pacientes com CJD
esporddica ndo revelou uma correlacdao significativa da
doenca com a dieta, com transfusdes de sangue ou com a
aceitacadao de outro produto sanguineo. Embora os estudos
iniciais tenham indicado uma presenca possivel de
infectividade em sangue proveniente de pacientes com CJD
apds 1noculacdo intracerebral em murganhos (Manuelidis
1985, Tateishi 1985), a quantidade superior de
infectividade ou de PrP°® é invariavelmente encontrada no
sistema nervoso central (SNC), nao sendo consistentemente
encontrada em tecidos periféricos em doencas de prides

humanas classicas, com a excepcdao do caso de vCJD. A
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presenca de PrP°® facilmente detectdvel em tecidos linfo-
recticulares periféricos, tais como as amigdalas, o baco e
os ndédulos linfaticos de pacientes com vCJD provocou uma
preocupacao séria sobre o facto de quantidades abundantes
de PrP°° presentes nos tecidos linfo-recticulares poderem
interagir com o sistema circulatério e, por tal motivo,
quantidades vestigiais de PrP°° poderem estar presentes no
sangue de pacientes com vCJD para uma possivel transmissao
sanguinea. Também foi demonstrada outra infectividade de
TSE no sangue em diversas experiéncias animais. A maior
parte do sangue para os estudos de infectividade foi obtida
a partir de roedores adaptados a RSE, tais como murganhos e
hamsters. A BSE adaptada a murganho e a vCJD adaptada a
murganho foi estabelecida por meio de transmisséao
intracerebral ou intravenosa. O uUnico modelo de excepgao
foi um estudo realizado em ovelhas. Nesta experiéncia, uma
ovelha, a qual tinha sido submetida a transfusdao com sangue
total recolhido a partir de outra ovelha com lisado
cerebral de BSE, desenvolveu sintomas de BSE (Houston 2000,
Hunter 2002). No entanto, estes resultados experimentais
necessitam ainda de ser totalmente avaliados. E antecipado
gque a descoberta de um tal agente infeccioso no sangue ira
permitir uma melhor compreensdo da relacdo entre PrP°° e a
doenca TSE.

E importante salientar que o tratamento rigoroso da
amostra para eliminar o nivel de fundo de PrP° pode ndo ser
adequado para outras amostras de tecido periférico ou
fluidos corporais, devido a um teor de proteina diferente,
a dificuldade de aplicacado deste ensaio a numeros elevados
de amostras, a eliminacdo 1inevitdvel de intermedidrios do

dobramento de PrP°° sensivel a protease ou mesmo a fraccao
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de PrP° auténtico, reduzindo assim a sensibilidade da
deteccdo. Tal pode ser particularmente relevante em ensaios
nos quais sdo utilizados tecidos periféricos e fluidos
corporais, uma vez que podem apenas estar presentes niveis
reduzidos de Prp°°© (Horiuchi 1999, Jackson 1999,
Swietnicki 2000) . Estas preocupacdes requerem o
desenvolvimento de reagentes imunoldgicos com uma elevada
afinidade para PrP°°, o que permite a deteccdo especifica

sem ser necessdario o tratamento proteolitico.

Descoberta de um novo reagente de captura para a detecgédo
de Prp*°

Quer se aceite ou nao a hipdtese *apenas proteina” ou
“apenas priado”, mantém-se a decorrer esforgos continuos
para a pesquisa de agentes ou moléculas diferentes do priao
que possam contribuir para a patogénese da doenca de
prides. Esta pesquisa é dirigida a satisfacdo de muitas
questdes sem resposta. Por exemplo, a proteina de priao
sintetizada, isenta de qualquer contaminag¢do, nao provoca a
doenca; 0o mecanismo que desencadeia a conversao de
PrP° normal na isoforma de PrP°° patogénica ndo é
conhecido. Uma outra questdo por resolver diz respeito aos
diversos fendétipos da doenca de prides observados em
animais e em seres humanos, definido pelo periodo de
incubacdao da doencga, pelo nivel de glicosilagdao e pelos
padrdes de lesao. Apds um conjunto de passagem em murganhos
consanguineos homozigdticos para um gendtipo PRNP
individual, todas as estirpes de tremores epizodticos
mantinham o seu perfil original de doenca. Estas
observacdes levaram os investigadores a questionar se as

diversas estirpes fenotipicas seriam dominadas por
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diferentes isoformas conformacionais do mesmo precursor
celular de pridao ou se existia um outro factor dque
determinasse o fendétipo da estirpe transmissivel. De facto,

¢ formado em

os modelos de conversao in vitro de PrP
reacgdes isentas de células nunca demonstraram constituir
uma nova infectividade de TSE em animais (Caughey 2003).
Estas gquestdes levaram muitos a crer que existe um elemento
em falta, designado “proteina X” conforme sugerido por
Prusiner, ainda nao descoberto.

Foi proposta a presenca de uma molécula de ARN ou de
ADN fortemente ligada na particula do priao para explicar a
propagacgao de estirpes diferentes do agente dos tremores
epizodticos com fendétipos distintos em animais
homozigdéticos para o gene PRNP (Weissmann 1991). A andlise
de prides de tremores epizodticos extremamente purificados
por eletroforese em gel com retorno focado revelou O
tamanho reduzido dos 4&cidos nucleicos restantes (Kellings
1992). No entanto, num artigo recente, Narang indicou que
0os animais inoculados com ADNss purificado a partir de
cérebros de hamster com tremores epizodticos desenvolveram
a doenca clinica (Narang 2002). Com base nestas conclusodes,
ele postulou que a “proteina acessdria” codificada pelo
ADNss pode estar implicada na conversido de PrP° em Prp°°.
Com base nesses estudos de conformagcao e conversao 1in
vitro, foi colocada a hipdtese que o ADN pudesse actuar
como guardido da conformacgao de PrP&ﬂ bem como catalisador
para facilitar a conversdo e agregacdo de PrP°° (Cordeiro
2001) . Mais recentemente, foi descrito que a transformacao

res

estequiométrica de PrP° em PrP in vitro requer moléculas
de ARN especificas (Deleault 2003). O anticorpo monoclonal

anti-acido nucleico desenvolvido por Ortho-Clinical
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Diagnostics qgque pode capturar de um modo discriminativo
PrP° mas ndo PrP° (US 60/434 627, US 60/446 217) constitui
um outra evidéncia para demonstrar a associacdo de PrP°° a
dcidos nucleicos.

Sabe-se que PrP°° isolado a partir de cérebro portador
da doenca também ¢é associado a diversos glicanos. Tais
compreendem unidades glicose 1,4-ligadas em hastes de
prides, esfingolipidos, polissacdridos e outros componentes
da membrana em agregados de PrP°° (Appel 1999, Klein 1998)
e proteoglicano sulfatado em placas amiloides de priao
(Snow 1990), uma propriedade que ¢é explorada na imuno-
histoquimica, na qual a ligacdo com anticorpos de sulfato
de heparano (anti-HS) e anticorpos de proteglicano-sulfato
de heparano (anti-HSPG) tem demonstrado estar
correlacionada com PrP anormal num intervalo de tempo téao
rapido quanto 70 dias apds a infeccdo e ao longo do decurso
da doenca (McBride 1998). Por meio de um mecanismo
porventura diferente daquele em gque os 4&acidos nucleicos
participam na conversio de PrP° em PrP°°, os glicanos também
podem converter a proteina de prido celular na conformacao
de folha beta. A conversdo in vitro de PrP° em PrP°° e em
experiéncias de reconstituicdo de infectividade de priao,
os sulfato-glicanos demonstraram facilitar a conversao ou
fazer escalar a infectividade (Wong 2001, Shaked 2001 a,
Diaz-Nido 2002). Com GST::prido de comprimento completo
recombinante e GST::fragmento de prido, Warner demonstrou
recentemente a ligacdao directa de prido recombinante a
heparina e sulfato de heparano (Warner 2002). A regido do
péptido 23-52 na sequéncia do pridao foi positiva para todos
os testes de ligacdao a HS e HSPG. Uma vez que o péptido nao

conseguiu competir o pridao de comprimento completo para a
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ligagdo a heparina, a autor sugeriu gque poderia existir um
outro local principal de ligacdo a GAG no PrP° intacto. Uma
outra observacgdo interessante é o facto de o plasminogénio
ter sido descrito como <capaz de se ligar a Prp*°
proveniente de cérebro, mas nao a PrP°. Embora ndo tenha
sido demonstrado que o plasminogénio possui uma interaccéo
directa com PrP°°, ¢é sugerido um local de ligacdo na regido
Kringle do plasminogénio, a qual é uma regido conhecida que
apresenta afinidade para heparina. Uma outra observacgao
importante é o facto de GAG de espécies diferentes (bovina
e suina) ou de o6rgaos diferentes (pulmdo, rim e intestino)
apresentarem afinidades diferentes para a ligacgao ao priao.
A diferenca em termos de afinidade pode ser devida a
prépria sequéncia do prido ou pode depender da presenca de
uma unidade particular de acgucar nos GAG testados.

A luz destas observacdes, foram propostos diversos
péptidos que foram concebidos para capturar de um modo
selectivo PrP*° mas ndo PrP° através de afinidade peptidica
para uma configuracdo de PrP° tinica ou para moléculas
associadas a PrP°°. Foram pesquisados quanto & sua aptidao
para identificar e ©para capturar PrP° a partir de
homogenados de cérebros portadores da doenca, por
imunoprecipitacao na auséncia de pré-tratamento com

protease.

(1) Heparina/sulfato de heparina, péptidos de dominios de
ligacgéo

Os glicanos (GAG), tais como heparina e sulfato de
heparina, foram associados a agregados amiloides PrP°c.
Devido ao facto de a afinidade de associacdao ser muito

superior em GAG::PrP°° do que em GAG::PrP® é possivel
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utilizar péptidos caraterizados como dominio de ligacao de
glicanos para capturar de um modo selectivo PrP°° mas néao

Prp°-.

Por este motivo, foram sintetizados péptidos
descritos como dominio de ligacdo a heparina ou a sulfato
de heparina: (1) WQPPRARI de fibronectina no terminal
carboxi (Woods 1993, Hines 1994) (2) NWCKRGRKNCKTH do
precursor proteico amiloide (Small 1994), (3) NYKKPKLG de
factor de crescimento de fibroblastos do terminal N (FGF)
(Lou 1996) e (4) KDFLSIELVRGRVK de dominio G do terminal C

ca cadeia alfa 1 de laminina (Yoshida 1999).

(2) Péptidos Kringle “condensados”

A regido Kringle foil implicada na ligacao selectiva de
plasminogénio a PrP°°. Sabe-se também que a regido Kringle
possui actividade de ligacdo a heparina/sulfato de heparina
(Mizuno 1994) para a qual estdo implicados aminodcidos
carregados positivamente (tais como Arg e Lys) (Soeda
1989). Num outra publicacao, concluiu-se que dois
tripéptidos conservados 2YYR”, ou entdo sdo sugeridos trés
“YYX"” descontinuados na sequéncia de prido, interactuam com

°© mas ndo interactuam com PrP“ (Paramithiotis 2003, WO

PrP
0078344A1) . De um modo 1interessante, encontrou—-se na
sequéncia de plasminogénio humano, que existem quatro
sequéncias Tyr-Arg-Gly em quatro de cinco regides Kringle
(regiao Kringle 1, 3, 4 e 5); existem seis sequéncias Tyr-
Arg ou Arg-Tyr ou Arg-Lys no plasminogénio. Além do mais,
diversos residuos distantes foram aproximados por pontes
dissulfureto formadas em lacos Kringle (figura 1). Com base
nestas observacdes, foi postulado que os aminodcidos Tyr,
Arg e Lys na regiao Kringle do plasminogénio e na sequéncia

de prido, possivelmente por meio de uma interacgao com o
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glicano associada ao complexo Prp®° , poderia ser

considerada para a ligacdo selectiva a PrP°. Por este
motivo, foram sintetizados dois péptidos “Kringle

condensados” YRGYRGYRGYRG e YRGRYGYKGKYGYRG.

(3) Péptidos de ligagdo a acido nucleico

Os 4acidos nucleicos constituem uma outra categoria de
moléculas que é associada a agregados de PrP°°. Os
anticorpos anti-ADN foram j& utilizados eficazmente para
capturar PrP°°. As histonas constituem um grupo de
proteinas sobre as gquais se sabe que se ligam a ADN
nuclear. Assim sendo, foram sintetizados trés péptidos (1)
AQKKDGKKRKRSRKESYSIYV de H2B(21-41), (2) ARTKQTARKSTGGKAPR-
KQLA de H3(1-21) e (3) SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR de H4(2-24)

para avaliar a sua aptiddo para capturar PrP°°.

IT. Descrigdo abreviada da invencgéo

Constitui o objectivo da presente invencgdo proporcionar
um meio nao intrusivo para isolar, concentrar e monitorizar
a proteina do prido patogénica associada a doenga TSE. A
meméria descritiva descreve oito péptidos @ (péptido-1,
péptido-2, péptido-3, péptido-5, péptido-6, péptido-7,
péptido-8 e péptido-9) e a sua aptidao para capturar

Prp°°

a partir de homogenado de cérebro de animais e de
seres humanos anteriormente infectados com a doencga. Estes
oito péptidos nao capturam a proteina de priado celular de
individuos que nao padecam da doenca de prides. As provas
fornecidas para suportar a presente invencdao demonstram que
o PrP°° estd associado com uma afinidade elevada a muitas

outras moléculas, tais como 4&acido nucleico e glicanos,

conforme investigado. As provas também demonstram que a
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associacdo ¢é forte, resistente a tratamento por digestao
com PK e que o PrP° pode ser facilmente isolado por
péptidos por meio do reconhecimento de tais parceiros de
ligacao associados.

A presente invencdo diz respeito a utilizacgao do
péptido constituido pela sequéncia NWCKRGRKNCKTH (SEQ 1ID
NO: 6) para capturar Prp°® através de glicanos ou de dcidos
nucleicos associados com uma afinidade elevada a PrP°°, em
combinag¢do com qualquer anticorpo especifico da sequéncia
de prido para a deteccdo de PrP°, de acordo com as
reivindicacdes.

De acordo com outro aspecto, a presente memdria
descritiva diz respeito a péptidos, conforme descritos
antes, que se liguem preferencialmente a proteina do priéo
patogénica mas ndo a forma celular normal da proteina do
prido.

De acordo com outro aspecto, a presente memdria
descritiva diz respeito a péptidos, conforme descritos
antes, para a deteccao de PrP&:por meio do reconhecimento
de afinidade elevada de glicanos ou de &cidos nucleicos
associados em combinagcdao com anticorpos especificos da
sequéncia do priéo.

De acordo com outro aspecto, a presente memdria
descritiva diz respeito a péptidos, conforme descritos
antes, para o isolamento, purificacao, captura, eliminacao
e monitorizacao de PrP°° na producao bioldégica de
reagentes.

De acordo com outro aspecto, a presente invencao diz
respeito a estojos para a determinacao da presenca de

PrP°°, os quais compreendem o péptido da presente invencéao
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para o passo de captura ou de detecgdo no procedimento de
ensaio, de acordo com as reivindicacgdes.

De acordo com outro aspecto, a presente memdéria
descritiva diz respeito a estojos para a determinacdo da
presenca do anticorpo de PrP°° produzido em resposta a
glicanos ou 4dacidos nucleicos associados com elevada
afinidade como parceiros de ligacdao a proteina do priao
patogénica.

Ainda de acordo com outro aspecto, a presente memdria
descritiva diz respeito a anticorpos anti-PrP°° e & sua
producdo utilizando os referidos glicanos ou Aacidos
nucleicos, 0s quais podem interagir com e/ou estar
associados a PrP°°, e a sua utilizacdo para a deteccdo do
complexo  glicano::PrP°® ou 4cido nucleico::PrP°° e da
infecgcdao com doenca de prides.

De acordo com outro aspecto, a presente memdria
descritiva diz respeito a um procedimento nao agressivo de
tratamento da amostra, o gqual envolve a digestao com
glicanase ou nucleasse para beneficio da utilizacdo dos

péptidos descritos antes.

ITII. Descrigdo minuciosa

Preparagdo do homogenado de cérebro

Obteve-se lisado de cérebro de hamster normal e com
tremores epizodticos a partir de Baltimore Research and
Education Foundation sob a forma de um homogenado de tecido
cerebral total a 10% em PBS (p/v). Tratou-se ainda o lisado
por adicdo de 1/10 de volume de tampao homogenado de
detergente 10X, constituido por 5% de desoxilato de sdédio e

5% de Igpal CA-630 (equivalente a NP-40) em PBS, mantendo a
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incubar a 4°C durante 1 hora e subsequente centrifugacao a
1000g durante 10 minutos. Recolheu-se o sobrenadante
resultante e utilizou-se no ensaio.

Obteve-se tecido cerebral bovino normal e com BSE a
partir da Veterinary Laboratories Agency (VLA), UK. Obteve-
se tecido de vCJD humana e de deméncia de corpo de Lewy na
National CJD Surveillance Unit (NCJDSU), UK. Processou-se 0
tecido cerebral de um modo idéntico (ou semelhante) a da

preparacao de homogenado de cérebro de hamster.

Péptidos sintéticos

Foram sintetizados nove péptidos por ResGen
(presentemente uma divisao da Invitrogen Corporation) ou
entdo foram adguiridos ao Upstate Group, Inc. Cada péptido
foi marcado com biotina na lisina do terminal C gque suporta
um espagador amino-hexanoilo (K(Lc)) ou no terminal C
através de um espacgador amino-hexanoilo (AMCAP) . *

RApresentados apenas para fins ilustrativos.

ID do Sequéncia do péptido, Origem da
Péptido preparado por sequéncia
Péptido ResGen WQPPRARIG-K(Lc)—-Biotina Fibronectina
um* :
Péptido ResGen Biotina—-AMCAP-NWCKRGRKNCKTH Precursor
dois: proteico amildide
Péptido ResGen Biotina—-AMCAP-NYKKPKLG Factor de
trés*: crescimento de
fibroblastos
(FGF) -1
Péptido ResGen Biotina—-AMCAP-KDFLSIELVRGRVK Cadeia A de
quatro*: laminina
Péptido ResGen YRGYRGYRGYRG-K (Lc)-Biotina Kringle

cinco*: “condensado"-A
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ID do Sequéncia do péptido, Origem da
Péptido preparado por sequéncia
Péptido YRGRYGYKGKYGYRG-K (Lc) -Biotina Kringle

seis*: “condensado"-B
Péptido Upstate AQKKDGKKPKRSRKESYSIYV-GGK(Lc)- Histoma 2B humano
sete*: Biotina

Péptido Upstate ARTKQTARKSTGGKAPRKQLA.GGK(Lc)—- Histoma 3 humano
oito*: Biotina

Péptido Upstate  SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR- Histoma 4 humano
nove*: GSGSK (Lc)-Biotina

Péptido ResGen Biotina—-AMCAP-TIADRYYRETAR Proteina VP16,
dez*: HSV-2

* apresentado apenas para fins ilustrativos

Dissolveu-se o péptido biotinilado em PBS a 1 mg/mL e

armazenou-se a —-20°C, até a sua utilizacao.

Conjugagdo do péptido biotinilado com esferas magnéticas de
estreptavidina

Lavou-se duas vezes 0,5 mL de Dynabeads® M-280
estreptavidina (Dynal Biotech, NY, USA, n° cat. 112.06) com
PBS e isolou-se as esferas do tampdo com uma barra
magnética (Dynal Magnetic Particle Concentrator, MPC).
Adicionou-se 100 ug de péptido e 1 mL de PBS as esferas
lavadas. Manteve-se a incubar com rotacgao a 37°C durante 1
a 2 goras. Isolou-se as esferas a partir do tampdao com a
MPC, lavou-se duas vezes com 1 mL de PBS (0,1% de BSA) e
manteve-se sob rotacdo durante 5 minutos a temperatura
ambiente e sob lavagem. Bloqueou-se entdao as esferas de
péptido-conjugado durante 2 horas, a 37°C com biotina 1 mM
em Tris-HC1 0,2 M, pH 8,0, que continha 0,1% de BSA.
Subsequentemente, lavou-se as esferas duas vezes com 1 mL

de PBS (0,1% de BSA) e uma vez com 1 mL de PBS (0,1% de
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BSA, 1% de Tween 20), mantendo de cada vez a incubar
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Lavou-se entdo
as esferas uma vez com 1 mL de PBS (0,1% de BSA) e depois
armazenou-se em 1 ml de PBS (0,05% de azida de sdédio) a

4°C.

Digestdo com proteinase K

Condigdes para a digestdo com PK de lisado de cérebro:
colocou—-se em suspensao homogenado de cérebro em tampao PBS
na presenga ou na auséncia de detergente nao idnico. A
concentracao total de proteina no homogenado nao era
superior a 2,5 mg/mL. Adicionou-se PK (Roche Diagnostics,
IN, USA, n° de cat. 1373196) até uma concentracao final de
50 ug/mL. Manteve-se a incubar a 37°C durante 0,5 a 1 hora.
Interrompeu-se a digestadao por adicdao de Pefabloc SC (Roche
Diagnostics, IN, UsSAa, n°® de cat. 1585916) até uma

concentracao final de 4 mM.

Imunoprecipitacgéo (IP), electroforese ndo redutora e
detecgdo por imunoblot de PrpP*°

Utilizou-se as esferas magnéticas de péptido conjugado
para capturar PrP°° a partir do homogenado de cérebro por
imunoprecipitacédo. O procedimento de IP é constituido pelo
protocolo seguinte: mistura-se 50 ul de esferas de péptido
conjugado com homogenado de cérebro tratado com PK ou nao
tratado com PK numa quantidade total de 1 mL de tampdo de
IP (3% de Tween20 e 3% de Igpal CA-630 em PBS) e mantém-se
a incubar a 25°C durante 2,5 horas com rotacao — separa-se
as esferas wutilizando o dispositivo MPC e lava-se as
esferas 3 vezes, sob um vértex durante 30 segundos, com

tampao de lavagem IP (2% de Tween20 e 2% de Igpal CA-630 em
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PBS) - Efectua-se a eluicao de Prlecapturado por
aquecimento das esferas com tampao de amostra NuPAGE
durante 10 a 15 minutos. Carrega-se a amostra aluida a
partir da captura por IP em 4% a 12% de gel NuPAGE® Bis-
Tris (Invitrogen, CA, USA, n° cat. NP0302) e submete-se a
electroforese nao redutora a 200 V durante 45 minutos. O
procedimento de immunoblot € efectuado do modo seguinte:
transfere-se as ©proteinas separadas no gel para uma
membrana de PVDF de 0,2 um (Invitrogen, n° cat. LC2002) a
30 V durante 60 minutos - Dblogueia-se a membrana com
caseina Blocker™ em TBS (0,05% de Tween20) (Pierce Chemical
Corp., IL, USA, n° cat. 37532) a 25°C durante 1 hora com
agitacdao ou a 4°C de um dia para o outro - Utiliza-se com
anticorpo principal 3F4 (Signet, MA, USA, n° cat. 9620-02)
a uma diluicado de 1: 3000 ou 6H4 (Prionics AG, Switzerland,
n® cat. 01-011) a uma diluigadao de 1:5000 para se detectar o
anticorpo principal em 10% de caseina Blocker™ em tampao
TBST (Tri-Cl 25 mM, NaCl 0,2 M, 0,2% de Tween20, pH 8,0) a
25°C durante 1 hora com agitacao. - Lava-se 3x durante 5
minutos com tampdao TBST e com agitacdo. - Mantém-se a
incubar a membrana com peroxidase de rdbano de IgG anti-
murganho policlonal de cabra (H+L) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, PA, USA, n® cat. 115-035-003) a uma diluicéao
entre 1:10000 e 1:30000 em 50% de caseina Blocker™ em
tampao TBST buffer a 25°C durante 1 hora com agitacao. N
Lava-se 6x durante 5 minutos com tampdao TBST e com
agitacdo. — Adiciona-se substrato gquimioluminescente ECL
(Amersham Biosciences, NJ, USA, n°® cat. RPN2109) ou
substrato quimioluminescente SuperSignal West Dura (Pierce)
a membrana para se desenvolver durante 5 minutos. — Obtém-

se uma imagem por exposicao a pelicula Bio Max MR-2 (Kodak,
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NY, USA) ou ao sistema de documentacdo de gel ChemiDoc

(Bio-Rad, CA, USA).

Descrigdo das figuras

Figura 1l: sequéncia de plasminogénio humano e regides
Kringle. Existem 4 sequéncias YRG em 4 de 5 regides Kringle
(retdngulos a preto). Existem 6 sequéncias YK, RY, RK
(retdngulos a branco). Existem diversos Y, R ou K em torno
de diversas pontes dissulfureto dos lacos Kringle (circulos
a preto).

Figura 2: captura por IP e immunoblot de PrP°° de
hamster. Carrega-se directamente homogenado de cérebro de
hamster normal (4 ul) e de tremores epizodticos (3 ulL) em
gel ou entdao submete-se a imunoprecipitacdo utilizando
esferas magnéticas de estreptavidina com péptido
biotinilado. Detecta-se o PrP por immunoblot utilizando
3F4. O lisado de tremores epizodticos foi digerido com PK
por introdugdo directa. O homogenado para a captura por IP
ndo foil tratado com PK.

Figura 3: captura por IP e immunoblot de PrP°° de
BSE. Adicionou-se homogenado de cérebro de gado normal (10
ulL) ou de gado afectado com BSE (5 ul) a 1 mL de tampao de
IP e submeteu-se a imunoprecipitacao do péptido-esferas.
Tratou-se entdo o PrP imunoprecipitado com PK e analisou-se
por SDS-PAGE e por immunoblot, detectado por 6H4. O PrP
capturado proveniente do homogenado de cérebro com BSE era

PrSc

auténtico uma vez que o tratamento com PK (50 ug/mL
durante 1 hora a 37°C) gerou 0s fragmentos de
PrP"®® nucleares resistentes a PK. 0Os homogenados de cérebro
clarificados provenientes de BSE e do controlo normal

também foram mantidos a incubar na auséncia (-) ou na
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presenca (+) de PK (50 ug/mL durante 1 hora a 37°C) e
carregados directamente em SDS-gel como controlos.

Figura 4: imunocaptura de PRP°° a partir de cérebros
de vCJD por péptidos. As esferas de péptido conjugado foram
utilizadas para efectuar a imunoprecipitacao de PrP em 5 ulL
de homogenados de cérebro clarificados provenientes de
pacientes afectados por deméncia de corpo de Lewy (LBD) ou
por vCJID (99/090). Analisou-se entdo os imunoprecipitados
por SDS-PAGE (4%-12% de gel) e por Western Dblotting
utilizando o) anticorpo anti-PrP, 3F4. Carregou-se
directamente 5 ul de homogenado de LBD nao tratado e 5 ul
de homogenado de cérebro com vCJIJD em SDS—-gel para indicar o

teor em priao.

IV. Vantagens.

A presente 1invencado utiliza péptidos para capturar
PrP°® por reconhecimento de moléculas associadas com uma
elevada afinidade no complexo de PrP°°, tais como glicanos,
dcido nucleico. Devido a estreita associacao destas
moléculas apenas ao PrP&Z mas nao ao PrPc, a presente
invencado proporciona um meio nao intrusivo para a deteccéao
de PrP°®°, nao sendo necessdria a digestdo com PK ou outro
procedimento de modificacdo de proteinas. E esperado que
condicdes suaves preservem a estrutura original e a
conformagcdao da proteina do prido patogénica, oferecendo
assim uma oportunidade para a determinacdao da presenca de

Prp*°©

verdadeiro e minimizando a criacdo de PrP°° devido ao
tratamento forte da amostra.

A utilizacdo de péptidos sintéticos confere vantagens
uma vez que estes apresentam uma especificidade de ligacéao,

podendo também ser facilmente manuseados em revestimentos
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directos numa fase sdélida bem como ser conjugados para se
ligarem ao sinal apresentado pelos reagentes, tais como
peroxidade de rédbano (HRP), ou serem adoptados em outro

formato de ensaio de diagnéstico desejado.
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REIVINDICACOES

1. Método para a deteccao de PrP°® in vitro que
compreende:

fazer contactar uma amostra com um péptido constituido
pela sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6
(NWCKRGRKNCKTH) e um anticorpo especifico do priado, em que
o péptido e o anticorpo especifico do prido se ligam a
PrP°°; e detectar o PrP"°.
2. Método para a deteccao de PrP°® in vitro que
compreende:

proporcionar um suporte sdélido que possul a ele ligado
um péptido constituido pela sequéncia de aminodcidos da SEQ
ID NO: 6 (NWCKRGRKNCKTH) e um anticorpo especifico do
prido, em que o péptido ou o anticorpo especifico do priéo
se ligam a PrP°%;

fazer contactar o suporte sélido com a amostra;

lavar o suporte para remover dqualgquer amostra nao
ligada;

fazer contactar o suporte sélido com outro péptido
constituido pela sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 6
(NWCKRGRKNCKTH) ou o anticorpo especifico do priado e

efectuar um passo de deteccdao para se determinar se o

PrP°° estd ligado ao suporte sélido.

3. Estojo para a deteccdo de PrP°° que compreende:
um suporte sdélido que possui a ele ligado um péptido
constituido pela sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6

(NWCKRGRKNCKTH) ou um anticorpo especifico do prido e



um outro péptido constituido pela sequéncia de
aminodcidos da SEQ ID NO: 6 (NWCKRGRKNCKTH) ou um anticorpo

especifico do priao.
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