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RECEPTÁCULO PROTEICO,  MÉTODO PARA PRODUÇÃO DO 

RECEPTÁCULO, MÉTODO DE IDENTIFICAÇÃO DE PATÓGENOS OU 

DE DIAGNÓSTICO DE DOENÇAS, E, USO DO RECEPTÁCULO 

CAMPO DA INVENÇÃO 

[001] A presente invenção refere-se a um receptáculo proteico capaz 

de receber diversas sequências de poli-aminoácidos exógenas, 

concomitantemente, para expressão em diversos sistemas e para diferentes 

usos. A presente invenção se insere no campo de aplicação da Química, 

Farmácia, Medicina, Biotecnologia e, mais especificamente, na área de 

preparações para finalidades biomédicas, uma vez que, se refere ao processo 

de produção de uma proteína receptáculo como um apresentador de diversas 

sequências de poli-aminoácidos, simultaneamente, em mais do que quatro 

diferentes sítios na proteína receptáculo, para uso em diagnósticos ou 

composições vacinais. 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

[002] Este documento apresenta várias referências ao longo do texto, 

as quais estão indicadas dentro de parênteses. As informações publicadas 

nestas referências estão aqui incluídas a fim de melhor descrever o estado da 

arte a qual a presente invenção pertence.  

[003] A proteína verde fluorescente (GFP), produzida por um 

cnidário, a água viva Aequorea victoria, emite alta fluorescência na zona 

verde do espectro visível (Prasher et al., Gene 15, 111 (2): 229-33, 1992) e, 

classicamente, vem sendo utilizada como um marcador da expressão e de 

localização de genes, e, desta forma, conhecida como proteína repórter. Após 

a primeira observação de que a proteína GFP poderia emitir fluorescência, 

diversos usos foram descritos para a proteína.  

[004] A utilização da GFP como proteína repórter tem sido 

patenteada para diferentes usos e em diferentes sistemas. O pedido de patente 

US2018298058 utiliza a GFP como sistema de produção e purificação de 
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proteínas. O pedido de patente CN108303539 utiliza a GFP como insumo 

para teste de detecção de cânceres; o pedido CN108220313 apresenta um 

método de fusão e expressão de GFP de alta produção. A solicitação 

CN108192904 reivindica uma proteína de fusão GFP com capacidade de se 

inserir em membranas biológicas; o pedido CN107703219 já enfatiza o uso da 

GFP no estudo metabolômico de células mesenquimais. Ainda a solicitação 

de patente US2018016310 apresenta variações de GFP de fusão 

“superfolder”. Há diversas patentes, como esses exemplos: US6054321, 

US6096865, US6027881, US6025485 que apresentam GFPs mutantes para 

aumentar a expressão de fluorescência ou modificar os picos de comprimento 

de onda de fluorescência. Desse modo, é evidente que a proteína GFP, desde 

sua descrição, tem sido utilizada e patenteada para diversos usos como 

proteína repórter. 

[005] Moléculas repórteres são frequentemente usadas em sistemas 

biológicos para monitorar a expressão de genes. A proteína GFP trouxe 

grande inovação neste cenário ao prescindir do uso de qualquer substrato ou 

cofator, ou seja, não requerendo a adição de qualquer outro reagente para que 

possa ser visualizada, como ocorre para a maioria de outras proteínas 

repórteres. Outra vantagem apresentada pela GFP é sua capacidade de 

apresentar autofluorescência, não necessitando de marcações fluorescentes 

que, por diversas causas, não apresentam a sensibilidade ou especificidade 

adequadas para o seu uso.  

[006] Em face dessa característica, sua auto-produção de 

fluorescência verde detectável, a GFP tem sido largamente utilizada para 

estudar a expressão gênica e a localização de proteínas, sendo considerada 

como uma das mais promissoras proteínas repórteres na literatura.  

[007] Em seu uso como proteína repórter, o gene que codifica a GFP 

pode ser empregado na produção de proteínas de fusão, ou seja, um 

determinado gene de interesse é fusionado ao gene que codifica a GFP. O 
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cassete de genes fusionados pode ser inserido em um sistema vivo, permitindo 

a expressão dos genes fusionados e o monitoramento da localização 

intracelular dessa proteína de interesse (Santos-Beneit & Errington, Archives 

Microbiology, 199 (6): 875-880, 2017; Belardinelli & Jackson, Tuberculosis 

(Edinb), 105: 13-17, 2017; Wakabayashi et al, International Journal Food 

Microbiology, 19, 291: 144-150, 2018; Caì et al, Viruses, 20; 10 (11), 2018). 

[008] A proteína GFP também tem sido útil como um arcabouço 

para a apresentação de peptídeos ou mesmo de bibliotecas de peptídeos, tanto 

em leveduras quanto em sistemas celulares de mamíferos (Kamb et al., Proc. 

Natl. Acad Sci. USA, 95: 7508-7513, 1998; WO 2004005322). A proteína 

GFP, como uma proteína arcabouço para a apresentação de peptídeos 

randômicos, pode ser utilizada para definir as características de uma 

biblioteca de peptídeos.  

[009] Avanços no desenvolvimento de novas variações de GFP 

buscam alcançar melhorias nas propriedades da proteína, a fim de produzir 

novos reagentes úteis para uma grande gama de propósitos de pesquisa. 

Novas versões de GFP têm sido desenvolvidas, via mutações, contendo 

sequências de DNA otimizadas para produção aumentada em sistemas 

celulares humanos, ou seja, proteínas GFP humanizadas (Cormack, et al., 

Gene 173, 33-38, 1996; Haas, et al., Current Biology 6, 315-324, 1996; Yang, 

et al., Nucleic Acids Research 24, 4592-4593, 1996).  

[0010] Em uma destas versões, descreveu-se a proteína verde 

fluorescente melhorada, a “enhanced green fluorescent protein" (eGFP) 

(Heim & Cubitt, Nature, 373, pp. 663-664, 1995). 

[0011] A GFP, codificada pelo gene gfp10, originário de um cnidário, 

a água-viva Aequorea victoria, é uma proteína de 238 aminoácidos. A 

proteína tem a capacidade de absorver a luz azul (com pico principal de 

excitação em 395 nm) e emitir luz verde, a partir de um cromóforo no centro 

da proteína (pico principal de emissão em 509 nm) (Morin & Hastings, 
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Journal Cell Physiology, 77(3): 313-8, 1971; Prasher et al., Gene 15, 111 (2): 

229-33, 1992). O cromóforo é composto de seis peptídeos e se inicia no 

aminoácido 64, e é derivado da sequência primária dos aminoácidos, através 

da ciclização e oxidação da serina, tirosina e glicina (nas posições 65, 66 e 67) 

(Shimomura, 104 (2), 1979; Cody et al., Biochemistry, 32 (5): 1212-8, 1993). 

A luz emitida pela GFP é independente da espécie biológica celular onde é 

expressa e não requer qualquer tipo de substrato, cofatores ou produtos de 

genes adicionais da A. victoria (Chalfie et al., Science, 263 (5148): 802-5, 

1994). Esta propriedade da GFP permite que sua fluorescência seja detectada 

em outras células vivas que não a A. victoria, desde que possa ser processada 

no sistema de expressão proteico da célula (Ormo et al, Science 273: 1392-

1395, 1996;. Yang et al, Nature Biotech 14: 1246-1251, 1996).  

[0012] A estrutura básica de uma GFP consiste de onze cadeias beta 

pregueadas antiparalelas, que se enovelam e formam uma estrutura terciária 

em forma de um beta barril. Cada cadeia é ligada à seguinte por um domínio 

de alça que se projeta para a superfície superior e inferior do barril, 

interagindo com o meio ambiente. Por convenção, cada cadeia e alça pode ser 

identificada por uma numeração a fim de melhor descrever a proteína.  

[0013] Experimentos de mutação dirigida têm demonstrado que 

diversas propriedades bioquímicas da proteína GFP são decorrentes dessa 

estrutura de barril. E, por isso, mudanças de aminoácidos na estrutura 

primária são responsáveis por acelerar o enovelamento da proteína, reduzir a 

agregação dos produtos decorrentes da tradução e aumentar a estabilidade da 

proteína em solução. 

[0014] Uma determinada alça se desloca para a cavidade do barril 

proteico, formando uma alfa hélice que é responsável pelas propriedades 

fluorescentes da proteína (Crone et al, GFP-Based Biosensors, InTech, 2013). 

Algumas intervenções na estrutura da proteína podem interferir na capacidade 

de emitir fluorescência. Mutações em determinados aminoácidos podem 
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mudar desde a intensidade de emissão de fluorescência ao comprimento de 

onda, alterando a cor emitida. A mutação da Tyr66, resíduo interno 

participante do cromóforo fluorescente, pode gerar um grande número de 

variantes de proteínas fluorescentes com a estrutura do cromóforo alterado ou 

do ambiente circunvizinho. Essas alterações interferem na absorção e emissão 

de luz em diferentes comprimentos de onda, produzindo um grande leque de 

distintas cores emitidas (Heim & Tsien, Current Biology, 6 (2): 178-82, 

1996).  

[0015] Mudanças no pH também podem interferir na intensidade de 

fluorescência. Em pH fisiológico, a GFP exibe absorção máxima a 395nm, 

enquanto que em 475 nm absorve menor quantidade de luz. Entretanto, o 

aumento do pH para cerca de 12,0, faz com que a absorção máxima ocorra na 

faixa de 475 nm, e em 395 nm tenha absorção diminuída (Ward et al, 

Photochemistry and Photobiology, 35(6): 803-808, 1982). 

[0016] A estrutura compacta do cerne proteico permite que a GFP 

seja altamente estável mesmo em condições adversas, tais como, tratamento 

por proteases, fazendo com que a proteína seja extremamente útil como uma 

proteína repórter de modo geral.  

[0017] Há diferentes versões da GFP, sempre buscando aperfeiçoar a 

proteína ao agregar uma nova funcionalidade ou retirando alguma limitação. 

A eGFP se apresenta como um aprimoramento que permite uma maior 

flexibilidade da proteína em face das modificações nos aminoácidos F64L e 

S65T (Heim et al, Nature 373: 663–664, 1995; Li et al, Journal Biology 

Chemistry, 272 (45): 28545-9, 1997). Este aprimoramento permite que a GFP 

alcance tanto sua forma tridimensional esperada quanto sua capacidade de 

expressar fluorescência, mesmo ao abrigar sequências heterólogas em sua 

sequência proteica (Pedelacq et al, Nat Biotechnology, 24 (1): 79-88, 2006). 

[0018] A GFAb, é uma versão da proteína modificada que aceita as 

sequências exógenas em dois domínios de alça. Em seu desenvolvimento, 
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foram necessárias várias rodadas de evolução direta para que se pudessem 

selecionar três clones proteicos mutados que suportassem a inserção de 

peptídeos exógenos nas duas regiões proximais, quais sejam, Glu-172-Asp-

173 e Asp-102-Asp-103. Os autores ao utilizarem proteínas não mutadas 

comprovaram que a inserção de dois peptídeos exógenos impedia a produção 

de fluorescência da GFP e a expressão proteica na superfície celular da 

levedura. A inserção simultânea, em somente duas regiões, foi possível após 

uma série de mutações e seleções, mas ainda resultando em grande perda das 

atividades inerentes a GFP, por vezes, inviabilizando sua produção ou 

expressão do inserto (Pavoor et al., PNAS 106 (29): 11895-11900, 2009). 

[0019] Mutantes circularmente permutados para os N- e C-terminais 

também têm demonstrado que eGFP é passível de manipulação na sequência 

codificadora sem comprometer os aspectos estruturais do cerne da proteína 

(Topell et al., FEBS Letters 457(2): 283-289, 1999). Contudo, a análise de 20 

variantes proteicas permutadas circulares demonstrou a baixa tolerância das 

proteínas à inserção de um novo terminal e, em sua maioria, que perdem a 

capacidade de formar o cromóforo. Este fato indica que a manipulação da 

sequência proteica pode interferir drasticamente em suas características ou 

mesmo em sua expressão celular. 

[0020] Várias tentativas têm sido feitas para inserir simultaneamente 

múltiplos epítopos nas regiões de alças da GFP com o objetivo de alcançar o 

uso da proteína para reações de ligação específicas a um alvo. Contudo, todos 

esses esforços têm apresentado sucesso limitado em face da sensibilidade 

estrutural da GFP e seu cromóforo. 

[0021] Outras proteínas mutantes da proteína GFP apresentam versões 

melhoradas que emitem outros tipos de espectro de luz fluorescente. Por 

exemplo, Heim et al (Proc Natl Acad Sci USA, 91 (26): 12501-4, 1994) 

descreveram uma proteína mutante que emite fluorescência azul por conter 

uma histidina ao invés de uma tirosina no aminoácido 66. Heim et al (Nature, 
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373 (6516): 663-4, 1995) posteriormente também descreveram uma proteína 

GFP mutante, pela substituição de uma serina por uma treonina no 

aminoácido 65, que apresenta um espectro muito similar ao do obtido com a 

Renilla reniformis, que tem um coeficiente de extinção por monômero 10 

vezes maior que o pico de comprimento de onda da GFP nativa proveniente 

da Aequorea. Outros documentos de patente descrevem proteínas GFP 

mutantes apresentando espectros de emissão de luz diferentes do verde, como 

azul, vermelho (US 5625048, WO 2004005322). 

[0022] Ainda, outras proteínas mutantes de GFP apresentam espectros 

de excitação otimizados para serem utilizados especificamente em 

determinados equipamentos de citômetro de fluxo de laser por argônio 

(FACS) (US 5804387). Ainda há descrição de proteínas mutantes de GFP 

modificadas para serem melhor expressas em sistemas celulares de plantas 

(WO1996027675). O documento de patente US5968750 apresenta uma GFP 

humanizada que foi adaptada para ser expressa em células de mamíferos, 

inclusive humanas. A GFP humanizada incorpora códons preferenciais para 

leitura nos sistemas de expressão de genes de células humanas. 

[0023] No estado da arte, é nítida a capacidade da GFP de abrigar 

genes em suas extremidades 5’ ou 3’ sem que haja interferência na sua 

expressão, enovelamento tridimensional e produção de fluorescência, como 

pode ser observado nos documentos de patente acima elencados. 

Adicionalmente, a GFP tem sido utilizada como suporte para a exibição de 

peptídeos ou mesmo bibliotecas de peptídeos in vivo. No caso de bibliotecas 

de peptídeos, a GFP pode auxiliar na apresentação de peptídeos randômicos, e 

assim, na definição das características da biblioteca de peptídeos (Kamb et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95:7508-7513, 1998; WO 2004005322).  

[0024] Por exemplo, Abedi et al (1998, Nucleic Acids Res. 26: 623-

300) inseriram peptídeos em proteínas GFP de Aequorea victoria, em regiões 

de alças expostas e demonstraram que as moléculas de GFP retêm a 
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autofluorescência quando expressas em leveduras e Escherichia coli. Os 

autores ainda demonstraram que a fluorescência de um arcabouço de GFP 

pode ser utilizada para monitorar a diversidade de peptídeos, assim como a 

presença ou expressão de um dado peptídeo em uma determinada célula. 

Entretanto, a taxa de fluorescência das moléculas do arcabouço de GFP é 

relativamente baixa em comparação com a GFP natural. Kamb e Abedi (US 

6025485) prepararam bibliotecas de arcabouços de GFP a partir de proteína 

verde fluorescente melhorada (eGFP) a fim de amplificar a intensidade de 

fluorescência. 

[0025] Adicionalmente, Peele et al (Chem. & Bio. 8: 521-534, 2001) 

testaram bibliotecas de peptídeos utilizando eGFP como arcabouço com 

diferentes viéses estruturais em células de mamíferos. Anderson et al ainda 

amplificaram a intensidade de fluorescência ao inserirem peptídeos nas alças 

de GFP com ligantes de tetraglicina (US20010003650). Happe et al 

descreveram uma GFP humanizada que pode ser expressa em grandes 

quantidades em sistemas de células de mamíferos, tolera inserções de 

peptídeos e preserva a autofluorescência (WO 2004005322).   

[0026] Entretanto, há ainda uma necessidade, no campo tecnológico, 

de arcabouços de moléculas de GFP que não somente apresentem 

fluorescência em intensidades apropriadas, mas também que possam ser 

expressas em altos níveis em sistemas celulares.  

[0027] Há uma variabilidade na tolerância, entre as moléculas de 

GFP, para apresentação dos peptídeos enquanto retém a autofluorescência. 

Assim, há uma necessidade no estado da arte de desenvolver-se GFPs que 

possam ser expressas em altos níveis e tolerarem inserções, enquanto 

preservam a autofluorescência.   

[0028] Ademais da habilidade de suportar a expressão de genes nas 

extremidades, a GFP pode permitir a inserção de epítopos nas alças 

superficiais da molécula expostas para o meio. Várias tentativas têm sido 
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feitas para inserir simultaneamente múltiplos peptídeos nas regiões de alça da 

GFP, que pudessem permitir o uso da proteína para reações de ligação 

específica a um alvo. Contudo, todos esses esforços apresentaram sucesso 

limitado em face da sensibilidade estrutural da GFP e seu cromóforo. 

[0029] Pavoor e colaboradores empreenderam esforços para 

desenvolver uma proteína modificada para aceitar sequências exógenas em 

dois domínios de alça. Em seu desenvolvimento, foram necessárias várias 

rodadas de evolução direta para que se pudessem selecionar três clones 

proteicos mutados que suportassem a inserção de peptídeos exógenos nas 

duas regiões proximais, quais sejam, Glu-172-Asp-173 e Asp-102-Asp-103. 

Os autores ao utilizarem proteínas não mutadas comprovaram que a inserção 

de dois peptídeos exógenos impedia a produção de fluorescência da GFP e a 

expressão proteica na superfície celular da levedura. A inserção simultânea, 

em somente duas regiões, foi possível após uma série de mutações e seleções, 

mas ainda resultava em grande perda das atividades inerentes a GFP, por 

vezes, inviabilizando sua produção ou expressão do inserto (Pavoor et al., 

PNAS 106 (29): 11895-11900, 2009).  

[0030] Abedi et al (Nucleic Acids Research 26(2): 623-30, 1998) 

apresentaram 10 posições da proteína, em regiões de alças, das quais 8 

posições entre folhas-β, para expressão de peptídeos. A proteína quimérica 

seria útil para experimentos que requeressem a expressão intracelular, e, 

portanto, a ininterrupção de fluorescência seria um fator limitante. Nesse 

estudo, somente três proteínas quiméricas (aquelas com sítios de inserção nos 

aminoácidos 157-158 172-173 e 194-195) apresentaram fluorescência 

(diminuídas a um quarto do original); e somente dois sítios de inserção 

(estudados separadamente) puderam abrigar peptídeos sem que houvesse 

perda da fluorescência. Os autores do trabalho ainda concluíram que “é 

curioso como a GFP é tão sensível a perturbações estruturais mesmo que seja 

nas folhas β”.  
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[0031]  Li et al (Photochemistry and Photobiology, 84(1): 111-9, 

2008) apresentam um estudo da proteína quimérica (red fluorescente protein – 

RFP), apontando nesta proteína seis sítios geneticamente distintos localizados 

em três diferentes alças onde sequências de cinco resíduos podem ser 

inseridos sem interferir na capacidade da proteína ser fluorescente. Entretanto, 

os autores não demonstraram o uso concomitante desses sítios para inserção 

de diferentes peptídeos.  

[0032]  O pedido de patente WO02090535 apresenta uma GFP 

fluorescente com inserções, não simultâneas, de peptídeos em 5 diferentes 

alças da proteína. O pedido de patente, em seu relatório descritivo, indica a 

possibilidade de inserção de peptídeos em mais de uma alça da proteína ao 

mesmo tempo, aumentando a complexidade da biblioteca e permitindo a 

apresentação em uma mesma face da proteína. Entretanto, o pedido de patente 

não atesta esta possibilidade, posto que somente apresenta ensaios de inserção 

de peptídeos, um de cada vez, em 5 diferentes alças proteicas. Vale destacar 

que o texto ainda enfatiza que as alças 1 e 5 não se apresentam como bons 

sítios de inserção, pois a inserção de peptídeos nestes sítios impediram a 

expressão da proteína. Outros documentos de patente ainda apresentam 

variações da GFP visando a expressão de peptídeos nas alças da proteína, 

entretanto, estes estudos não comprovam a viabilidade de expressão 

simultânea de mais de 4 peptídeos em diferentes sítios de inserção nas alças 

da proteína GFP, sem que houvesse perda de alguma de suas características 

essenciais (WO02090535, US2003224412, WO200134824). 

SUMÁRIO DA INVENÇÃO 

[0033] A presente invenção refere-se a um receptáculo proteico capaz 

de apresentar diversas sequências de poli-aminoácidos exógenas, 

concomitantemente, em mais do que quatro diferentes sítios na proteína 

receptáculo.  

[0034] Outra realização da presente invenção se refere à expressão 
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eficiente do dito receptáculo proteico, baseado na sequência de uma GFP, 

carreando uma ou duas, ou mais do que duas, três ou quatro, ou mais do que 

dez sequências de poli-aminoácidos exógenas, concomitantemente, em dez 

diferentes sítios na proteína receptáculo, em um sistema celular. 

Especificamente, a presente invenção se refere à expressão eficiente do dito 

receptáculo proteico apresentando sequências de poli-aminoácidos exógenas, 

em dez diferentes sítios proteicos, simultaneamente. Mais especificamente, a 

presente invenção se refere à expressão eficiente do dito receptáculo 

carreando as ditas sequências de poli-aminoácidos exógenas, inseridos em 

diferentes sítios proteicos, sem contudo, perder suas características inerentes, 

tais como, autofluorescência. 

[0035] Ainda, a presente invenção se refere a um sistema para 

expressão concomitante de múltiplas sequências de poli-aminoácidos, 

utilizando um mesmo receptáculo proteico, baseado na GFP, útil para 

diferentes usos, tais como reagente para pesquisa, para diagnóstico ou para 

composições vacinais. Especificamente, o dito sistema de expressão pode 

atuar como reagente de pesquisa útil para purificar anticorpos ao se ligar em 

epítopos. Adicionalmente, o dito sistema de expressão pode ainda atuar para 

uso em técnicas imunológicas e/ou moleculares para diagnósticos de doenças 

crônicas e infecciosas. Ainda, o dito sistema de expressão pode ser útil para 

uso em composições vacinais contendo múltiplos antígenos para imunização 

de animais e humanos. 

[0036] Também é uma realização da presente invenção, o método 

para produção concomitante de múltiplas sequências de poli-aminoácidos, 

utilizando um mesmo receptáculo proteico, baseado na GFP, útil para 

diferentes usos, tais como reagente para pesquisa, para diagnóstico ou para 

composições vacinais. 

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS 

[0037] Figura 1 – Purificação da proteína PlatCruzi por 
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cromatografia de afinidade. (A) Perfil de eluição da proteína receptáculo 

numa coluna de níquel usando um sistema de cromatografia líquida 

Äktapurifier. (B) Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS 

PAGE) dos eluatos 13-26 coletados. A eluição foi realizada com tampão B e 

em ordem crescente. PM – Marcador de peso molecular. 

[0038] Figura 2 – Reatividade da PlatCruzi, por ELISA, com soros 

das Referências Biológicas de Padrão Internacional de Trypanosoma cruzi 

cedidos pela OMS. (A) Pool de soros de pacientes reconhecendo as cepas TcI, 

denominado de IS 09/188. (B) Pool de soros de pacientes reconhecendo as 

cepas TcII, denominado de IS 09/186. 

[0039] Figura 3 – Determinação do título de anticorpos de soros de 

pacientes com doença de Chagas crônica usando como antígeno a proteína 

receptáculo PlatCruzi. Os soros foram cedidos pelos LACENS e uma 

concentração de 500 ng/poço e a diluição de soros 1: 50 – 1: 1000 foram 

usados nos ELISAS. 

[0040] Figura 4 – Desempenho do antígeno de PlatCruzi por ELISA 

frente a soro de pacientes com diferentes doenças. O antígeno de PlatCruzi foi 

usado na concentração de 500 ng/poço e os soros diluídos 1:250. 

[0041] Figura 5 – Detecção de epítopos específicos do vírus da raiva 

por soro de coelho anti-RxRabies2. Anticorpos de coelho imunizados com 

RxRabies2 foram purificados por cromatografia de afinidade com RxRabies2 

e usados como anticorpo primário, por Western blot, para detectar RxRabies2 

em um extrato bruto (*; coluna 2) ou semi-purificado (†) em duas diferentes 

concentrações de 1x e 0.5x (colunas 4 e 6, respectivamente). Controles 

negativos: proteína receptáculo Rx (coluna 3) e PlatCruzi (em duas 

concentrações: 1x e 0.5x nas colunas 5 e 7, respectivamente). 

[0042] Figura 6 – Análise da proteína RxHoIgG3 por eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS PAGE). A, extrato solúvel de E.coli não produtora 

de RxHoIgG3. B, Fração insolúvel em meio aquoso de bactéria produtora de 
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RxHoIgG3. C, Fração solúvel da bactéria produtora de RxHoIgG3. As setas 

indicam a posição da proteína RxHoIgG3. 

[0043] Figura 7 - Detecção de anticorpos IgM anti-RxOro por 

ELISA. C-: controle negativo (soro de paciente sem infecção pelo vírus 

Oropouche); C+: soro positivo padrão para infecção pelo vírus Oropouche. 

Pacientes: casos suspeitos de infecção por infecção pelo vírus Oropouche. 

Oro+: positivos para a infecção por Oropouche (detecção de anticorpos IgM 

anti-RxOro). Oro- (controle negativo): Ausência de reação IgM para RxOro. 

Concentração da proteína: 0,288μg/μL. Cutoff: 0,0613. 

[0044] Figura 8 – Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) representando a produção das proteínas PlatCruzi, RxMayaro_IgG e 

RxMayaro_IgM. As colunas verticais 1 a 8, indicam: 1) peso molecular; 2) 

extrato total bacteriano sem indução de proteína recombinante; 3) extrato total 

bacteriano após indução da produção de PlatCruzi; 4) extrato total bacteriano 

após indução da produção de RxMayaro_IgG; 5) extrato total bacteriano após 

indução da produção de RxMayaro_IgM; 6) proteínas bacterianas insolúveis 

após indução da produção de PlatCruzi; 7) proteínas bacterianas insolúveis 

após indução da produção de RxMayaro_IgG; 8) proteínas bacterianas 

insolúveis após indução da produção de RxMayaro_IgM. A setas apontam 

para as bandas que representam PlatCruzi (colunas 3 e 6), RxMayaro_IgG 

(colunas 4 e 7) e RxMayaro_IgM (colunas 5 e 8). 

[0045] Figura 9 – Reatividade de soros de pacientes positivos para o 

vírus Mayaro (S MAY) e indivíduos saudáveis (S N), por ELISA, 

empregando a proteína RxMayaro_IgG. A revelação foi realizada com 

imunoglobulina anti-IgG conjugado a enzima fosfatase alcalina (Cutoff = 

0.0210). 

[0046] Figura 10 - Reatividade de soros de indivíduos considerados 

saudáveis (S N) e positivos para vírus Mayaro (S MAY), por ELISA, 

empregando a proteína RxMayaro_IgM. A revelação foi realizada com 
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imunoglobulina anti-IgM conjugada a enzima fosfatase alcalina. (Cut off = 

0.0547). 

[0047] Figura 11 – Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) apresentando a produção das proteínas insolúveis (I) e solúveis (S) de 

PlatCruzi, TxCruzi, RxPtx, TxNeuza e RxYFIgG. As colunas 1 a 10 contém: 

1) proteínas insolúveis de bactéria induzida para produzir PlatCruzi; 2) 

proteínas solúveis de bactéria induzida para produzir PlatCruzi; 3) proteínas 

insolúveis de bactéria induzida para produzir TxCruzi; 4) proteínas solúveis 

de bactéria induzida para produzir TxCruzi; 5) proteínas insolúveis de 

bactéria induzida para produzir RxPtx; 6) proteínas solúveis de bactéria 

induzida para produzir RxPtx; 7) proteínas insolúveis de bactéria induzida 

para produzir TxNeuza; 8) proteínas solúveis de bactéria induzida para 

produzir TxNeuza; 9) proteínas insolúveis de bactéria induzida para produzir 

RxYFIgG; 10) proteínas solúveis de bactéria induzida para produzir 

RxYFIgG. A setas apontam para as bandas que representem PlatCruzi 

(colunas 1 e 2), TxCruzi (colunas 3 e 4), RxPtx (colunas 5 e 6), TxNeuza 

(colunas 7 e 8) e RxYFIgG (colunas 9 e 10). 

DESCRIÇÃO DETALHADA DA INVENÇÃO 

[0048] Ao longo de todo este documento, algumas abreviações serão 

utilizadas. Segue abaixo um rol das abreviações: 

Com relação às bases nitrogenadas: 

C = citosina; A = adenosina; T = timidina; G = guanosina 

Com relação aos aminoácidos: 

I = isoleucina; L = leucina; V = valina; F = fenilalanina; M = 

metionina; C = cisteína; A = alanina; G = glicina; P = prolina; T = treonina; S 

= serina; Y = tirosina; W = triptofano; Q = glutamina; N = asparagina; H = 

histidina; E = ácido glutâmico; D = ácido aspártico; K = lisina; R = arginina. 

[0049] A presente invenção é dirigida à produção e uso de um 

receptáculo proteico, baseado na sequência de uma proteína verde 
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fluorescente, aqui denominada GFP, em uma variedade de métodos e 

composições que exploram a capacidade do dito receptáculo proteico em 

apresentar concomitantemente diversas sequências de poli-aminoácidos 

exógenas, diferentes ou idênticas em mais do que quatro diferentes sítios 

proteicos, e ainda, exibir intensidades adequadas de fluorescência, ser 

eficientemente expresso em sistemas celulares de produção de proteína e ser 

útil como reagente para pesquisa, diagnóstico ou em composições vacinais. 

[0050] Esta invenção também provê uma proteína receptáculo isolada, 

produzida por qualquer sistema de expressão, a partir de uma molécula de 

DNA, composta por um elemento regulatório contendo a sequência 

nucleotídica codificadora da proteína receptáculo de escolha. A proteína 

receptáculo isolada pode ainda ser modificada in vitro para diferentes usos.  

[0051] A proteína receptáculo pode ainda sofrer modificações 

necessárias para o desenvolvimento de seus usos, através da inserção de 

elementos acessórios. À proteína receptáculo podem ser adicionadas 

sequências que auxiliem no processo de purificação, tais como, mas não 

limitados a, cauda de poli-histidina, proteína ligadora de quitina, proteína 

ligadora de maltose, proteína ligadora de calmodulina, strep-tag e GST. Ainda 

podem ser incorporadas à proteína receptáculo sequências para estabilização 

tal como thiorodixino. Também podem ser adicionadas à proteína 

receptáculo, sequências que auxiliem em qualquer processo de detecção por 

anticorpos, tais como, sequências V5, Myc, HÁ, Spot, FLAG.  

[0052] Ainda podem ser adicionados à proteína receptáculo 

sequências que atuem como sítios de clivagem alvo (sitio catalítico) para 

proteases, que permitam separar a proteína principal dos elementos acessórios 

acima, incluídos com o estrito intuito de otimizar a produção ou purificação 

da proteína, mas não contribuindo para o uso final aventado. Essas 

sequências, contendo sítios que servem como alvos de proteases, podem ser 

inseridos em qualquer lugar e incluem, mas não são limitados a, trombina, 

Petição 870190128036, de 04/12/2019, pág. 20/71



16 / 57 

fator Xa, enteropeptidase, PreScission, TEV (Kosobokova et al., 

Biochemistry, 8: 187-200, 2015). Ainda outra sequência acessória marcadora 

de proteases pode ser a AviTag, que permite a biotinilação específica em um 

único ponto durante ou após a expressão proteica. Nesse sentido, é possível 

criar proteínas marcadas pela combinação de diferentes elementos (Wood, 

Current Opinion in Structural Biology, 26: 54-61, 2014). 

[0053] A sequência de DNA codificadora para a proteína receptáculo 

difere da sequência de DNA de formas de GFP que ocorrem na natureza, em 

termos de identidade ou localização de um ou mais resíduos de aminoácidos, 

seja pela deleção, adição ou substituição de aminoácidos. Mas, ainda 

preservam algumas ou todas as características inerentes às formas que 

ocorrem na natureza, tais como, mas não limitadas a, produção de 

fluorescência, formato tridimensional característico, capacidade de ser 

expressa em diferentes sistemas e capacidade de receber peptídeos exógenos. 

[0054]  A sequência de DNA codificadora para a proteína receptáculo 

da presente invenção inclui: a incorporação de códons preferenciais para a 

expressão por determinados sistemas de expressão; a inserção de sítios de 

clivagem para enzimas de restrição; a inserção de sequências otimizadas para 

facilitação de construção de vetores de expressão; a inserção de sequências 

facilitadoras para abrigar as sequências de poli-aminoácidos de escolha a 

serem introduzidos na proteína receptáculo. Todas essas estratégias já 

bastante conhecidas no estado da arte.  

[0055] A invenção também está direcionada para a produção e uso 

dos receptáculos proteicos, “Platform”, “Rx” e “Tx”, e de suas sequências de 

aminoácidos (descritas nas SEQ ID no. 1, SEQ ID no. 3 e SEQ ID no. 77, 

respectivamente), de suas sequências de nucleotídeos (descritas nas SEQ ID 

no. 2, SEQ ID no. 4 e SEQ ID no. 78, respectivamente) e de suas sequências 

de aminoácidos incluindo as sequências de poli-aminoácidos exógenos de 

escolha (descritas nas SEQ ID no. 18, SEQ ID no. 20, SEQ ID no. 31, SEQ 
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ID no. 33, SEQ ID no. 45, SEQID no. 51, SEQID no. 64, SEQID no. 75, 

SEQID no. 88 e SEQID no. 90). 

[0056] Adicionalmente, a invenção ainda provê elementos genéticos 

adicionados das sequências de nucleotídeos codificadoras das proteínas 

receptáculo, tais como nas sequências descritas nas SEQ ID no. 2, SEQ ID no. 

4 e SEQ ID no. 78. Ainda adicionalmente, provê tais elementos contendo 

sequências de nucleotídeos codificadoras das proteínas receptáculo 

adicionadas do DNA codificante para as sequências de poli-aminoácidos 

exógenos de escolha. Tais elementos genéticos contendo as sequências 

descritas nas SEQ ID no. 17, SEQ ID no. 19, SEQ ID no. 32, SEQ ID no. 34, 

SEQ ID no. 46, SEQID no. 52, SEQID no. 63, SEQID no. 76, SEQID no. 89 

e SEQID no. 91. 

[0057] Elementos regulatórios requeridos para a expressão da proteína 

receptáculo incluem sequências de promotores para ligar a RNA polimerase e 

sequências de início de translação para a ligação ao ribossomo. Por exemplo, 

um vetor de expressão bacteriano deve incluir um codón de iniciação, um 

promotor adequado ao sistema celular e para início de translação uma 

sequência de Shine-Dalgarno. De igual forma, um vetor de expressão 

eucarioto inclui um promotor, um códon de início, um sinal de poliadenilação 

processo a jusante e um códon de término. Tais vetores podem ser obtidos 

comercialmente, ou construídos a partir de sequências já conhecidas do estado 

da arte. 

[0058] A invenção ainda provê células contendo sequências de 

nucleotídeos codificadoras da proteína receptáculo, ou da proteína receptáculo 

adicionada do DNA codificante para as sequências de poli-amioácidos 

exógenos de escolha, para atuarem como sistemas de expressão para a 

proteína receptáculo. As células podem ser células bacterianas, fúngicas, 

leveduras, células de inseto, de planta ou mesmo animais. As sequências de 

DNA codificadoras das proteínas receptáculo adicionadas do DNA 
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codificante para as sequências de poli-amioácidos exógenos de escolha 

também podem ser inseridos em vírus que podem ser utilizados para 

expressão e produção da proteína receptáculo, como sistemas de entrega, tais 

como baculovírus, adenovírus, vírus associados a adenovírus, alfavírus, 

herpes vírus, pox vírus, retrovírus, lentivirus, mas não limitados a esses. 

[0059] Há uma grande variedade de métodos para introdução de 

material genético exógeno em células, todos já bastante conhecidos no estado 

da arte. Por exemplo, material de DNA exógeno pode ser introduzido em uma 

célula pela tecnologia de precipitação de fosfato de cálcio. Outras tecnologias, 

tais como tecnologias que utilizem eletroporação, lipofection, microinjeção, 

vetores retrovirais, e outros sistemas de vetores virais, como sistemas virais 

associados a adenovírus podem ser utilizados para desenvolvimento dessa 

invenção. 

[0060] Esta invenção provê um organismo vivo compreendendo, ao 

menos, células que contenham uma molécula de DNA contendo um elemento 

regulatório para expressão da sequência codificadora da proteína receptáculo. 

A invenção é aplicável para produção de proteínas receptáculo em animais 

vertebrados, animais não vertebrados, plantas e microrganismos. 

[0061] A expressão das proteínas receptáculos pode ser realizada em, 

mas não limitadas a, células de Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Candida 

boidinii, Pichia angusta, células de mamíferos, tais como, células CHO, 

HEK293 ou células de insetos, tais como, células Sf9. Todos os sistemas de 

expressão proteico de procariotos ou eucariotos, conhecidos no estado da arte, 

estão aptos a produzir as proteínas receptáculo. 

[0062]  Em um desenvolvimento da presente invenção, um vírus ou 

bacteriófago, carreando a sequência codificadora para a proteína receptáculo, 

pode infectar um tipo particular de bactéria ou célula eucariótica e propiciar a 

expressão da proteína receptáculo nesse sistema celular. A infecção pode ser 
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facilmente observada através da detecção da expressão da proteína 

receptáculo. De forma similar, um vírus de célula eucariótica de planta ou 

animal, carreando a sequência codificadora da proteína receptáculo, pode 

infectar um tipo celular específico e propiciar a expressão da proteína 

receptáculo no sistema celular eucarioto.  

[0063]  A invenção ainda provê técnicas para produção das proteínas 

receptáculo contendo os poli-aminoácidos exógenos de escolha. Esta 

invenção apresenta um eficiente método para expressão de proteínas 

receptáculo contendo os poli-aminoácidos exógenos de escolha o qual 

promove a produção da proteína de interesse em grande quantidade. Métodos 

para a produção das proteínas receptáculos produção podem ser realizados em 

diferentes sistemas celulares, tais como, leveduras, plantas, células de plantas, 

células de insetos, células de mamíferos e animais transgênicos. Cada sistema 

pode ser utilizado pela incorporação de uma sequência de ácidos nucleicos 

códon-otimizada, a qual pode gerar a sequência de aminoácidos desejada, em 

um plasmídeo apropriado para o determinado sistema celular. Esse plasmídeo 

pode conter elementos, que conferem um número de atributos no sistema de 

expressão, que incluem, mas não estão limitados a, sequências que promovem 

a retenção e replicação, marcadores selecionáveis, sequências promotoras 

para transcrição, sequências estabilizadoras do RNA transcrito, sítio de 

ligação do ribossomo.  

[0064] A transição de um plasmídeo para outro vetor pode ser 

alcançada pela alteração da sequência de nucleotídeos ao se adicionar ou 

eliminar sítios de restrição sem modificar a sequência de aminoácidos, que 

pode ser realizada pela reação de polimerização em cadeia. 

[0065] A expressão otimizada em outros sistemas pode ser alcançada 

pela alteração da sequência de nucleotídeos para adicionar ou eliminar sítios 

de restrição e também para otimizar códons para alinhamento dos códons 

preferenciais do novo sistema de expressão, sem, contudo, alterar a sequência 
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de aminoácidos final.  

[0066] As proteínas receptáculo também podem ser produzidas por 

sistemas múltiplos de biologia sintética. A geração de genes totalmente 

sintéticos está ligada a basicamente três sistemas de síntese baseados em 

ligação, amplamente descritos no estado da arte. 

[0067] Esta invenção provê métodos para produção da proteína 

receptáculo a partir da utilização de sistema de expressão de proteínas que 

compreendem a: introdução em células competentes de interesse de sequência 

de DNA codificadora para a proteína receptáculo adicionada do DNA 

codificante para as sequências de poli-amioácidos exógenos de escolha, a 

cultura dessas células em condições favoráveis à produção da proteína 

receptáculo contendo as sequências de poli-amioácidos de escolha e o 

isolamento da proteína receptáculo contendo os poli-amioácidos exógenos de 

escolha. 

[0068] Métodos para isolar proteínas expressas são bastante 

conhecidas no estado da arte e, nesse sentido, as proteínas receptáculo pode 

ser isoladas facilmente por qualquer técnica. A presença da cauda de poli-

histidina permite a purificação das proteínas recombinantes após sua 

expressão no sistema bacteriano (Hochuli et al Bio/Technology 6: 1321-25; 

Bornhorst and Falke, Methods Enzymology 326:245-54). 

[0069] A presente invenção ainda contempla a escolha e seleção dos 

poli-amioácidos exógenos. As proteínas receptáculo podem abrigar diferentes 

sequências de poli-aminoácidos de diferentes origens, desde animais 

vertebrados, incluindo mamíferos, invertebrados, plantas, microrganismos ou 

vírus a fim de promover sua expressão, apresentação ou utilização em 

diferentes meios. Diferentes métodos de seleção de sequências de poli-

aminoácidos pode ser utilizados, tais como seleção específica por afinidade de 

ligação a anticorpos ou outras proteínas ligantes, por mapeamento de epítopos 

ou outras técnicas conhecidas no estado da arte.  
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[0070] As sequências de poli-aminoácidos são sequências de cinco a 

30 aminoácidos que representam sensível ou especificamente um organismo, 

para qualquer fim descrito nesse pedido de patente. As sequências de poli-

aminoácidos podem representar, mas não limitados a esses exemplos: (i) 

epítopos lineares de células B; (ii) epítopos de células T; (iii) epítopos 

neutralizantes; (iv) regiões proteicas específicas de fontes patogênicas ou não 

patogênicas; (v) regiões proximais a sítios ativos de enzimas que não são 

normalmente alvos de uma resposta imunológica. Essas regiões de epítopos 

podem ser identificadas por uma grande variedade de métodos que incluem, 

mas não são limitados a: análise por síntese spot, bibliotecas de peptídeos 

randômicos, phage display, análises por software, uso de dados de 

cristalografia por raios X, bases de dados de epítopos ou outros métodos 

constantes no estado da arte. 

[0071] A inserção de sequências de poli-aminoácidos exógenos nas 

proteínas receptáculo em sítios previamente identificados surpreendentemente 

não perturbou ou interferiu as características inerentes da proteína. Foram 

identificados oito sítios de introdução para sequências de poli-aminoácidos 

exógenas nas proteínas receptáculo (Kiss et al. Nucleic Acids Res 34: e132, 

2006; Pavoor et al. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 11895–900, 2009; Abedi 

et al, Nucleic Acids Res 26: 623-30, 1998; Zhong et al. Biomol Eng 21: 67-

72, 2004). Esses sítios de introdução podem abrigar uma, duas ou mais 

diferentes sequências de poli-aminoácidos exógenos, in tandem, no mesmo 

sítio de inserção, amplificando consideravelmente a expressão de diferentes 

sequências de poli-aminoácidos. 

[0072] Assim, as proteínas receptáculo podem expressar um grande 

número de diferentes sequências de poli-aminoácidos, se caracterizando como 

proteínas receptáculo multivalentes, ampliando sua utilização para fins de 

composição vacinal, insumo para pesquisa e desenvolvimento tecnológico ou 

diagnóstico de doenças. Há uma real necessidade no estado da arte de se 
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desenvolver proteínas receptáculo que não somente exibam intensidades 

adequadas de fluorescência, mas também possam ser expressas em grandes 

quantidades em sistemas celulares de produção e, ainda, tolerar a 

apresentação concomitante de múltiplas sequências de poli-aminoácidos 

exógenos sem deixar de apresentar a autofluorescência detectável. 

[0073] A invenção ainda apresenta diversos usos para a proteína 

receptáculo. Esses usos incluem, mas não são limitados a, o uso do 

receptáculo proteico (i) como uma molécula repórter em ensaios celulares de 

triagem, incluindo ensaios intracelulares; (ii) como uma proteína para 

apresentação de bibliotecas randômicas ou selecionadas de peptídeos; (iii) 

como proteína apresentadora de antígenos como reagente para 

desenvolvimento de testes in vitro de diagnóstico imunológico, em geral, e 

para doenças infecciosas, parasitárias ou de outra origem imunológica; (iv) 

como proteína apresentadora de antígenos úteis para seleção, captura, triagem 

ou purificação de substâncias ligantes, tais como, anticorpos; (v) como 

proteína apresentadora de antígenos para composição vacinal; (vi) como 

proteína contendo sequências de anticorpos para ligação a antígenos; (vii) 

como proteína apresentadora de antígenos com atividade de imunização 

passiva.  

[0074] As proteínas receptáculo podem ser úteis como composição 

vacinal ao, extraordinariamente, apresentarem: (a) um grande número, 

simultaneamente, de sequências de poli-aminoácidos indutores de respostas 

imunológicas, e (b) um cerne proteico não indutor de resposta imunológica.  

[0075] A presente invenção é descrita detalhadamente através dos 

exemplos apresentados abaixo. É necessário frisar que a invenção não está 

limitada a esses exemplos, mas que também inclui variações e modificações 

dentro dos limites nos quais pode ser desenvolvida. Ainda vale informar que o 

acesso a todas as sequências biológicas do patrimônio genético brasileiro 

estão cadastradas no SISGEN, sob o número de cadastro AC53976. 
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EXEMPLOS 

EXEMPLO 1– Construção das proteínas de receptáculo 

[0076] As sequências de aminoácidos entre diferentes exemplos de 

proteína verde fluorescente, eGFP (GenBank: L29345.1; UniProtKB - 

P42212), Cycle-3 (GenBank: CAH64883.1), SuperFolder (GenBank: 

AOH95453.1), Split (Cabantous et al. Science Reports 3: 2854, 2013), 

Superfast (Fisher & DeLisa. PLoS One 3: e2351, 2008) foram utilizadas para 

a construção de novas proteínas para o presente pedido de invenção. Foram 

realizados alinhamentos e comparações das sequências pelo software Intaglio 

(Purgatory Design, V3.9.4). A partir desses dados, foram realizadas diversas 

alterações para que as proteínas receptáculo pudessem alcançar as 

características necessárias. 

[0077] Alterações foram realizadas para criação de sítios de ação de 

enzimas de restrição. A inserção desses sítios foi projetada para que não 

houvesse alteração nas características físico-químicas da proteína GFP e, 

desta forma, não afetar as propriedades ou qualidades descritas nesse pedido 

de patente. Adicionalmente, a inserção desses sítios de restrição agrega outras 

propriedades às proteínas receptáculo ao permitir uma potencialidade de usos 

em métodos e processos de engenharia genética que permitiriam a 

manipulação genética dessas proteínas para incorporação de diversos 

peptídeos em diferentes regiões da proteína. 

[0078] A sequência de nucleotídeos da proteína GFP foi manipulada 

para a introdução ou substituição de nucleotídeos a fim de se criar novos 

sítios para enzimas de restrição. Desse modo, foram produzidas duas novas 

proteínas receptáculo, a proteína “Platform” e a proteína “Rx”.  

[0079] As alterações nas sequências nucleotídicas baseando-se na 

proteína eGFP, deram origem às seguintes alterações de aminoácidos nas 

proteínas receptáculo: 

Proteína “Platform” 
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Posição 16, aminoácido I; 

Posição 28, aminoácido F; 

Posição 30, aminoácido R; 

Posição 39, aminoácido I; 

Posição 43, aminoácido S; 

Posição 72, aminoácido S; 

Posição 99, aminoácido Y; 

Posição 105, aminoácido T; 

Posição 111, aminoácido E; 

Posição 124, aminoácido V; 

Posição 128, aminoácido I; 

Posição 145, aminoácido F; 

Posição 153, aminoácido T; 

Posição 163, aminoácido A; 

Posição 166, aminoácido T; 

Posição 167, aminoácido V; 

Posição 171, aminoácido V; 

Posição 205, aminoácido T; 

Posição 206, aminoácido I; 

Posição 208, aminoácido L. 

[0080] Proteína “Rx” 

Posição 16, aminoácido V; 

Posição 28, aminoácido S; 

Posição 30, aminoácido R; 

Posição 39, aminoácido I; 

Posição 43, aminoácido T; 

Posição 72, aminoácido A; 

Posição 99, aminoácido S; 

Posição 105, aminoácido K; 
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Posição 111, aminoácido V; 

Posição 124, aminoácido V; 

Posição 128, aminoácido T; 

Posição 145, aminoácido F; 

Posição 153, aminoácido T; 

Posição 163, aminoácido A; 

Posição 166, aminoácido T; 

Posição 167, aminoácido V; 

Posição 171, aminoácido V; 

Posição 205, aminoácido T; 

Posição 206, aminoácido V; 

Posição 208, aminoácido S. 

[0081] Substituições alternativas de aminoácidos ainda podem 

selecionadas, para todas as proteínas receptáculo, nas posições: 

Posição 39, aminoácido N; 

Posição 72, aminoácido S; 

Posição 99, aminoácido S; 

Posição 105, aminoácido Y ou K; 

Posição 206, aminoácido I; 

Posição 208, aminoácido L. 

[0082] A presença de algumas mutações pode influenciar 

características bioquímicas da proteína. A mutação S30R influencia 

positivamente as características de enovelamento da proteína; as mutações 

Y145F e I171V previnem a tradução de intermediários indesejáveis; as 

mutações A206V ou I reduzem a possibilidade de agregação das proteínas 

nascentes. 

[0083] Outras alterações foram realizadas nas proteínas receptáculo 

“Platform” e “Rx”, a partir da inclusão de novos códons de nucleotídeos para 

criação de novos sítios de restrição, que podem ser vistas na tabela 1 (abaixo): 
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Tabela 1 
Variação da sequência de 
aminoácidos 

Nucleotídeos 
substituídos 

Nucleotídeos 
introduzidos 

Enzima de restrição a ser 
utilizada 

D102_D103insV - GTC AatII 
G116_D117insT - ACC KpnI 
L137_G138insK - AAG AfIII 
D191_P192insG - GGT RsrII 
E213_K214insL - CTC SacI 

[0084] Adicionalmente, a sequência de nucleotídeos das proteínas 

receptáculo “Platform” e “Rx” abriga mais dois outros sítios de restrição para 

NdeI and NheI, no terminal amino 5’ da proteína, a partir da inserção da 

sequência CATATGGTGGCTAGC (SEQ ID no. 5) e outros dois sítios de 

restrição para EcoRI e XhoI, no terminal carboxi 3’, a partir da inserção da 

sequência GAATTCTAATGACTCGAG (SEQ ID no 6). Ainda foi 

incorporado às proteínas receptáculo dois códons de parada (stop codons) e 

uma cauda de polihistidina no amino-terminal.  

[0085] A sequência de aminoácidos da proteína “Platform” pode ser 

observada na SEQ ID no 1 e sua sequência correspondente em nucleotídeos 

está descrita na SEQ ID no 2. 

[0086] A sequência de aminoácidos da proteína “Rx” pode ser 

observada na SEQ ID no. 3 e sua sequência correspondente em nucleotídeos 

está descrita na SEQ ID no. 4.  

[0087] Ao se criar sítios de restrição sem alterar a estrutura 

tridimensional da proteína original, permitiu-se o surgimento de 10 novos 

sítios de inserção de sequências de poli-aminoácidos exógenas na proteína. 

Cada novo sítio de inserção será aqui denominado de posição 1 a posição 10.  

[0088]  As localizações, nas sequências de nucleotídeos e de 

aminoácidos, das posições 1 a 10, das proteínas receptáculo “Platform” e 

“Rx” estão apontadas na Tabela 2 (abaixo): 

Tabela 2 
Posição na proteína receptáculo Posição na sequência de aminoácidos 

1 MVAS 
2 TTGKLPVP 
3 FKDVDG 
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4 FEGTDTL 
5 TDFKEDGNILKGHKL 
6 DKQKN 
7 ED 
8 PIGDGPVLLPDN 
9 SKDPNELKRD 
10 DELYKEF 

[0089] A partir de alinhamentos das sequências de aminoácidos de 

diferentes proteínas GFP, foi concebida uma sequência dos aminoácidos de 

consenso, designada CGP (Dai et al. Protein Engineering, Design and 

Selection 20(2): 69-79 2007). Esta proteína fluorescente embora apresentasse 

alta estabilidade, foi melhorada por evolução dirigida para apresentar maior 

estabilidade em relação ao CGP (Kiss et al. Protein Engineering, Design & 

Selection 22(5): 313-23, 2009). Contudo, a proteína melhorada, devido à 

presença de três mutações, apresentava tendência a agregação. Outras 

mutações foram ainda incorporadas com base em uma análise de sua estrutura 

cristalina resultando na eliminação da agregação e produção da proteína 

denominada Proteína Térmica Verde (Thermal Green Protein; TGP) (Close et 

al. Proteins 83(7): 1225-37, 2015). Quando usada como receptáculo de 

proteína, a sequência é chamada de "Tx". A sequência de aminoácidos da 

proteína “Tx” pode ser observada na SEQ ID no. 77 e sua sequência 

correspondente em nucleotídeos está descrita na SEQ ID no. 78.  

[0090] As localizações, nas sequências de nucleotídeos e de 

aminoácidos, das posições 1 a 12, das proteínas receptáculo “Tx” estão 

apontadas na Tabela 3 (abaixo): 

Tabela 3 
Posição na proteína receptáculo Posição na sequência de aminoácidos 

1 GAHASVIKPE 

2 NG 

3 YE 

4 GAPLPFS 

5 AFPE 

6 EDQ 

7 GD 

8 NFPPNGPVMQKK 
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9 DG 

10 EGGG 

11 KKDVRLPDA 

12 DKDYN 

EXEMPLO 2 – Construção da proteína PlatCruzi 

[0091] A proteína receptáculo “Platform” foi geneticamente 

manipulada para abrigar epítopos de Trypanosoma cruzi, a qual aqui 

denominamos plataforma PlatCruzi. O gene correspondente à proteína 

PlatCruzi, aqui denominado gene PlatCruzi, está descrito na sequência de 

nucleotídeos SEQ ID no. 17.  

[0092] Sequências de poli-aminoácidos originárias do T. cruzi foram 

selecionados a partir da literatura disponível no estado da arte, considerando 

dados experimentais de especificidade e sensibilidade para testes diagnósticos 

para a doença de Chagas (Peralta JM et al. J Clin Microbiol 32: 971-974, 

1994; Houghton RL et al. J Infect Dis 179: 1226-1234, 1999; Thomas et al. 

Clin Exp Immunol 123: 465-471, 2001; Rabello et al, 1999; Gruber & 

Zingales,  Exp Parasitology, 76(1): 1-12, 1993; Lafaille et al, Moleular 

Biochemistry Parasitology, 35(2): 127-36, 1989). Foram selecionados dez 

sequências de poli-aminoácidos para inserção nos dez pontos de inserção na 

proteína “Platform”, aqui denominados TcEp1 a TcEp10, conforme a tabela 4 

(abaixo). 

[0093] Após a seleção das sequências de poli-aminoácidos de T. cruzi, 

o gene sintético correspondente a proteína PlatCruzi foi produzido por síntese 

química, pela metodologia de gene síntese por ligação e inserido em 

plasmídeos para experimentação. A sequência de aminoácidos correspondente 

ao gene PlatCruzi, contendo os epítopos TcEp1 a TcEp10, está descrito na 

SEQ ID no. 18. 
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Tabela 4 

EXEMPLO 3 – Desenvolvimento da proteína PlatCruzi 

[0094] O gene sintético foi introduzido em plasmídeos pET28a, 

utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e Xhol através de 

métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. A fim de se 

identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada para a 

PlatCruzi, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o material 

plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de restrição e, 

posteriormente, sequenciamento. 

[0095] O método de sequenciamento utlizado foi o enzimático, 

dideoxi ou de terminação em cadeia, que se baseia na síntese enzimática de 

uma fita complementar, cujo crescimento é interrompido pela adição de um 

dideoxinucleotídeo (Sanger et al., Proceeding National Academy of Science, 

74(12): 5463-5467, 1977). Esta metodologia consiste nos seguintes passos: 

Reação de sequenciamento (replicação do DNA em 25 ciclos no 

termociclador), precipitação do DNA por isopropanol/etanol, desnaturação da 

dupla fita (95⁰C por 2 min) e a leitura da sequência nucleotídica foi realizada 

no sequenciador automático ABI 3730XL (ThermoFischer SCIENTIFIC) 

(Otto et al,. Genetics and Molecular Research 7: 861-871, 2008). As análises 

das sequências obtidas foram feitas com o auxílio do programa 4Peaks 

(Nucleobytes; Mac OS X, 2004). Na reação foram utilzados os inciadores do 

vetor pET-28a (T7 Promoter e T7 Terminator). 

[0096] O clone de plasmídeo analisado abrigando a sequência correta 

Epítopo Posição na 
proteína  

Proteína original do 
epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

TcEp1 1 KMP11 KFAELLEQQKNAQFPGK SEQ ID no. 7 
TcEp2 2 TcE KAAAAPA SEQ ID no. 8 
TcEp3 3 TcE KAAIAPA SEQ ID no. 9 
TcEp4 4 PEP-2 GDKPSPFGQAAAADK SEQ ID no. 10 
TcEp5 5 CRA KQKAAEATK SEQ ID no. 11 
TcEp6 6 TcD-1 AEPKPAEPKS SEQ ID no. 12 
TcEp7 7 TcD-2 AEPKSAEPKP SEQ ID no. 13 
TcEp8 8 TcLo 1.2 GTSEEGSRGGSSMPS SEQ ID no. 14 
TcEp9 9 B13 SPFGQAAAGDK SEQ ID no. 15 

TcEp10 10 CRA KQRAAEATK SEQ ID no. 16 

Petição 870190128036, de 04/12/2019, pág. 34/71



30 / 57 

para a PlatCruzi foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína PlatCruzi. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 quando 

induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa foi 

cultivada durante a noite em meio LB e, posteriormente ressemeada no 

mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em agitador a 200rpm, 

até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em seguida, 

IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas condições de cultivo 

são mantidas por mais 3 h.  

[0097] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M ureia, pH 

8,0). A solução foi submetida à cromatografia por coluna de afinidade 

HisTrapTM, 1 mL, (GE Healthcare Life Sciences) que permite a purificação de 

alta resolução de proteínas marcadas com histidina (histidine-tagged). O 

sobrenadante foi aplicado em coluna de afinidade a níquel (HisTrapTM, 1 mL, 

GE Healthcare Life Sciences) com o fluxo de 0,5 mL por minuto, 

previamente equlibrado em tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM 

NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi lavada com 10 mL do 

tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% do tampão B (50 mM 

Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) com fluxo de 0,7 

mL/min por 45 minutos. A purificação da PlatCruzi foi acompanhada a 280 

nm (linha preta) e está apresentada na Figura 1A. A porcentagem de imidazol 

está marcado em vermelho. A proteína foi eluída em um volume, 

aproximadamente, entre 19 e 25 ml. 

[0098] Alíquotas das proteínas recombinantes (1 μg/poço) foram 

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-

PAGE) (Laemmli, Nature 227: 680-685, 1970). Os géis de concentração 

(stacking gel) e de separação (running gel) foram preparados a uma 

concentração de acrilamida de 4% e 11%, respectivamente (tabela 5, abaixo). 

As amostras foram preparadas em condições desnaturantes em tampão 62,5 
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mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10% glicerol e 

fervidas a 95 °C durante 5 min (Hames BD, Gel electrophoresis of proteins: a 

practical approach. 3. ed. Oxford. 1998). Após a eletroforese, as proteínas 

foram detectadas por coloração com azul de comassie Blue R250 (Bio-Rad, 

EUA). O marcador KaleidoscopeTM Prestained Standards foi utilizado como 

referência de peso molecular (Bio-Rad, EUA). A Figura 1B, mostra a 

purificação da proteína PlatCruzi por cromatografia de afinidade usando uma 

coluna de níquel-agarose usando um sistema de cromatografia líquida 

Äktapurifier. 

Tabela 5: Volume e concentração dos reagentes usados no preparo do gel de 

concentração de amostras a 4% e para o gel de separação a 11%. 

 

EXEMPLO 4 – Desenvolvimento de ELISA a partir de PlatCruzi 

[0099] A performance da proteína PlatCruzi foi avaliada contra um 

painel de amostras biológicas de referência e de indivíduos acometidos por 

infecções por T. cruzi. A proteína PlatCruzi, em solução tampão 

carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), foi adicionada a uma placa de ELISA 

de 96 orifícios, nas quantidades de 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 µg/orifício a 4 °C por 

12-18 h. Os orifícios foram lavados com solução de tampão salina-fosfato 

(PBS) adicionado de Tween 20 (PBS-T, fosfato de sódio 10 mM - Na3PO4, 
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cloreto de sódio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, pH 7,4) e, em seguida, 

incubados com tampão PBS 1x contendo leite desnatado desidradato 5% 

(peso/volume) por 2 h a 37⁰C.  

[00100] Em seguida, os orifícios foram lavados 3 vezes com tampão 

PBS-T e incubadas com as amostras biológicas de referência TCl (IS 09/188) 

ou TCII (IS 09/186) (Organização Mundial da Saúde) diluídas 2, 4, 8, 16, 32 e 

64 vezes por 1 h a 37⁰C. Após o período de incubação, os orifícios foram 

lavados três vezes com PBS-T e, em seguida, incubados com anticorpo IgG 

humano marcado com fosfatase alcalina, na diluição de 1:5000, por 1 h a 

37⁰C. Os orifícios foram lavados novamente três vezes com tampão PBS-T e 

o substrato para-nitrofenilfosfato (PNPP, 1mg/mL, ThermoFischer 

SCIENTIFIC) foi adicionado. Após 30 minutos e sob abrigo de luz, a 

absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA a 405 nm.  

[00101] Os resultados mostraram respostas satisfatórias em todas as 

diluições de amostras biológicas de referência TCI e TCII  utilizadas 

independentemente da quantidade utilizada da PlatCruzi (Figura 2A e 2B). Os 

resultados fortemente suportam o uso da PlatCruzi para detecção de infecções 

por T. cruzi causadas por qualquer das seis DTUs (discrete typing 

units/unidades de tipagem distintas), abrangendo toda a área geográfica das 

cepas de T. cruzi circulantes. A mesma performance pode ser observada ao se 

utilizar soros de pacientes com doença de Chagas, com baixos e altos títulos 

de detecção de anticorpos (Figura 3). 

[00102] Placas de Elisa contendo 500ng (em 0,3M Urea, pH 8,0) de 

PlatCruzi foram elaboradas conforme anteriormente descrito e, após três 

lavagens com PBS-T, foram incubadas com soros de quatro pacientes com 

altos índices de anticorpos anti-T.cruzi (6C-CE, 9C-CE, 15C-CE and 12-SE) e 

de quatro pacientes com baixos índices de anticorpos anti-T.cruzi (3C-PB, 

6C-PB, 16C-PB and 17C-PB) em diferentes diluições: 1:50, 1:100, 1:250, 

1:500, 1:1000 por 1 h a 37⁰C. Após esse período, os orifícios foram lavados 
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três vezes com PBS-T e incubados com anticorpo IgG humano marcado com 

fosfatase alcalina, na diluição de 1:5000, por 1 h. Os orifícios foram lavados 

novamente três vezes com tampão PBS-T e o substrato para-nitrofenilfosfato 

(PNPP, 1mg/mL, ThermoFischer SCIENTIFIC) foi adicionado. Após 30 

minutos, a absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA a 405 nm.  

[00103] Os resultados demonstraram que para os soros com baixos 

títulos de anticorpos, sinais de leitura nas diluições 1:50, 1:100 and 1:250 

ficaram inequivocamente acima do limiar alcançados pelos controle negativo, 

evidenciando o potencial da plataforma PlatCruzi para detecção de anticorpos 

anti-T.cruzi tanto em soros de pacientes com altos quanto com baixos índices 

de anticorpos.  

[00104] O uso de amostras de soros de pacientes para propósitos 

experimentais foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fiocruz, conforme 

autorização CEP/IOC - CAAE: 52892216.8.0000.5248.  

EXEMPLO 5 – Sensibilidade e especificidade de ELISA a partir de 

PlatCruzi 

[00105] As placas de Elisa desenvolvidas no exemplo anterior 

contendo 500 ng (0,3 M Urea, pH 8,0) de PlatCruzi foram incubadas com 71 

soros de pacientes diagnosticados para T. cruzi, e mais 18 soros de pacientes 

diagnosticados para leishmaniose (negativos para T. cruzi), 20 soros 

diagnosticados para dengue (negativos para T. cruzi) e 39 soros negativos 

(outras infecções e indivíduos sem presença de alguma infecção) , à diluição 

de 1:250, por 1 h a 37⁰C. Após esse período, as placas foram submetidas a 

processos de lavagem e marcação com anticorpo, revelação e leitura tal como 

previamente realizado.  

[00106] Os resultados apontaram para uma excelente sensibilidade e 

especificidade utilizando a plataforma PlatCruzi (Figura 4) a partir da análise 

da correlação da curva de característica de operação do receptor (ROC). Não 

foram observados resultados falso negativos para os soros previamente 
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identificados como positivos para T. cruzi; assim como não foi observado 

falsos positivos para os demais soros reconhecidamente negativos para T. 

cruzi, inclusive para aqueles positivos para outras doenças infecciosas. 

Ambos os índices de sensibilidade e especificidade foram de 100%. 

EXEMPLO 6 - Desenvolvimento de proteína RxRabies2 

[00107]  A proteína “Rx” foi testada para verificação de sua 

performance e habilidade para expressar epítopos provenientes de outros 

microrganismos, incluindo vírus. A literatura aponta para um expressivo 

número de sequências de poli-aminoácidos específicos que podem ser 

utilizados como alvos para anticorpos neutralizantes. Entretanto, pequenas 

variações nas sequências observadas entre as cepas virais podem interferir na 

neutralização. Dessa forma, um estudo aprofundado sobre as melhores 

sequências de poli-aminoácidos a serem utilizados requer um grande 

conhecimento da biologia do vírus e da epidemiologia de sua interação com o 

seu hospedeiro. 

[00108] Sequências de poli-aminoácidos do vírus da Raiva foram 

selecionados a partir da literatura disponível no estado da arte, considerando 

dados experimentais de especificidade e sensibilidade para o diagnóstico da 

doença causada pelo vírus da raiva (Kuzmina et al., J Antivir Antiretrovir 5:2: 

37-43, 2013; Cai et al., Microbes Infect 12: 948-955, 2010).  

[00109] Foram selecionados dez sequências de poli-aminoácidos para 

inserção nos dez pontos de inserção na proteína Rx, aqui denominados RaEp1 

a RaEp10, conforme abaixo. A combinação da sequência dessas sequências 

de poli-aminoácidos com a proteína Rx deu origem a proteína RxRabies2. O 

gene correspondente à proteína RxRabies2, aqui denominado gene 

RxRabies2, está descrito na sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 19. A 

sequência de aminoácidos correspondente ao gene RxRabies2 o qual contem 

as sequências de poli-aminoácidos RaEp1 a RaEp10, está descrito na SEQ ID 

no. 20. 
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Tabela 6 

[00110] Um gene sintético contendo uma sequência codificante para a 

proteína Rx e sequências codificantes para as sequências de poli-aminoácidos 

descritas na tabela 6 acima foi sintetizado.  

[00111] O gene sintétido foi introduzido em plasmídeos pET28a, 

utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e Xhol através de 

métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. A fim de se 

identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada para a 

RxRabies2, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o material 

plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de restrição e, 

posteriormente, sequenciamento, realizados da mesma forma descrita em 

PlatCruzi. 

[00112] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

RxRabies2 foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína RxRabies2. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 

quando induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de 

BL21 foi cultivada durante a noite em meio LB e, posteriormente ressemeada 

no mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em agitador a 

200rpm, até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em 

seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas condições de 

cultivo são mantidas por mais 3 h a 37⁰C.  

[00113] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M ureia, pH 

Sequências de 
poli-

aminoácidos 

Posição na 
proteína  

Proteína original do 
epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

RaEp 1 1 sítio antigênico 1 CKLKLCGVLGL SEQ ID no. 21 
RaEp 2 2 sítio antigênico 1 CKLKLCGCSGL SEQ ID no. 22 
RaEp 3 3 sítio antigênico 1 CKLKLCGVPGL SEQ ID no. 23 
RaEp 4 4 - VDERGLYK SEQ ID no. 24 
RaEp 5 5 - WVAMQTSN SEQ ID no. 25 
RaEp 6 6 sítio antigênico III KSVRTWNEI SEQ ID no. 26 
RaEp 8 8 sítio antigênico G5 LHDFHSD SEQ ID no. 27 
RaEp 9 9 sítio antigênico G5 LHDFRSD SEQ ID no. 28 

RaEp 10 10 sítio antigênico G5 LHDLHSD SEQ ID no. 29 
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8,0). A solução foi submetida à cromatografia por coluna de afinidade 

HisTrapTM, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences, que permite a purificação de 

alta resolução de proteínas marcadas com histidina (histidine-tagged), com o 

fluxo de 0,5 mL por minuto, previamente equlibrado em tampão A (50 mM 

Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi 

lavada com 10 mL do tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% 

do tampão B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) 

com fluxo de 0,7 mL/min por 45 minutos.  

[00114] A produção de RxRabies2 foi analisada em três diferentes 

volumes de cultura; 3, 25 e 50 ml. Como visto na Tabela 7 (abaixo), a 

expressão de RxRabies2 foi de 123 µg / ml em média.  

Tabela 7 

Proteína 
Quantidade de proteína purificada (µg/mL) 

Cultura de 3 mL Cultura de 25 mL Cultura de 50 mL Média 

RxRabies2 190 132 46 123 

EXEMPLO 7 – Proteína RxRabies2 como composição vacinal 

[00115] A proteina RxRabies2 foi produzida tal como descrito no 

exemplo anterior. 100 µg de proteína foi suspensa em adjuvante incompleto 

de Freud’s (0,5 mL) e inoculados, intramuscular, na quadríceps de dois 

coelhos machos de Nova Zelândia, com 6 meses de vida. Os coelhos foram 

novamente inoculados sete e quatorze dias depois da inoculação inicial, com a 

proteina RxRabies suspensa em PBS (100 µg/0,5 mL). 

[00116] Após 21 dias da inoculação da primeira dose da composição 

vacinal, foi realizada a coleta de sangue dos animais. O plasma foi coletado 

por centrifugação e submetido a purificação por afinidade através da ligação a 

proteína Rx-Rabies2 adsorvida a superfície de uma membrana de 

nitrocelulose.  

[00117] A membrana de nitrocelulose contendo a proteína Rx-Rabies2 

foi preparada conforme a descrição abaixo, a fim de isolá-la de potenciais 

contaminantes. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para uma 
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membrana de nitrocelulose usando técnicas de Western blot conhecidas no 

estado da arte. 

preparação do gel de SDS-PAGE a 11%, conforme descrito 

em exemplo anterior e na Tabela 5; 

aplicação de 10 µg da proteína Rx-Rabies2 em gel de SDS-

PAGE 11% (Tabela 5) e submissão a corrente eletroforética de 100 volts, por 

apoximandante 2 horas; 

transferência das proteínas para membrana de nitrocelulose: as 

proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose através do 

Trans-Blot Cell (Bio-Rad, EUA), com o tampão de transferência (Tris base 25 

mM, glicina 192 mM e metanol 20%) por uma hora a 100V;  

coloração com vermelho de Ponceau S (Ponceau S 0,1%, ácido 

acético 5%), para a confirmação da presença da proteína recombinante. A 

membrana foi cortada de forma a especificamente obter um pedaço somente 

com a proteína RxRabies2;  

descoloração das membranas em água destilada e permanência 

em TBS (0,1%) entre 12 a 18 horas (overnight);  

incubação com solução de bloqueio (25 mM Tris-HCl, 125 

mM NaCl pH 7,4 (TBS) contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 (TBS-T) e 5% 

(p/v) de leite desnatado desidratado) por toda a noite; em seguida, as 

membranas foram incubadas novamente em solução de bloqueio, por uma 

hora e, posteriormente, feitas três lavagens com TBS-T por 5 minutos cada e 

mais três lavagens de 5 minutos com TBS. 

[00118] Os soros dos coelhos imunizados foram diluídos 1:500 em 

TBS e 10ml foram colocados em contato com os segmentos de membrana de 

nitrocelulose contendo a proteína RxRabies2 por 1 h, sob agitação e, 

posteriormente, lavados três vezes por 5 minutos com TBS-T e novamente 

lavados 3 vezes por 5 minutos com TBS. Em seguida, os anticorpos ligados 

especificamente foram liberados pela adição de 1 ml de 100 mM de glicina 
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(pH 3,0). O pH da solução foi elevado para 7 pela adição de 100 µl de 1M 

Tris (pH 9,0) para purificação dos anticorpos de coelho. A purificação de 

anticorpos que se ligam especificamente aos antígenos é uma importante 

etapa para uso desses anticorpos para terapias, pois permite a drástica redução 

do quantitativo a ser administrado minimizando os potenciais efeitos 

adversos. 

[00119] Diferentes extratos foram utilizados para demonstrar a 

habilidade específica dos anticorpos de coelho produzidos em se ligar a 

RxRabies2. Foram utilizados: 

extrato bacteriano bruto com expressão da proteína Rx, obtido 

através das mesmas condições citadas em PlatCruzi; 

proteína RxRabies2 no extrato bruto bacteriano e purificada 

nas concentrações 1x e 0,5x; 

proteína Platcruzi purificada, nas concentrações 1x e 0,5x. 

[00120] Os potenciais ligantes foram submetidos uma eletroforese em 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE a 11%, Tabela 5), conforme descrito 

anteriormente e, em seguida, tranferidos para membrana de nitrocelulose e 

submetidos a Western blot, cujo o detalhamento do método já fora descrito 

para RxRabies2.  

[00121] As membranas foram incubadas por uma hora com o soro anti-

RxRabies2 purificados como descrito acima, sob agitação. Em seguida, foram 

feitas novamente três lavagens de 5 minutos com TBS-T e três lavagens de 5 

minutos com TBS. Posteriormente, as membranas foram incubadas, por uma 

hora, com os anticorpos secundários anti-coelho IgG com peroxidase diluído 

a 1:10.000. Após a incubação com o anticorpo secundário, foram feitas três 

lavagens com TBS-T por 5 minutos e três lavagens com TBS por 5 minutos. 

A revelação foi realizada com auxílio do SigmaFast™ DAB Peroxidase 

Substrate Tablet. 

[00122] Os resultados apresentaram a ligação específica dos anticorpos 
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de coelho produzidos pela inoculação de RxRabies2 aos ligantes que 

continham proteínas do vírus da raiva 2. A Figura 5 apresenta bandas de 

leitura somente nas faixas 2, 4 e 6 as quais contém o extrato bruto bacteriano 

contendo a proteína RxRabies2, e a proteína RxRabies2 purificada e diluída 

nas concentrações 1x e 0,5x, respectivamente.  

[00123] A especificidade da resposta imunológica também pode ser 

observada pela inexistência de banda nas linhas 3, 5 e 7, contendo (i) a 

proteína receptáculo Rx sem a introdução de epítopos, (ii) a plataforma 

Platcruzi, diluída 1x e 0,5x, respectivamente. Esses resultados confirmam que 

a  resposta imune foi restrita aos epítopos do vírus da raiva, indicando que a 

proteína Rx per si não se apresenta imunogênica. 

EXEMPLO 8 - Desenvolvimento de proteína RxHolgG3 

[00124] A partir de estudos de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos de imunoglobulinas de cavalo (De-Simone et al., Toxicon 78: 

83–93, 2014; Wagner et al., Journal of Immunology 173: 3230-3242, 2004), 

foi identificado uma sequência de poli-aminoácidos de IgG3 de cavalos 

reconhecidos por IgG e IgE humanas, hábil para ser utilizado em ensaios 

laboratoriais de diagnóstico da alergia ao soro de cavalo.  

[00125] A sequência de poli-aminoácidos DVLFTWYVDGTEV (SEQ 

ID no. 30) foi incorporado a proteína Rx nas posições 1, 5, 6, 8, 9 e 10, dando 

origem a proteína RxHolgG3. A sequência de aminoácidos da proteína 

RxHolgG3 está descrita na SEQ ID no. 31. A sequência de nucleotídeos da 

proteína RxHolgG3 está descrita na SEQ ID no. 32. Um gene sintético 

contendo uma sequência codificante para a proteína Rx e a sequência 

codificante para a sequência de poli-aminoácidos descrita acima (SEQ ID no. 

30) foi sintetizado.  

[00126] O gene sintético foi introduzido em plasmídeos pET28a, 

utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e Xhol através de 

métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. A fim de se 
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identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada para a 

proteína RxHoIgG3, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado  por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, como já especificado em 

PlatCruzi. 

[00127] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

RxHoIgG3 foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína RxHoIgG3. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 

quando induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de 

BL21 foi cultivada durante a noite em meio LB e, posteriormente ressemeada 

no mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em agitador a 

200rpm, até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em 

seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas condições de 

cultivo são mantidas por mais 3 h.  

[00128] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M uréia, pH 

8,0). A solução foi submetida à cromatografia por uma coluna de afinidade a 

níquel (HisTrapTM, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences) e com o fluxo de 0,5 

mL por minuto, previamente equlibrado em tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 

8,0, 100 mM NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi lavada com 

10 mL do tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% do tampão 

B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) com fluxo 

de 0,7 mL/min por 45 minutos. A produção da proteína RxHolgG3 pode ser 

evidenciada no eluato após a eletroforese por SDS-PAGE a 11% (Tabela 5). 

Os resultados estão apresentados na Figura 6, e mostram a expressão de 

RxHoIgG3 como uma proteína recombinante. Nenhuma banda foi detectada 

no extracto solúvel bacteriano não induzido (Figura 6, coluna 1), e uma nas 

frações insolúveis (coluna 2) e solúveis (coluna 3). 

EXEMPLO 9 – Desenvolvimento de proteína RxOro 
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[00129] A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos do vírus oropouche (cepa Q71MJ4 e Q9J945, Uniprot) (Acrani 

et al., Journal of General Virology 96: 513–523, 2014; Tilston-Lunel et al., 

Journal of General Virology 96 (Pt 7): 1636–1650, 2015), foram selecionadas 

sequências de poli-aminoácidos a partir de técnicas spot síntese ou 

microarranjo de peptídeo disponível no estado da arte, considerando seu 

potencial diagnóstico. Foram selecionados 6 sequências de poli-aminoácidos 

para inserção em nove pontos de inserção na proteína Rx, aqui denominados 

OrEp 1 a OrEp 7, conforme tabela 8 abaixo: 

Tabela 8 

[00130] A combinação da sequência dessas sequências de poli-

aminoácidos descritas acima com a proteína Rx deu origem a proteína RxOro. 

A sequência de aminoácidos correspondente ao gene RxOro, contendo as 

sequências de poli-aminoácidos OrEp1 a OrEp6, está descrita na SEQ ID no. 

33. O gene correspondente à proteína RxOro, aqui denominado gene RxOro, 

está descrito na sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 34. 

[00131] Um gene sintético RxOro foi sintetizado e introduzido em 

plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e 

Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. 

A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada 

para a RxOro, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, conforme descrito em PlatCruzi. 

Sequências de 
poli-aminoácidos 

Posição na 
proteína  

Proteína 
original do 

epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

OrEp 1 1 G1 YIEKDDSDALKALF SEQ ID no. 35 
OrEp 2 3 G2 GNFMVLSVDD SEQ ID no. 36 
OrEp 2 4 G2 GNFMVLSVDD SEQ ID no. 36 
OrEp 3 5 N KTSRPMVDLTFGGVQ SEQ ID no. 37 
OrEp 3 6 N KTSRPMVDLTFGGVQ SEQ ID no. 37 
OrEp 4 7 N IFNDVPQRTTSTFDP SEQ ID no. 38 
OrEp 4 8 N IFNDVPQRTTSTFDP SEQ ID no. 38 
OrEp 5 9 G2 LYSDLFSKNLVTEY SEQ ID no. 39 
OrEp 6 10 G1 YIEKDDSDALKALF SEQ ID no. 40 

Petição 870190128036, de 04/12/2019, pág. 46/71



42 / 57 

[00132] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

proteína RxOro foi transferido para E. coli, cepa BL21. A cepa BL21 pode 

expressar RNA polimerase T7 quando induzida por Isopropil β-D-1-

thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 foi cultivada durante a noite 

em meio LB e, posteriormente ressemeada no mesmo meio, adicionado de 

canamicina (30 µg/ml), em agitador a 200rpm, até atingir a densidade óptica 

de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é 

adicionado à cultura e as mesmas condições de cultivo são mantidas por mais 

3 h.  

[00133] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M uréia, pH 

8,0). A solução foi submetida à cromatografia por uma coluna de afinidade a 

níquel (HisTrapTM, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences) e com o fluxo de 0,5 

mL por minuto, previamente equlibrado em tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 

8,0, 100 mM NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi lavada com 

10 mL do tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% do tampão 

B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) em um fluxo 

de 0,7 mL/min por 45 minutos. A produção de RxOro foi examinada em três 

diferentes volumes de crescimentto bacteriano; 3, 25 e 50 ml. O nível de 

expressão de RxOro foi de 203 µg / ml em média e os resultaddos estão 

apresentados na Tabela 9. 

Tabela 9 

Proteína 
Quantidade de proteína purificada (µg/mL) 

Cultura de 3 mL Cultura de 25 mL Cultura de 50 mL Medía 

RxOro 407 164 40 204 

EXEMPLO 10 – Desenvolvimento de ELISA a partir de RxOro 

[00134]  A performance da proteína RxOro foi avaliada contra um 

painel de soros de indivíduos acometidos por infecções por Oropouche. A 

proteína RxOro, em solução (0,3 M Urea, pH 8,0), foi adicionada a uma placa 

de ELISA de 96 orifícios, na quantidade de 500 ng/orifício a 4 °C por 12-18 
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h. Os orifícios foram lavados com solução de tampão salina-fosfato (PBS) 

adicionado de Tween 20 (PBS-T, fosfato de sódio 10 mM - Na3PO4, cloreto 

de sódio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, pH 7,4) e, em seguida, 

incubados com tampão PBS 1x contendo leite desnatado desidradato 5% 

(peso/volume) por 2 h a 37⁰C.  

[00135] Em seguida, os orifícios foram lavados 3 vezes com tampão 

PBS-T e incubadas com 98 amostras de soros de pacientes suspeitos de 

infecção pelo vírus Oropouche e 51 amostras de soros de pacientes saudáveis 

diluídas 1:100, por 1 h a 37⁰C. Após o período de incubação, os orifícios 

foram lavados três vezes com PBS-T e, em seguida, incubados com anticorpo 

IgG humano marcado com fosfatase alcalina, na diluição de 1:5000, por 1 h a 

37⁰C. Os orifícios foram lavados novamente três vezes com tampão PBS-T e 

o substrato para-nitrofenilfosfato (PNPP, 1mg/mL, ThermoFischer 

SCIENTIFIC) foi adicionado. Após 30 minutos e sob abrigo de luz, a 

absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA a 405 nm.  

[00136]  Os resultados apontaram para uma excelente sensibilidade e 

especificidade utilizando a RxOro (Figura 7). Os resultados fortemente 

suportam o uso da RxOro para detecção de infecções pelo vírus Oropouche. 

[00137]  O uso de amostras de soros de pacientes para propósitos 

experimentais foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fiocruz, conforme 

autorização CEP/IOC - CAAE: 52892216.8.0000.5248.  

EXEMPLO 11 – Desenvolvimento de proteína RxMayaro_IgG  

[00138] A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos do vírus Mayaro (cepa Q8QZ73 e Q8QZ72, Uniprot) (Espósito 

et al., Genome Announcement 3: e01372-15, 2015), foram selecionadas 

sequências de poli-aminoácidos a partir da literatura disponível no estado da 

arte, considerando seu potencial diagnóstico. Foram selecionadas 4 

sequências de poli-aminoácidos para inserção em nove pontos de inserção na 

proteína Rx, aqui denominados MGEp1 a MGEp 4, conforme Tabela 10 
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abaixo: 

Tabela 10 

[00139] A combinação da sequência dessas sequências de poli-

aminoácidos descritas acima com a proteína Rx deu origem a proteína 

RxMayaro_IgG. A sequência de aminoácidos correspondente ao gene 

RxMayaro_IgG, contendo as sequências de poli-aminoácidos MGEp 1 a 

MGEp 4, está descrito na SEQ ID no. 45. O gene correspondente à proteína 

RxMayaro_IgG, aqui denominado gene RxMayaro_IgG, está descrito na 

sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 46. 

[00140] Um gene sintético RxMayaro_IgG foi sintetizado e 

introduzido em plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as 

enzimas Ndel e Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no 

estado da arte. A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a 

sequência desenhada para a RxMayaro_IgG, uma cepa DH5α de Escherichia 

coli foi transformada e o material plasmidial analisado por técnicas de 

digestão por enzimas de restrição e, posteriormente, sequenciamento, 

conforme citado em PlatCruzi. 

[00141] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

proteína RxMayaro_IgG foi transferido para E. coli, cepa BL21. A cepa BL21 

pode expressar RNA polimerase T7 quando induzida por Isopropil β-D-1-

thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 foi cultivada durante a noite 

em meio LB e, posteriormente ressemeada no mesmo meio, adicionado de 

canamicina (30 µg/ml), em agitador a 200rpm, até atingir a densidade óptica 

Sequências de 
poli-aminoácidos 

Posição na 
proteína  

Proteína original do 
epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

MGEp 1 1 nsP2 KLSATDWSAI SEQ ID no. 41 
MGEp 2 3 Capsid KPKPQPEK SEQ ID no. 42 
MGEp 3 4 nsP1 KKMTPSDQI SEQ ID no. 43 
MGEp 4 5 nsP3 VELPWPLETI SEQ ID no. 44 
MGEp 2 6 Capsid KPKPQPEK SEQ ID no. 42 
MGEp 1 7 nsP2 KLSATDWSAI SEQ ID no. 41 
MGEp 4 8 nsP3 VELPWPLETI SEQ ID no. 44 
MGEp 3 9 nsP1 KKMTPSDQI SEQ ID no. 43 
MGEp 1 10 nsP2 KLSATDWSAI SEQ ID no. 41 

Petição 870190128036, de 04/12/2019, pág. 49/71



45 / 57 

de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é 

adicionado à cultura e as mesmas condições de cultivo são mantidas por mais 

3 h.  

[00142] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M uréia, pH 

8,0). A solução foi submetida à cromatografia por uma coluna de afinidade a 

níquel (HisTrapTM, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences) e com o fluxo de 0,5 

mL por minuto, previamente equlibrado em tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 

8,0, 100 mM NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi lavada com 

10 mL do tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% do tampão 

B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) com fluxo 

de 0,7 mL/min por 45 minutos. A produção da proteína RxMayaro_IgG pode 

ser evidenciada no eluído a partir da realização de eletroforese SDS-PAGE a 

11% (Tabela 5). A proteína RxMayaro_IgG também foi examinada por SDS-

PAGE para confirmar sua produção e determinar sua distribuição entre as 

frações solúvel e insolúvel. Como visto na Figura 8, as colunas 4 e 7 (setas) 

mostram que RxMayaro_IgG é produzido como solúvel e insolúvel.  

[00143] A produção de RxMayaro_IgG foi examinada em três 

diferentes volumes de crescimento: 3, 25 e 50 ml. Como visto na Tabela 11 

(abaixo), o nível de expressão de RxMayaro_IgG foi de 130 µg / ml em 

média. 

Tabela 11 

Proteína 
Quantidade de proteína purificada (µg/mL) 

Cultura de 3 mL Cultura de 25 mL Cultura de 50 mL Medía 

RxMayaro_IgG 157 168 64 130 

EXEMPLO 12 – Desenvolvimento de ELISA a partir de RxMayaro_IgG 

[00144] A performance da proteína RxMayaro_IgG foi avaliada contra 

um painel de soros de indivíduos acometidos por infecções por vírus Mayaro. 

A proteína RxMayaro_IgG, em solução (0,3 M Urea, pH 8,0), foi adicionada 

a uma placa de ELISA de 96 orifícios, na quantidade de 500 ng/orifício a 4 °C 
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por 12-18 h. Os orifícios foram lavados com solução de tampão salina-fosfato 

(PBS) adicionado de Tween 20 (PBS-T, fosfato de sódio 10 mM - Na3PO4, 

cloreto de sódio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, pH 7,4) e, em seguida, 

incubados com tampão PBS 1x contendo leite desnatado desidradato 5% 

(peso/volume) por 2 h a 37⁰C.  

[00145] Em seguida, os orifícios foram lavados 3 vezes com tampão 

PBS-T e incubadas com 6 amostras de soros de pacientes suspeitos de 

infecção pelo vírus Mayaro e 29 amostras de soros de pacientes saudáveis 

diluídas 1:100, por 1 h a 37⁰C. Após o período de incubação, os orifícios 

foram lavados três vezes com PBS-T e, em seguida, incubados com anticorpo 

IgG humano marcado com fosfatase alcalina, na diluição de 1:5000, por 1 h a 

37⁰C. Os orifícios foram lavados novamente três vezes com tampão PBS-T e 

o substrato para-nitrofenilfosfato (PNPP, 1mg/mL, ThermoFischer 

SCIENTIFIC) foi adicionado. Após 30 minutos e sob abrigo de luz, a 

absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA a 405 nm.  

[00146] Os resultados apontaram para uma excelente sensibilidade e 

especificidade utilizando a RxMayaro_IgG (Figura 9). Os resultados 

fortemente suportam o uso da RxMayaro_IgG para detecção de infecções pelo 

vírus Mayaro. 

[00147] O uso de amostras de soros de pacientes para propósitos 

experimentais foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fiocruz, conforme 

autorização CEP/IOC - CAAE: 52892216.8.0000.5248.  

EXEMPLO 13 – Desenvolvimento de proteína RxMayaro_IgM  

[00148]  A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos do vírus Mayaro (cepa Q8QZ73 e Q8QZ72, Uniprot) (Espósito 

et al., Genome Announcement 3: e01372-15, 2015), foram selecionadas 

sequências de poli-aminoácidos a partir da literatura disponível no estado da 

arte, considerando seu potencial diagnóstico. Foram selecionadas 4 

sequências de poli-aminoácidos para inserção em nove pontos de inserção na 
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proteína Rx, aqui denominados MMEp1 a MMEp 4, conforme tabela 12 

(abaixo): 

Tabela 12 

[00149]  A combinação da sequência dessas sequências de poli-

aminoácidos descritas acima com a proteína Rx deu origem a proteína 

RxMayaro_IgM. A sequência de aminoácidos correspondente ao gene 

RxMayaro_IgM, contendo as sequências de poli-aminoácidos MMEp 1 a 

MMEp 4, está descrito na SEQ ID no. 51. O gene correspondente à proteína 

RxMayaro_IgM, aqui denominado gene RxMayaro_IgM, está descrito na 

sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 52. 

[00150]  Um gene sintético RxMayaro_IgM foi sintetizado e 

introduzido em plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as 

enzimas Ndel e Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no 

estado da arte. A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a 

sequência desenhada para a RxMayaro_IgM, uma cepa DH5α de Escherichia 

coli foi transformada e o material plasmidial analisado por técnicas de 

digestão por enzimas de restrição e, posteriormente, sequenciamento, como 

previamente descrito em PlatCruzi. 

[00151] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

proteína RxMayaro_IgM foi transferido para E. coli, cepa BL21. A cepa 

BL21 pode expressar RNA polimerase T7 quando induzida por Isopropil β-D-

1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 foi cultivada durante a noite 

em meio LB e, posteriormente ressemeada no mesmo meio, adicionado de 

Sequências de 
poli-aminoácidos 

Posição na 
proteína  

Proteína original do 
epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

MMEp1  1 nsP1 HRIRLLLQS SEQ ID no. 47 
MMEp2  3 E2 SYRTGAERV SEQ ID no. 48 
MMEp3  4 nsP2 NGVKQTVDV SEQ ID no. 49 
MmEp4  5 E1 QSRTLDSRD SEQ ID no. 50 
MMEp 4 6 E1 QSRTLDSRD SEQ ID no. 50 
MMEp1  7 nsP1 HRIRLLLQS SEQ ID no. 47 
MMEp 2 8 E2 SYRTGAERV SEQ ID no. 48 
MMEp3  9 nsP2 NGVKQTVDV SEQ ID no. 49 
MMEp1  10 nsP1 HRIRLLLQS SEQ ID no. 47 
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canamicina (30 µg/ml), em agitador a 200 rpm, até atingir a densidade óptica 

de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é 

adicionado à cultura e as mesmas condições de cultivo são mantidas por mais 

3 h.  

[00152] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em tampão de uréia (100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-base, 8 M uréia, pH 

8,0). A solução foi submetida à cromatografia por uma coluna de afinidade a 

níquel (HisTrapTM, 1 mL, GE Healthcare Life Sciences) e com o fluxo de 0,5 

mL por minuto, previamente equlibrado em tampão A (50 mM Tris-HCl, pH 

8,0, 100 mM NaCl e 5 mM imidazol). Após ligação, a resina foi lavada com 

10 mL do tampão A. A proteína foi eluída em gradiente de 100% do tampão 

B (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl e 500 mM imidazol) com fluxo 

de 0,7 mL/min por 45 minutos.  

[00153] A produção da proteína RxMayaro_IgM pode ser evidenciada 

no eluído a partir da realização de eletroforese SDS-PAGE e sua distribuição 

ser observada entre as frações solúvel e insolúvel. Como pode ser visto na 

Figura 8, as colunas 5 e 8 (setas) mostram que RxMayaro_IgM é produzido 

como solúvel e insolúvel.  

[00154]  A produção de RxMayaro_IgM também foi examinada em 

três diferentes volumes de crescimento: 3, 25 e 50 ml. Como visto na Tabela 

13 (abaixo), o nível de expressão de RxMayaro_IgM foi de 205 µg / ml em 

média. 

Tabela 13 

Proteína 
Quantidade de proteína purificada (µg/mL) 

Cultura de 3 mL Cultura de 25 Ml Cultura de 50 mL Medía 

RxMayaro_IgM 200 172 242 205 

EXEMPLO 14 – Desenvolvimento de ELISA a partir de RxMayaro_IgM 

[00155]  A performance da proteína RxMayaro_IgM foi avaliada 

contra um painel de soros de indivíduos acometidos por infecções por vírus 

Mayaro. A proteína RxMayaro_IgM, em solução (0,3 M Urea, pH 8,0), foi 
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adicionada a uma placa de ELISA de 96 orifícios, na quantidade de 500 

ng/orifício a 4 °C por 12-18 h. Os orifícios foram lavados com solução de 

tampão salina-fosfato (PBS) adicionado de Tween 20 (PBS-T, fosfato de 

sódio 10 mM - Na3PO4, cloreto de sódio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, 

pH 7,4) e, em seguida, incubados com tampão PBS 1x contendo leite 

desnatado desidradato 5% (peso/volume) por 2 h a 37⁰C.  

[00156]  Em seguida, os orifícios foram lavados 3 vezes com tampão 

PBS-T e incubadas com 6 amostras de soros de pacientes suspeitos de 

infecção pelo vírus Mayaro e 29 amostras de soros de pacientes saudáveis 

diluídas 1:100, por 1 h a 37⁰C. Após o período de incubação, os orifícios 

foram lavados três vezes com PBS-T e, em seguida, incubados com anticorpo 

IgM humano marcado com fosfatase alcalina, na diluição de 1:5000, por 1 h a 

37⁰C. Os orifícios foram lavados novamente três vezes com tampão PBS-T e 

o substrato para-nitrofenilfosfato (PNPP, 1mg/mL, ThermoFischer 

SCIENTIFIC) foi adicionado. Após 30 minutos e sob abrigo de luz, a 

absorbância foi medida em leitor de placa de ELISA a 405 nm.  

[00157]  Os resultados apontaram para uma excelente sensibilidade e 

especificidade utilizando a RxMayaro_IgM (Figura 10). Os resultados 

fortemente suportam o uso da RxMayaro_IgM para detecção de infecções 

pelo vírus Mayaro. 

[00158]  O uso de amostras de soros de pacientes para propósitos 

experimentais foi aprovado pelo Comitê de Ética da Fiocruz, conforme 

autorização CEP/IOC - CAAE: 52892216.8.0000.5248.  

EXEMPLO 15 – Desenvolvimento da proteína RxPtx 

[00159] A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos da toxina proteica da bactéria Bordetella pertussis (P04977; 

P04978; P04979; P0A3R5 e P04981: Uniprot) foram selecionadas sequências 

de poli-aminoácidos a partir da literatura disponível no estado da arte, 

considerando seu potencial diagnóstico. Foram selecionadas 10 sequências de 
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poli-aminoácidos para inserção em nove pontos de inserção na proteína Rx, 

aqui denominados PtxEp1 a PtxEp 10, conforme Tabela 14 abaixo. Neste 

exemplo, dois epítopos foram localizados na posição 1 usando um espaçador 

(SEQ ID no. 95: SYWKGS) entre eles. Dois epítopos também foram 

inseridos na posição 10 usando outro espaçador (SEQ ID no. 96: 

EAAKEAAK). O intuito da introdução destes espaçadores é gerar um espaço 

físico inerte entre os poli-aminoáciodos consecutivos, ajudando assim a 

impedir a competição de ligação entre anticorpos adjacentes. 

Tabela 14 
Sequências de 

poli-aminoácidos 
Posição na 

proteína 
Proteína original 

do epítopo 
Sequência SEQ ID no. 

PtxEp 1 1 Ptx-S1 PYTSRRSVASIVGT SEQ ID no. 53 
Espaçador Entre PtxEp1 e 2 NA SYWKGS SEQ ID no. 95 
PtxEp 2 1 Ptx-S3 QYYDYEDATF SEQ ID no. 54 
PtxEp 3 2 Ptx-S4 GPKQLTFEGK SEQ ID no. 55 
PtxEp 4 3 Ptx-S2 DATFETYALT SEQ ID no. 56 
PtxEp 5 5 Ptx-S5 LTVEDSPYP SEQ ID no. 57 
PtxEp 6 6 Ptx-S1 ALATYQSEY SEQ ID no. 58 
PtxEp 7 8 Ptx-S3 PGIVIPPKALFTQQ SEQ ID no. 59 
PtxEp 8 9 Ptx-S1 AVEAERAGR SEQ ID no. 60 
PtxEp 9 10 Ptx-S1 TTTEYSNAR SEQ ID no. 61 

Espaçador Entre PtxEp9 e 10 NA EAAKEAAK SEQ ID no. 96 
PtxEp10 10 Ptx-S1 ERAGEAMVLVYYES SEQ ID no. 62 

[00160] A combinação da sequência dessas sequências de poli-

aminoácidos descritas acima com a proteína Rx deu origem a proteína RxPtx. 

A sequência de aminoácidos correspondente ao gene RxPtx, contendo os 

epítopos PtxEp 1 a PtxEp 10, está descrito na SEQ ID no. 64. O gene 

correspondente à proteína RxPtx, aqui denominado gene RxPtx, está descrito 

na sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 63. 

[00161] Um gene sintético RxPtx foi sintetizado e introduzido em 

plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e 

Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. 

A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada 

para a RxPtx, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, como previamente descrito em 

Petição 870190128036, de 04/12/2019, pág. 55/71



51 / 57 

PlatCruzi. 

[00162] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

proteína RxPtx foi transferido para E. coli, cepa BL21. A cepa BL21 pode 

expressar RNA polimerase T7 quando induzida por Isopropil β-D-1-

thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 foi cultivada durante a noite 

em meio LB e, posteriormente ressemeada no mesmo meio, adicionado de 

canamicina (30 µg/ml), em agitador a 200 rpm, até atingir a densidade óptica 

de turbidez de 0,6-0,8 (600 nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é 

adicionado à cultura e as mesmas condições de cultivo são mantidas por mais 

3 h.  

[00163] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em 2 mL de PBS com CelLytic (0,5x) durante uma hora a 4 °C. Após outra 

centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e o sedimento foi ressuspenso em 

solução de ureia 8 M (pH 8,0) no mesmo volume que o sobrenadante. 

Volumes iguais foram carregados no gel de SDS-PAGE (11%, Tabela 5). 

[00164] A proteína RxPtx foi examinada por eletroforese de SDS-

PAGE para confirmar sua produção e determinar sua distribuição entre as 

frações solúvel e insolúvel. Como visto na Figura 11, as colunas 5 e 6 (setas) 

mostram que RxPtx é produzido como solúvel e insolúvel com maior 

proporção na fração insolúvel. 

EXEMPLO 16 - Desenvolvimento de proteína RxYFIgG 

[00165] A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos do vírus da febre amarela (cepa 17DD e as sequências no 

arquivo p03314-Uniprot) foram selecionadas sequências de poli-aminoácidos 

a partir da literatura disponível no estado da arte, considerando seu potencial 

diagnóstico. Foram selecionadas 10 sequências de poli-aminoácidos para 

inserção em nove pontos de inserção na proteína Rx, aqui denominados 

YFIgGEp1 a YFIgGEp10, conforme tabela 15 abaixo. Dois epítopos foram 

localizados na posição 10 usando um espaçador (SEQ ID no. 97: TSYWKGS) 
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entre eles. O espaçador tem a função de criar um espaço físico entre os 

epítopos consecutivos, auxiliando a preservação da interação com os 

anticorpos. 

Tabela 15 
Sequências de 

poli-
aminoácidos 

Posição na 
proteína 

Proteína original 
do epítopo 

Sequência SEQ ID no. 

YFIgGEp 1 1 NS4B SPWSWPDLDLKPGA SEQ ID no. 65 
YFIgGEp 2 3 NS2A DGNCDGRGKSTRST SEQ ID no. 66 
YFIgGEp 3 4 NS1 VFSPGRKNGSFIID SEQ ID no. 67 
YFIgGEp 4 5 NS4B HVQDCDESVLTRLE SEQ ID no. 68 
YFIgGEp 5 6 NS1 DCDGSILGAAVNGK SEQ ID no. 69 
YFIgGEp 6 7 NS1 FTTRVYMDA SEQ ID no. 70 
YFIgGEp 7 8 NS1 RDSDDWLNKYSYYP SEQ ID no. 71 
YFIgGEp 8 9 NS1 ESEMFMPRSIGGPV SEQ ID no. 72 
YFIgGEp 9 

 
10 NS4B AEAEMVIHHQHVQD 

 
SEQ ID no. 73 

 
Espaçador Entre 

YFIgGEp9 e 
10 

 
TSYWKGS SEQ ID no. 97 

YFIgGEp 10 10 NS1 LEHEMWRSRADEINAIFEE SEQ ID no. 74 

[00166] A combinação da sequência desses poli-aminoácidos descritos 

acima com a proteína Rx deu origem a proteína RxYFIgG. A sequência de 

aminoácidos correspondente ao gene RxYFIgG, contendo os epítopos 

YFIgGEp 1 a YFIgGEp 10, está descrito na SEQ ID no. 75. O gene 

correspondente à proteína RxYFIgG, aqui denominado gene RxYFIgG, está 

descrito na sequência de nucleotídeos SEQ ID no. 76. 

[00167] Um gene sintético RxYFIgG foi sintetizado e introduzido em 

plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e 

Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. 

A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada 

para a RxYFIgG, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, como previamente descrito em 

PlatCruzi. 

[00168] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

RxYFIgG foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína RxYFIgG. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 quando 
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induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 

foi cultivada durante a noite em meio LB a 37 °C e, posteriormente 

ressemeada no mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em 

agitador a 200 rpm, até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 

nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas 

condições de cultivo são mantidas por mais 3 h a 37 °C.  

[00169] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em 2 mL de PBS com CelLytic (0,5x) durante uma hora a 4 °C. Após outra 

centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e o sedimento foi ressuspenso em 

solução de ureia 8 M (pH 8,0) no mesmo volume que o sobrenadante. 

Volumes iguais foram carregados no gel de SDS-PAGE (11%, Tabela 5). A 

proteína RxYFIgG foi examinada por eletroforese por SDS-PAGE para 

confirmar sua produção e determinar sua distribuição entre as frações solúvel 

e insolúvel. Como visto na Figura 11, as colunas 9 e 10 (setas) mostram que 

RxYFIgG é produzido como solúvel e insolúvel, com maior proporção na 

fração insolúvel. 

EXEMPLO 17 - Desenvolvimento de proteína TxNeuza 

[00170]  A proteína receptáculo “Tx” foi geneticamente manipulada 

para abrigar epítopos de células T da Dermatophogoides pteronyssinus, a qual 

aqui denominamos plataforma TxNeuza. O gene correspondente à proteína 

TxNeuza, aqui denominado gene TxNeuza, está descrito na sequência de 

nucleotídeos SEQ ID no. 89.  

[00171] A partir de estudo de mapeamento de sequências de poli-

aminoácidos de células T da D. pteronyssinus, foram selecionadas sequências 

de poli-aminoácidos a partir da literatura disponível no estado da arte, 

considerando seu potencial diagnóstico das alergias causada pelo D. 

pteronyssinus (Hinz et al., Clin Exp Allergy 45: 1601–1612, 2015; Oseroff et 

al., Clin Exp Allergy 47:577-592, 2017). Foram selecionados nove sequências 

de poli-aminoácidos para inserção em nove pontos de inserção na proteína Tx, 
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aqui denominados NeuzaEp1 a NeuzaEp9, conforme tabela 16 abaixo. Neste 

exemplo, dois epítopos foram localizados na posição 12 usando um espaçador 

(SEQ ID no. 98: GGSG) entre eles.  

Tabela 16 
Sequências de 

poli-aminoácidos 
Posição na 

proteína 
Proteína 

original do 
epítopo 

Sequência 
SEQ ID no. 

NeuzaEp1 12 Derp1 DLRQMRTVTPIRMQGGCGSC SEQ ID no. 79 
NeuzaEp2 10 Derp1 GCGSCWAFSGVAATESAYLA SEQ ID no. 80 
NeuzaEp3 7 Derp1 QESYYRYVAREQSCR SEQ ID no. 81 
NeuzaEp4 2 Derp1 HAVNIVGYSNAQGVD SEQ ID no. 82 
NeuzaEp5 9 Derp2 CHGSEPCIIHRGKPFQLEAV SEQ ID no. 83 
NeuzaEp6 6 Derp2 YDIKYTWNVPKIAPKSENVV SEQ ID no. 84 
NeuzaEp7 12 Derp2 NTKTAKIEIKASIDG SEQ ID no. 85 
NeuzaEp8 5 Derp2 GVLACAIATHAKIRD SEQ ID no. 86 
NeuzaEp9 1 Derp23 PKDPHKFYICSNWEAVHKDC SEQ ID no. 87 
Espaçador Entre 

NeuzaEp1 e 
7 

 
GGSG SEQ ID no. 98 

[00172] A combinação da sequência desses epítopos descritos acima 

com a proteína Tx deu origem a proteína TxNeuza. A sequência de 

aminoácidos correspondente ao gene TxNeuza, contendo os epítopos 

NeuzaEp 1 a NeuzaEp9, está descrito na SEQ ID no. 88. 

[00173] Um gene sintético TxNeuza foi sintetizado e introduzido em 

plasmídeos pET28a, utilizando os sítios de restrição para as enzimas Ndel e 

Xhol através de métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. 

A fim de se identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada 

para a TxNeuza, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, como previamente descrito em 

PlatCruzi. 

[00174] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

TxNeuza foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína TxNeuza. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 quando 

induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 

foi cultivada durante a noite em meio LB a 37 °C e, posteriormente 

ressemeada no mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em 
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agitador a 200 rpm, até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 

nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas 

condições de cultivo são mantidas por mais 3 h a 37 °C. 

[00175]  A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em 2 mL de PBS com CelLytic (0,5x) durante uma hora a 4 °C. Após outra 

centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e o sedimento foi ressuspenso em 

solução de ureia 8 M (pH 8,0) no mesmo volume que o sobrenadante. 

Volumes iguais foram carregados no gel de SDS-PAGE (11%, Tabela 5). A 

proteína TxNeuza foi examinada por SDS-PAGE para confirmar sua 

produção e determinar sua distribuição entre as frações solúvel e insolúvel. 

Como visto na Figura 11, as colunas 7 e 8 (setas) mostram que a proteína 

TxNeuza é produzida como insolúvel. 

EXEMPLO 18 - Desenvolvimento de proteína TxCruzi 

[00176]  Sequências de poli-aminoácidos de T. cruzi foram 

selecionados a partir da literatura disponível no estado da arte, considerando 

dados experimentais de especificidade e sensibilidade para testes diagnósticos 

para a doença de Chagas (Balouz, et al., Clin Vaccine Immunol 22, 304-312, 

2015; Alvarez, et al., Infect Immun 69, 7946-7949, 2001; Fernandez-Villegas, 

et al., J Antimicrob Chemother 71, 2005-2009, 2016; Thomas, et al., Clin 

Vaccine Immunol 19, 167-173, 2012). Foram selecionados dez sequências de 

poli-aminoácidos para inserção nos dez pontos de inserção na proteína “Tx”, 

aqui denominados TcEp 1, TcEp 3, TcEp 4, TcEp 6, TcEp 8, TcEp 9, TcEp 

10, TcEp 11, TcEp 12 e TcEp 13, conforme a tabela 17 abaixo. Dois epítopos 

foram localizados na posição 12 usando um espaçador (SEQ ID no. 99: 

GGASG) entre eles.  

Tabela 17 
Sequências de poli-

aminoácidos 
Posição na 

proteína 

Proteína 
original do 

epítopo 
Sequência SEQ ID no. 

TcEp1 1 KMP11 KFAELLEQQKNAQFPGK SEQ ID no. 7 
TcEp11 4 SAPA DSSAHSTPSTPA SEQ ID no. 92 
TcEp4 6 PEP-2 GDKPSPFGQAAAADK SEQ ID no. 10 

TcEp12 7 TcCA-2 FGQAAAGDKPS SEQ ID no. 93 
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TcEp6 8 TcD-1 AEPKPAEPKS SEQ ID no. 12 
TcEp13 9 TSSA TSSTPPSGTENKPATG SEQ ID no. 94 
TcEp8 10 TcLo 1.2 GTSEEGSRGGSSMPS SEQ ID no. 14 
TcEp9 11 B13 SPFGQAAAGDK SEQ ID no. 15 
TcEp3 

TcEp10 
12 

TcE 
CRA 

KAAIAPA 
KQRAAEATK 

SEQ ID no. 9 
SEQ ID no. 16 

Espaçador 
Entre TcEp3 

e 10 
 GGASG SEQ ID no. 99 

[00177] Após a seleção das sequências de poli-aminoácidos de T. cruzi, 

o gene sintético correspondente a proteína TxCruzi foi produzido por síntese 

química, pela metodologia de gene síntese por ligação e inserido em 

plasmídeos para experimentação. A sequência de nucleotídeos correspondente 

ao gene TxCruzi, contendo os epítopos TcEp 1, TcEp 3, TcEp 4, TcEp 6, 

TcEp 8, TcEp 9, TcEp 10, TcEp 11, TcEp 12 e TcEp 13, está descrito na SEQ 

ID no. 91. 

[00178] A combinação da sequência desses epítopos descritos acima 

com a proteína Tx deu origem a proteína TxCruzi. A sequência de 

aminoácidos correspondente ao gene TxCruzi, contendo os epítopos TcEp 1, 

TcEp 3, TcEp 4, TcEp 6, TcEp 8, TcEp 9, TcEp 10, TcEp 11, TcEp 12 e 

TcEp 13, está descrito na SEQ ID no. 90. 

[00179] O gene sintétido foi introduzido em plasmídeos pET28a, 

utilizando os sítios de restrição para as enzimas Xbal e Xhol através de 

métodos de biologia molecular conhecidos no estado da arte. A fim de se 

identificar se o gene sintético correspondia a sequência desenhada para a 

proteína TxCruzi, uma cepa DH5α de Escherichia coli foi transformada e o 

material plasmidial analisado por técnicas de digestão por enzimas de 

restrição e, posteriormente, sequenciamento, como já especificado em 

PlatCruzi. 

[00180] O plasmídeo analisado abrigando a sequência correta para a 

TxCruzi foi transferido para E. coli, cepa BL21, a fim de se produzir a 

proteína TxCruzi. A cepa BL21 pode expressar RNA polimerase T7 quando 

induzida por Isopropil β-D-1-thiogalactopiranoside (IPTG). A cepa de BL21 

foi cultivada durante a noite em meio LB a 37 °C e, posteriormente 
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ressemeada no mesmo meio, adicionado de canamicina (30 µg/ml), em 

agitador a 200 rpm, até atingir a densidade óptica de turbidez de 0,6-0,8 (600 

nm). Em seguida, IPTG (q.s.p. 1 mM) é adicionado à cultura e as mesmas 

condições de cultivo são mantidas por mais 3 h a 37 °C.  

[00181] A cultura foi submetida à centrifugação e o pellet ressuspenso 

em 2 mL de PBS com CelLytic (0,5x) durante uma hora a 4 °C. Após outra 

centrifugação, o sobrenadante foi recolhido e o sedimento foi ressuspenso em 

solução de ureia 8 M (pH 8,0) no mesmo volume que o sobrenadante. 

Volumes iguais foram carregados no gel de SDS-PAGE (11%, Tabela 5). 

[00182] A proteína TxCruzi foi examinada por SDS-PAGE para 

confirmar sua produção e determinar sua distribuição entre as frações solúvel 

e insolúvel. Como visto na Figura 11, as colunas 3 e 4 (setas) mostram que 

TxCruzi é produzido como solúvel e insolúvel. Em comparação com 

PlatCruzi (colunas 1 e 2), TxCruzi apresentou uma melhora na proporção de 

proteína solúvel produzida, o que pode ser atribuído ao uso de Tx como 

proteína receptáculo. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Receptáculo proteico, caracterizado pelo fato de que 

compreende uma estrutura proteica estável que suporte, em diferentes sítios, 

mais do que sequências de poli-aminoácidos exógenas simultaneamente.   

2. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID n. 1. 

3. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 2, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID n. 2. 

4. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID n. 3. 

5. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID n. 4. 

6. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID n. 77. 

7. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4, 

caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID n. 78. 

8. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado apresentar um cerne proteico estável a inserção de quatro ou 

mais sequências de poli-aminoácidos exógenos simultaneamente. 

9. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que apresenta sítios de inserção das sequências de 

poli-aminoácidos exógenas em alças proteicas voltadas para o meio externo. 
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10. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que a inserção das sequências de poli-aminoácidos 

exógenas simultaneamente não interfere nas condições de produção da 

proteína receptáculo. 

11. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 2, 4 

ou 6, caracterizado pelo fato de que contém sequências de poli-aminoácidos 

exógenas, simultaneamente, para uso em composições vacinais, em 

diagnósticos ou no desenvolvimento de reagentes laboratoriais. 

12. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 2, 4 

ou 6, caracterizado pelo fato de que as sequências de poli-aminoácidos 

exógenas não perderam suas características imunogênicas ao serem inseridas 

simultaneamente nas alças proteicas da proteína receptáculo. 

13. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 2 ou 

3, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 18. 

14. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 2 ou 

3, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 17.  

15. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 13 ou 

14, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácidos 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 5, SEQ ID no 6, SEQ ID no 7, SEQ ID 

no 8, SEQ ID no 9, SEQ ID no 10, SEQ ID no 11, SEQ ID no 12, SEQ ID no 

13, SEQ ID no 14, SEQ ID no 15 e SEQ ID no 16. 

16. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 20. 

17. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 19.  
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18. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 16 ou 

17, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácidos 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 21, SEQ ID no 22, SEQ ID no 23, 

SEQ ID no 24, SEQ ID no 25, SEQ ID no 26, SEQ ID no 27, SEQ ID no 28 e 

SEQ ID no 29. 

19. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 31. 

20. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 32.  

21. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 19 ou 

20, caracterizado pelo fato de que abriga diversas cópias da sequência de poli-

aminoácido exógena, simultaneamente, SEQ ID no 30. 

22. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 33. 

23. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 34.  

24. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 22 ou 

23, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 35, SEQ ID no 36, SEQ ID no 37, 

SEQ ID no 38, SEQ ID no 39 e SEQ ID no 40. 

25. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 45. 

26. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 
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apresentada na SEQ ID no. 46.  

27. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 25 ou 

26, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 41, SEQ ID no 42, SEQ ID no 43 e 

SEQ ID no 44. 

28. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 51. 

29. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 52.  

30. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 28 ou 

29, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 47, SEQ ID no 48, SEQ ID no 49 e 

SEQ ID no 50. 

31. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 64. 

32. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 63.  

33. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 31 ou 

32, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 53, SEQ ID no 54, SEQ ID no 55, 

SEQ ID no 56, SEQ ID no 57, SEQ ID no 58, SEQ ID no 59, SEQ ID no 60, 

SEQ ID no 61, SEQ ID no 62, SEQ ID no 95 e SEQ ID no 96. 

34. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 75. 
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35. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 4 ou 

5, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 76.  

36. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 34 ou 

35, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 65, SEQ ID no 66, SEQ ID no 67, 

SEQ ID no 68, SEQ ID no 69, SEQ ID no 70, SEQ ID no 71, SEQ ID no 72, 

SEQ ID no 73, SEQ ID no 74 e SEQ ID no 97. 

37. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 6 ou 

7, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 88. 

38. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 6 ou 

7, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 89.  

39. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 37 ou 

38, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 79, SEQ ID no 80, SEQ ID no 81, 

SEQ ID no 82, SEQ ID no 83, SEQ ID no 84, SEQ ID no 85, SEQ ID no 86, 

SEQ ID no 87 e SEQ ID no 98. 

40. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 6 ou 

7, caracterizado pelo fato de que compreende a sequência de aminoácidos 

apresentada na SEQ ID no. 90. 

41. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 6 ou 

7, caracterizado pelo fato de ser expressa através da sequência de nucleotídeos 

apresentada na SEQ ID no. 91.  

42. Receptáculo proteico de acordo com a reivindicação 40 ou 

41, caracterizado pelo fato de que abriga as sequências de poli-aminoácido 

exógenas, simultaneamente, SEQ ID no 7, SEQ ID no 9, SEQ ID no 10, SEQ 

ID no 12, SEQ ID no 14, SEQ ID no 15, SEQ ID no 16, SEQ ID no 92, SEQ ID 
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no 93, SEQ ID no 94 e SEQ ID no 99. 

43. Método para produção do receptáculo proteico, 

caracterizado pelo fato de que não sofre interferência pela inserção de 

diversas sequências de poli-aminoácidos exógenas. 

44. Método para produção do receptáculo proteico de acordo 

com a reivindicação 43, caracterizado pelo fato de que introduz em células 

competentes de interesse as sequências de DNA codificadora para a proteína 

receptáculo adicionada do DNA codificante para as sequências de poli-

aminoácidos exógenos de escolha; realiza a cultura das células competentes 

da etapa anterior; e realiza o isolamento da proteína receptáculo contendo os 

poli-aminoácidos exógenos de escolha. 

45. Método de identificação de patógenos ou de diagnóstico de 

doenças, caracterizado pelo fato de que utiliza a proteína receptáculo como 

definida na reivindicação 1. 

46. Método de identificação de patógenos ou de diagnóstico de 

doenças de acordo a reivindicação 45, caracterizado pelo fato de que promove 

o diagnóstico da doença de Chagas, da raiva, da coqueluche, da febre amarela, 

das infecções pelos vírus Oropouche, Mayaro,  da hipersensibilidade a IgE, da 

alergia por D. pteronyssinus. 

47. Uso do receptáculo proteico como definido em qualquer 

uma das reivindicações 1 a 42, caracterizado pelo fato de ser como um 

reagente laboratorial. 

48. Uso do receptáculo proteico como definido em qualquer 

uma das reivindicações 1 a 42, caracterizado pelo fato de ser em uma 

composição vacinal. 
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RESUMO 

RECEPTÁCULO PROTEICO,  MÉTODO PARA PRODUÇÃO DO 

RECEPTÁCULO, MÉTODO DE IDENTIFICAÇÃO DE PATÓGENOS OU 

DE DIAGNÓSTICO DE DOENÇAS, E, USO DO RECEPTÁCULO 

A presente invenção refere-se a um receptáculo proteico capaz 

de receber diversas sequências de poli-aminoácidos exógenas, 

concomitantemente, para expressão em diversos sistemas e para diferentes 

usos. A presente invenção se insere no campo de aplicação da Química, 

Farmácia, Medicina, Biotecnologia e, mais especificamente, na área de 

preparações para finalidades biomédicas, uma vez que, se refere ao processo 

de produção de uma proteína receptáculo como um apresentador de diversas 

sequências de poli-aminoácidos, simultaneamente, em mais do que quatro 

diferentes sítios na proteína receptáculo, para uso em diagnósticos ou 

composições vacinais. 
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Código de Controle

Campo 1

Campo 2

Outras Informações:

- Nome do Arquivo:

- Data de Geração do Código:

- Hora de Geração do Código:

- Código de Controle:

- Campo 1:

- Campo 2:

Este anexo apresenta o código de controle da listagem de sequências
biológicas.

Listagem P139205.txt

04/12/2019

16:43:27

A9B3180F486509C8

29C328B3B0AC304A

29C328B3B0AC304A

A9B3180F486509C8
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