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RESUMO

A hepatite D acomete cerca de 15 a 20 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo a
prevaléncia dos casos na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, Asia, Africa subsaariana e
Ameérica do Sul. Ela é causada pelo virus da hepatite D (HDV) e é responsavel pela forma mais
grave de hepatite viral, uma vez que possui rapida progressao para cirrose e descompensacao
hepética. Isso gera um aumento da necessidade de um diagndstico precoce, tornando-se de
grande importancia o desenvolvimento de novos produtos de baixo custo para o diagnostico
dessa doenca. Com 0 objetivo de desenvolver e prototipar dois insumos para o diagnostico
soroldgico da hepatite D foram expressas duas proteinas recombinantes derivadas do antigeno
delta do HDV, a DTH10.1 e a DTH10. Ambas as proteinas foram expressas através do sistema
da linhagem E. coli BL21 (DE3) e purificadas por cromatografia de afinidade a metal com
coluna de niquel, devido a presenca de uma cauda de histidina na regido C-terminal das
proteinas. As duas proteinas recombinantes foram utilizadas no desenvolvimento e
prototipagem de duas metodologias de diagnostico para hepatite D, sendo elas ELISA e teste
imunocromatografico de fluxo lateral. No ELISA, ambas as proteinas DTH10.1 e DTH10
mostraram ser capazes de detectar anticorpos 1gG anti-HDV no soro de pacientes infectados
com o HDV, ao tempo que ndo reagiam com amostras de hepatite B, hepatite C, de fator
reumatoide e de individuos saudaveis. O ELISA com a proteina DTH10.1 apresentou
sensibilidade por dupla entrada de 75,7% e especificidade de 99%, enquanto a DTH10
apresentou 77,3% e 99%, além de ter se mostrado capaz de gerar resultados reprodutiveis. A
DTH10.1 apresentou excelente estabilidade da fase s6lida em condicGes de agressao ao sistema.
Através do teste imunocromatografico, a DTH10.1 mostrou ser capaz de reproduzir 0s
resultados obtidos no ELISA com essa proteina, gerando uma sensibilidade de 77, 5% e
especificidade de 100%. Com isso conclui-se que ambos os insumos desenvolvidos se tratam

de meétodos promissores para o diagnostico da hepatite D.

Palavras-chave: Hepatite D. Diagnostico sorologico. ELISA. Teste imunocromatogréfico.



ABSTRACT

Hepatitis D affects 15 to 20 million people worldwide, with South American, especially the
Amazon basin, being one of the regions with the highest prevalence of cases. Hepatitis D is
caused by the hepatitis D virus (HDV) and is responsible for the most severe form of viral
hepatitis as it has rapid progression to cirrhosis and liver decompensation. This increases the
need for early diagnosis, making the development of new forms of diagnosis for this disease
very important. In order to develop and prototype a serological method for the diagnosis of
hepatitis D, two recombinant proteins derived from the HDV delta antigen, DTH10.1 and
DTH10, were expressed. Both proteins were expressed by the E. coli BL21 strain (DE3) system
and purified by metal affinity chromatography with nickel columns due to the presence of a
histidine tail in the C-terminal region of the proteins. Both recombinant proteins were used in
the development and prototyping of two diagnostic methodologies for hepatitis D, namely
ELISA and lateral flow immunochromatographic test. In ELISA both DTH10.1 and DTH10
were shown to be able to detect anti-HDV IgG antibodies in the serum of HDV-infected patients
while not reacting with hepatitis C, rheumatoid factor and healthy samples, reacting with only
a hepatitis B sample. The DTH10.1 ELISA showed 75.7% double-entry sensitivity and 99%
specificity, while DTH10 showed 77.3% and 99%. In addition to being able to generate
reproducible results and excellent stability of the solid phase under conditions of aggression to
the system. Through the immunochromatographic test, DTH10.1 was able to reproduce the
ELISA results with this protein, generating a sensitivity of 77.5% and specificity of 100%. It
follows that both developed methodologies are promising methods for the diagnosis of hepatitis
D.

Keywords: Hepatitis D. Serological diagnosis. ELISA. Immunochromatographic test.
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1 INTRODUCAO

1.1 Distribuicédo Geografica

As infeccBes causadas pelo virus da hepatite D (HDV) ocorrem em todo o mundo
(Figura 1), com prevaléncia na bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, centro e norte da Asia,
Africa subsaariana e América do Sul (RIZZETTO; PONZETTO; FORZANI, 1991;
WEDEMEYER; MANNS, 2010; AGHASADEGHI et al., 2013; CHEN et al., 2018; DAW et
al., 2018).

Devido a diversidade no genoma do HDV, ja foram descritos até 0 momento oito
gendtipos diferentes para o virus, considerando a sequéncia de nucleotideos e a distribuicdo
geografica das infeccdes (LE GAL et al., 2006; CHAO et al., 2015). O gendtipo | (HDV-1) é
0 mais comum e abrangente de todos e pode ser encontrado na Europa, Oriente Médio, América
do Norte e Norte da Africa (Figura 1). O gendtipo 1l (HDV-2) pode ser encontrado no JapAo,
Taiwan e Russia, enquanto o genotipo 111 (HDV-3) se encontra exclusivamente na América do
Sul (Peru, Colémbia, Venezuela e Brasil). O gendtipo IV (HDV-4) € encontrado no Japéo e
Taiwan, enquanto os genétipos V, VI, VIl e VIl (HDV-5 ao HDV-8) sdo encontrados na Africa
(RADJEF et al., 2004; LE GAL et al., 2006; NGUYEN et al., 2017; DAW et al., 2018).

Russia

2 .faciﬁc
llslands

. High . Intermediate L Low 1 | Very low {4 No data

Figura 1 - Distribuicdo geografica mundial do HDV. Os nameros em negrito indicam o
gendtipo predominante em cada regido. Fonte: Pascarella; Negro (2011).



15
1.2 O Virus

O virus da hepatite D foi descoberto em 1977, quando Rizzetto et al. detectaram o
antigeno delta (HDAgQ) no hepatdcito de pacientes com caso grave de hepatite B. Apos
experimentos, eles concluiram que esse antigeno era um componente estrutural de um virus
transmissivel dependente da presenca do virus da hepatite B (HBV) para completar seu ciclo
de infeccdo (RIZZETTO et al., 1977).

Devido a sua estrutura e sequéncia unicas, o HDV é classificado como o unico membro
de um novo género, o Deltavirus, fato reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia
Viral (BOTELHO-SOUZA et al., 2017; DAW et al., 2018).

O HDV (Figura 2) é um virus de aproximadamente 36nm de didmetro, formado por um
genoma de RNA complexado a proteina estrutural HDAg, rodeado por um envelope
lipoproteico esférico. Este contém HBsAg, um antigeno de superficie do virus da hepatite B em
suas trés isoformas: pequena (S-HBsA(Q), média (M- HBsAQ) e longa (L-HBsA(Q), tornando o
HDV defeituoso por depender do HBV para a sua montagem e propagacao (AHN; GISH, 2014;
LE GAL et al., 2017; FARCI; NIRO, 2018).

Figura 2 - O virus da hepatite D A. Microscopia eletrbnica de transmissdo do HDV. As
particulas virais estdo indicadas pelas setas. B. Representacdo da particula viral com todos seus
componentes. L-HDAg: antigeno delta longo; S-HDAGQ: antigeno delta pequeno; S-HBsAg:
antigeno de superficie do HBV pequeno; M-HBsAg: antigeno de superficie do HBV médio; L-
HBsAQ: antigeno de superficie do HBV longo; ssRNA: RNA de fita simples. Fonte: Rizzetto
(1983); Aldabe et al. (2015).

O genoma é composto por uma fita simples de RNA circular com sentido negativo e é
considerado o menor genoma viral identificado, apresentando cerca de 1700 nucleotideos
(WEDEMEYER; MANNS, 2010; NOUREDDIN; GISH, 2014). Devido ao grande nimero de
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pareamento de bases que ocorre dentro do RNA, este se assemelha a uma haste de fita dupla
(ABBAS; AFZAL, 2013; BRICHLER et al., 2014).

Durante seu ciclo de vida o HDV apresenta 0 RNA em trés formas (Figura 3): (i) RNA
gendmico, (ii) RNA antigendmico, que é uma copia complementar exata do RNA gendmico, e
(iii) RNA antigenémico linear, 0 RNA mensageiro (MRNA). O RNA gendmico e antigenémico
contém um dominio ribozima, de cerca de 80 a 100 nucleotideos, com a atividade de
autoclivagem e autoligacdo, o que a torna essencial para replicacdo de RNA viral (ABBAS;
AFZAL, 2013; NEGRO, 2013).

Antigenome a03/904 1015 3 M= mmm===n 5
#
795 1638
011683
Genome leacmommm o » 3
?95—6 } 1638
i 1683
G88/688
mRANA
1633
D Dominio Ribozima . ORF do HDAg . Extensdo de aminoacidos no C-terminal

D Sinal de poliadenilacio  # Sitio de edigio doRNA ¥ Sitio de clivagem da Ribozima

Figura 3 - Representacdo das trés formas de RNA do HDV: RNA gendmico, RNA
antigendmico e RNA mensageiro. Fonte: Pascarella; Negro (2011).

1.2.1 Replicacéo viral

O HDV contém apenas uma janela de leitura aberta (ORF — Open Reading frame), que
é capaz de codificar a Unica proteina estrutural do virus, 0 HDAg, em suas duas isoformas
(FARCI; NIRO, 2018; TAYLOR, 2015). Como o virus ndo € capaz de codificar sua propria
replicase ou RNA polimerase, ele utiliza a maquinaria celular do hospedeiro para realizar os
processos de replicacdo, transcricdo, modificacbes poOs-transcricionais e translacionais
(HUANG; LO, 2010; ABBAS; AFZAL, 2013).
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Os detalhes do processo de replicacdo do virus ainda ndo estdo totalmente esclarecidos,
mas sabe-se que ele ocorre dentro de hepatocitos que devem estar infectados pelo HBV e pelo
HDV. A infec¢do do hepatdcito ocorre devido a interacdo do L-HBsAg com o receptor de
membrana NTCP (sodium-taurocholate cotransporting polypeptide). Este fato explica a
dependéncia do HDV de um envelope composto pelo HBsAg do HBV (AHN; GISH, 2014;
ALDABE et al., 2015).

Ao entrar nos hepatdcitos o HDV perde o envelope e a ribonucleoproteina (RNA do
HDV complexado ao HDAgQ) é transportada para o nucleo devido a uma sinalizagdo feita pelo
sitio de localizagdo nuclear presente no HDAg. Uma vez dentro do nucleo, o RNA genémico é
transcrito pela RNA polimerase 1 em RNA antigenbmico no nucléolo, enquanto 0 RNA
antigenémico é transcrito pela RNA polimerase 11 em novo RNA gendmico no nucleoplasma.
Esse processo, mostrado na Figura 4, ocorre através de um mecanismo chamado de ciclo de
rolamento (rolling cycle mechanism) e envolve a replicacdo unidirecional do RNA genémico
para produzir um RNA antigenémico linear de mais de uma unidade de comprimento do
genoma, passando duas vezes pelo local de clivagem da ribozima (HUANG; LO, 2010;
ABBAS; AFZAL, 2013; NEGRO, 2013). Devido a atividade intrinseca da ribozima, 0 RNA
antigendmico € entdo clivado entre os nucleotideos 688 e 689 e as extremidades dos fragmentos
formados sdo ligadas para formar um RNA antigendmico circular, que ird servir de molde para
producdo do RNA genémico (HUANG; LO, 2010; ABBAS; AFZAL, 2013; NEGRO, 2013;

AHN; GISH, 2014).
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Figura 4 - Replicacdo do genoma do HDV. Fonte: Autoria Prépria (2019).

Também no nucleoplasma, 0 RNA gendmico sera transcrito pela RNA polimerase 11 em
MRNA que, por sua vez, migra para o citoplasma, onde € traduzido em S-HDAg e em L-HDAg
(AHN; GISH, 2014; ALDABE et al., 2015; BOTELHO-SOUZA et al., 2017).
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As duas isoformas de HDAg sdo enviadas para o nucleo onde serdo complexadas ao
novo RNA gendmico formando uma nova ribonucleoproteina. Esta € exportada para o
citoplasma onde ira se associar ao envelope composto por HBsAg formando uma nova particula
viral infectante que serd liberada da célula, finalizando o ciclo de replicacdo viral como
mostrado na Figura 5. (ALDABE et al., 2015; BOTELHO-SOUZA et al., 2017).
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Figura 5 - Ciclo de replicacdo do HDV dentro dos hepatdcitos. (1) Ligacdo do HDV ao NTCP
do hepatdcito; (2) perda do envelope viral; (3) transporte da ribonucleoproteina para o nicleo;
(4) Transcrigdo do antigendmico no nucléolo. (5) Produgdo de RNA gendmico no
nucleoplasma; (6) transcricdo do mRNA; (7) Tradugdo de HDAg; (8) montagem das
ribonucleoparticulas; (9) traducdo do HBsAg no citoplasma e formacao da particula viral; (10)

liberacdo do virus. Fonte: Aldabe et al. (2015).

E, portanto, evidente que o HDV ndo depende em nada do HBV durante o processo de
replicacéo da ribonucleoproteina, dependendo dele apenas para realizar a infeccdo da celula,
montagem e exportacao do virus (ABBAS; AFZAL, 2013).
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1.2.2 O antigeno delta

Durante os estagios mais avangados do ciclo de replicagdo, algumas moléculas de RNA
antigenémico sofrem uma modificacdo pos-transcricional no cédon de parada UAG do gene
que codifica o S-HDAg. Essa edicdo € catalisada pela enzima celular ADAR-1 (adenosine
deaminase acting on RNA), que substitui uma adenosina por uma inosina, que posteriormente
é trocada por uma guanina durante a replicacdo do genoma, formando o c6don UGG (Figura
6). Essa modificacdo gera a codificacdo de um triptofano, estendendo a janela de leitura em 57
nucleotideos até o proximo codon de parada, gerando um antigeno com 19 aminoacidos
adicionais no C-terminal, o L-HDAg. (ABBAS; AFZAL, 2013; ALVES et al., 2013; CUNHA
et al., 2015; TAYLOR, 2015; FARCI; NIRO, 2018). Portanto, 0 genoma viral codifica uma
proteina com duas isoformas: a proteina pequena S-HDAg de 24kDa que contém 195
aminoéacidos, e a proteina longa L-HDAg de 27kDa que compreende 213 ou 214 aminoacidos,
dependendo do gendtipo do virus (CUNHA et al., 2015; VILLIERS et al., 2015).

ADAR-mediated

RNA editing
Antigenome S — Antigenome
UAG UIG

l Ameber stop codon \

( Genome ) | Genome )
AUC ACC

MRNA = UAG Edited MRNA = UGG = UGA
stop Trp stop

S-HDAg L-HDAg %‘

Figura 6 - Edicdo do RNA antigenémico. Fonte: Pascarella; Negro (2011).

Foi demonstrado que apesar de compartilhar 195 aminoacidos no N-terminal, os 19
aminoacidos adicionais conferem ao L-HDAg funcdes bioldgicas distintas da outra isoforma.
O S-HDAg ativa a replicagdo do genoma viral, dependendo de seu status de fosforilacdo,
enquanto o L-HDAg age como um inibidor da replicacdo promovendo a interagdo do genoma
viral com as trés isoformas do HBsAg gerando o empacotamento do RNA em particulas virais
(RADJEF et al., 2004; HUANG,; LO, 2010; VILLIERS et al., 2015; FARCI; NIRO, 2018). O
L-HDAg também é capaz de regular a sua prépria sintese ao inibir a replicacdo viral, 0 que
impede a edi¢do do stop cddon necessario para a expressao do L-HDAg (ABBAS; AFZAL,
2013).
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As modificacbes pds-tradicionais sdo muito importantes para modular as funcbes das
duas isoformas do HDAg, estas sdo: sumoilacdo, fosforilacdo e acetilacdo para S-HDAg, e
acetilacdo, fosforilacdo e farnesilacdo para L-HDAg. A sumoilacdo € uma modificacdo pos-
traducional recém-conhecida que envolve a conjugacéo de S-HDAg com uma pequena proteina
semelhante a ubiquitina e resulta no aumento da sintese do RNA genémico e mensageiro. A
fosforilacdo do S-HDAg é crucial para sua interacdo com a RNA polimerase Il celular, o que
gera um aumento dos niveis de replicacdo do HDV. A acetilacdo de ambos 0s antigenos esta
associada a modulacéao da replicacdo do HDV. A farnesilagdo é a modificagdo mais importante
do L-HDAg, onde um grupo farnesil (lipideo) é adicionado no motivo terminal CXXQ sendo
importante para ancorar o genoma do HDV ao HBsAg durante a montagem da particula viral
(ABBAS; AFZAL, 2013; ALDABE et al., 2015; VILLIERS et al., 2015; BOTELHO-SOUZA
etal., 2017; FARCI; NIRO, 2018).

1.2.3 Diferentes virus causadores da hepatite

As hepatites virais sdo causadas principalmente por cinco virus distintos com tropismo
primario pelo figado: o virus da hepatite A (HAV), da hepatite B (HBV), da hepatite C (HCV),
da hepatite D (HDV) e o virus da hepatite E (HEV). Esses virus apresentam caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais semelhantes, embora também possuam caracteristicas
proprias (BRASIL, 2005, 2018a; COLAVITTI; GARCIA, 2007).

As hepatites possuem um amplo espectro clinico, que varia desde formas assintomaticas
até a insuficiéncia hepatica aguda grave (fulminante), sendo grande parte dos casos
assintomatica, independente do virus causador. A distribuicdo das hepatites virais é mundial,
variando de acordo com a regido. No Brasil, também ha grande variacéo regional na prevaléncia
de cada hepatite (BRASIL, 2005, 2018a).

Os cinco principais virus possuem caracteristicas proprias que ajudam na identificagdo
(Quadro 1). As hepatites A e E sdo normalmente causadas pela ingestdo de alimentos ou dgua
contaminados e geram a doenca na fase aguda. As hepatites B, C e D sdo transmitidas por
fluidos corporais de pacientes contaminados e podem evoluir para a fase crénica (WHO, 2019).
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Quadro 1 - Caracteristicas dos cinco principais virus causadores das hepatites virais

HAV HBV HCV HDV HEV
Familia Picornaviridae ' Hepadnaviridae Flaviridae N&o possui Hepeviridae
Envelope N&o possui HBsAg Gllchlp(raoltEezlnas HBsAg N&o possui
Capsideo VP1\,/|\3/3P2 ¢ HBCcAg Proteina C N&o possui HEVAg
RNA de fita DNA RNA com RN_A C|_rcular RNA fita
simples, com - . de fitasimples | simplese
Genoma ; parcialmente polaridade . .
polaridade . - e polaridade polaridade
" duplicada positivo . o
positiva negativa positiva
Tamanho 7 5kb 3.2kb 9,6kb 1,7kb 7.2kb
do genoma
UG 27nm 42nm 65nm 32-37nm 32nm
do virus

Fonte: Autoria Prdpria, 2019.

Com excecdo do HBV que possui DNA, todos 0s outros virus possuem genoma na
forma de RNA, podendo ou néo ser envolto por um capsideo e/ou envelope proteico (figura 7).
Os HAV e HEV ndo possuem envelope, mas possuem capsideo. Ja os HBV e HCV possuem
ambos capsideo e envelope composto por antigenos proprios. Como ja mencionado, o HDV
possui um envelope composto pela proteina do HBV uma vez que ndo codifica sua propria
proteina de envelope (BRASIL, 2005, 2018a; COLAVITTI; GARCIA, 2007).

HAV HEV

Figura 7 - Representacdo gréfica dos virus das hepatites A, B, C, D e E. Fonte: TELELAB
(2014).


mailto:fcolavitti@edglobo.com.br
mailto:rgarcia@edglobo.com.br

22
1.3 A doenca

As hepatites virais sdo doencas infecciosas sistémicas que geram inflamacgéo no figado,
podendo ser causadas pelos virus da hepatite A, B, C, D e E. Elas sdo um grave problema de
salde puablica no Brasil e no mundo, uma vez que podem ser assintomaticas e nao
diagnosticadas, resultando em danos ainda mais graves ao figado (BRASIL, 2008). De acordo
com a World Hepatitis Alliance (2018), aproximadamente 325 milhGes de pessoas vivem com
alguma forma de hepatite viral. Sendo uma das principais causas de morte no mundo, as
hepatites respondem por 1,34 milhdes de mortes por ano, mais do que as mortes por HIV/Aids,

tuberculose ou malaria.

O HDV causa a forma mais agressiva de hepatite viral, com rapida progressdo para
cirrose e descompensacgdo hepatica, em comparacdo com as outras formas de hepatite (AHN;
GISH, 2014; HUANG,; LO, 2014; ALDABE et al., 2015; RIZZETTO; ALAVIAN, 2013). Ap6s
o inicio da campanha de vacinacdo contra a hepatite B na década de 1990, os casos de hepatite
B e D diminuiram e com isso diminui-se também a preocupacdo do governo e da populacdo
com essa doenga. Acredita-se que com o declinio da conscientizacdo sobre a doenca,
diminuiram-se os testes, levando a relatos de uma grande reducéo dos casos (RIZZETTO, 2012;
AHN; GISH, 2014). Isso gerou uma queda nos esforcos para melhorar a precisdo e
disponibilidade dos testes de diagnostico e para ampliar as op¢des de tratamento. No entanto,
nos ultimos anos, foi observado uma estabilizacdo e até mesmo aumento dos casos em alguns
paises (ALDABE et al., 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 257
milhdes de pessoas possuem hepatite B, das quais 15 a 20 milhdes também estdo infectadas
com o0 HDV (WHO, 2019). Porém esse nimero se trata de uma estimativa, baseada no calculo
de que 5% dos pacientes com HBV estejam infectados com HDV, uma vez que um nimero
preciso ndo pode ser determinado devido ao fato de muitos lugares ainda néo terem dados
relacionados aos casos dessa doenca (AHN; GISH, 2014; CHEN et al., 2018).

1.3.1 Aspectos clinicos da doenca

Como o HDV necessita da presenca do HBV para montagem e liberacéo do virus, sé
haverd infeccdo com HDV se também existir a infeccdo com o HBV. Essa infec¢do podera
ocorrer como uma coinfeccdo ou como uma superinfeccdo (ABBAS; AFZAL, 2013; NEGRO,
2013).
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A coinfeccdo ocorre quando o individuo é infectado ao mesmo tempo com HDV e com
HBV, desenvolvendo ambas as doencas na forma aguda (Figura 8A). O resultado mais comum
dessa forma de infeccdo é a eliminacdo de ambos os virus com desenvolvimento de anticorpos
protetores, o que ocorre em 95% dos casos. Porém, em algumas situacdes, essa infec¢do pode
evoluir para um quadro de hepatite D crénica ou fulminante, podendo gerar casos de
insuficiéncia hepatica aguda. (NEGRO, 2013; AHN; GISH, 2014; HUANG; LO, 2014,
BOTELHO-SOUZA et al., 2017).

Jé& a superinfecgdo ocorre quando um individuo com hepatite B crénica é infectado com
o HDV (Figura 8B). Isso causa uma hepatite D aguda grave que em até 90% dos pacientes
evolui para cronicidade. Quando a infeccdo por HDV se torna cronica, a doenca hepatica
preexistente causada pelo HBV geralmente é agravada e rapidamente progride para cirrose,
aumento da descompensacdo hepética, carcinoma hepatocelular e, eventualmente, morte,
guando comparados com pacientes com monoinfeccao por HBV. (ALVES et al.; 2013; AHN;
GISH, 2014; CUNHA et al., 2015; BOTELHO-SOUZA et al., 2017).

A forma cronica da hepatite D é a mais grave, independente da forma de infec¢éo, e a
que progride mais rapidamente entre todas as hepatites virais cronicas, gerando um quadro de
cirrose ainda mais rapido em 70% dos casos (BOTELHO-SOUZA et al., 2017). A infeccéo por
HDV também é capaz de suprimir a replicacdo do HBV durante a fase aguda da infeccéo,
podendo manter essa supressao mesmo na fase cronica (FONSECA, 2002; XIRIDOU et al.,
2009; NEGRO, 2013; HUANG,; LO, 2014), porém isso ndao impede o individuo de transmitir

ambos 0s virus a outras pessoas (XIRIDOU et al., 2009).
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Figura 8 - Evolucdo clinica da A. coinfeccdo e B. superinfec¢do pelo HDV. Fonte: Autoria
Propria (2019).
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A transmissdo do HDV ocorre da mesma forma que a do HBV, ou seja, por relagdes
sexuais desprotegidas, transfusdo de sangue infectado, via parenteral (compartilhamento de
agulhas e seringas, tatuagens, piercings e outros objetos perfurantes) e de mée para filho.
(BRASIL, 2008, 2018a). A unica forma de prevenir a infeccdo por HDV é através da vacinacdo
contra hepatite B de individuos negativos para a doenga, uma vez que a vacinagdo de pessoas
ja infectadas com HBV ndo oferece protecdo contra o HDV (WHO, 2019).

1.3.2 Tratamento

A maior parte dos tratamentos contra infeccdes virais envolve a inibicdo das atividades
do virus em seu processo de replicacdo. No entanto, 0 HDV é dependente da maquinaria do
hospedeiro para realizar todo o processo de replicacdo, de forma que esta estratégia nao
funciona para esse virus, uma vez que ele ndo possui alvos para o ataque dos antivirais. Assim,
as estratégias atuais tém como objetivo prevenir as interagdes do HDV com o hospedeiro ou
com as proteinas HBsAg que formam o envelope do virus (CIANCIO; RIZZETTO, 2014)

O Unico tratamento existente para hepatite D cronica é o mesmo da década de 1980 e se
trata do uso prolongado de interferon-a.. O mais utilizado € o interferon-o peguilado (PEG-1FN-
a) 2a ou 2b durante um ano, porém sua eficiéncia é baixa, apresentado reducéo dos titulos virais
em apenas 15-40% dos casos. (ALVES et al., 2013; YURDAYDIN et al., 2017a; WHO, 2019).
Esse medicamento também esta associado a uma variedade de efeitos colaterais, como sintomas
semelhantes aos da gripe, eventos neuropsiquiatricos, anemia e trombocitopenia (ALDABE et
al., 2015; CUNHA et al., 2015).

Algumas novas drogas que interferem no ciclo do HDV estéo em fase de testes clinicos.
Essas drogas sdo inibidoras do receptor NTCP, polimeros de &cidos nucleicos e inibidores da
farnesiltransferase (WEDEMEYER; HARDTKE; MANNS, 2013; FARCI; NIRO, 2018;
RIZZETTO, 2018).

1.4 Diagnostico

Atualmente, o diagndstico de hepatite D é realizado atraves de historico médico, exame
fisico e laboratorial, sendo o Gltimo por meio de testes soroldgicos e moleculares. Entretanto,
existem poucos métodos aprovados para diagnéstico e uma baixa disponibilidade desses
métodos, principalmente nas regides menos desenvolvidas. Também existe uma limitacdo
imposta pela falta de padronizacéo para as metodologias de detec¢do de RNA do virus (WHO,
2019).
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Os testes laboratoriais sdo baseados na busca de marcadores especificos da infec¢do por
HBV em pacientes ndo diagnosticados, seguido da busca de marcadores da infeccdo de HDV
desses pacientes e dos diagnosticados com hepatite B crénica. Os marcadores mais analisados
sdo anticorpos, antigeno e RNA viral (BRASIL, 2018a).

O diagndstico de hepatite D € feito, primeiramente, através da deteccdo de
imunoglobulinas G (IgG) e M (IgM) anti-HDV em individuos que possuem resultado positivo
para HBsAg. Como os individuos em fase de recuperacdo da doenga também podem apresentar
anticorpos residentes anti-HDV, é necessario a confirmacdo da infec¢do continua através da
deteccdo do RNA do virus no soro desses individuos (WEDEMEYER; MANNS, 2010;
BOTELHO-SOUZA et al., 2017; WHO, 2019). Caso seja constatado a presenca de RNA viral
no soro do paciente, pode-se confirmar a infecgdo ativa por HDV (ALVES et al., 2013;
BOTELHO-SOUZA etal., 2017). Também é recomendado que os pacientes com HDV positivo
tenham suas fungdes hepaticas avaliadas, e sejam monitorados para carcinoma hepatocelular,
uma vez que sao caracteristicos dos estagios avancados da doenca (WEDEMEYER; MANNS,
2010).

1.4.1 Diagnostico Soroldgico

Normalmente apenas pessoas positivas para HBsAg ou pacientes com hepatite B cronica
gue apresentaram um agravo do quadro da doenca sao testados para hepatite D (NOUREDDIN;
GISH, 2014). Na maior parte dos casos, 0 progndéstico de superinfeccdo é mais grave, 0 que
torna de extrema importancia distinguir entre as formas de infecgdo (DI BISCEGLIE; NEGRO,
1989; NOUREDDIN; GISH, 2014; BOTELHO-SOUZA et al., 2017).

Para isso é feito uma busca dos marcadores especificos (Quadro 2) para a hepatite B,
que sdo HBsAg, anti-HBc, anti-HBs e IgM anti-HBc, e para a hepatite D, 1gG e IgM anti-HDV
e HDAg. Através do resultado da analise desses marcadores é possivel determinar se o
individuo é positivo para a doenga, se ele foi coinfectado ou superinfectado e se a infeccdo é
ativa ou foi curada (FONSECA, 2002; BRASIL, 2005; NUNES; MONTEIRO; SOARES,
2007).
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Quadro 2 - Marcadores utilizados no diagnostico soroldgico de hepatite B e D
Marcadores Definigéo
HDAg Antigeno do virus da hepatite D. Presente na fase inicial da infeccéo
aguda pelo HDV, por curto tempo.
Anticorpo classe IgM contra o HDV. E detectado no inicio da doenca e
IgM anti-HDV | indica infeccdo aguda. Sua presenca persistente indica tendéncia a
cronicidade
Anticorpo classe IgG contra 0 HDV. E detectado no fim da infecgéo
19G anti-HDV | aguda e sua permanéncia por longo periodo com altos titulos indica estado
cronico da hepatite D. Pode persistir durante toda a vida.
Antigeno de superficie do HBV. Vai estar presente desde o inicio da
HBsAg infeccdo, uma vez que o HDV depende dele para completar seu ciclo. Nos
casos de cura passa a ser indetectavel.
IgM Anti-HBc Anticorpo classe IgM contra o HcAg. Marcador de infecgéo recente por
HBV.
19G Anti-HBc Anticorpo classe IgG contra 0 HBcAg. Marcador de infeccdo passada.
Pode permanecer durante toda a vida em individuos infectados com HBV.
Anti-HBs Apresenta-se como anticorpo neutralizante, conferindo imunidade natural
para a infeccdo por HBV.
ALT Alanina Aminotransferase (ALT) é uma enzima que normalmente se

encontra extremamente elevada durante o curso de doengas hepaticas.

FONTE: Fonseca (2002), Nunes; Monteiro; Soares (2007), Prasidthrathsint; Stapleton (2019).

A confirmacdo da infeccdo (Tabela 1) por HDV se da pelo resultado positivo para

HBsAg e para anti-HDV total. E considerada uma coinfecgdo quando o paciente apresenta IgM

anti-HBc positivo e anti-HBs negativo, e é superinfeccdo se o paciente apresenta ambos IgM

anti-HBc e anti-HBs, negativos. O paciente considerado curado da hepatite D normalmente vai

apresentar HBsAg negativo e anti-HDV total positivo devido a permanéncia do 1gG na corrente
sanguinea (YURDAYNDIN et al., 2007; NOUREDDIN; GISH, 2014).

Tabela 1 - Interpretacdo do diagndstico sorologico para hepatite D

Anti-HBc Anti-HBc . Anti-HDV
Formas HBsAg Total IgM Anti-HBs total
Coinfeccgéo + + + - +*
Superinfeccdo + + - - +*
Cura - + - + R

*Q anti-HDV IgM e IgG em altos titulos **O anti-HDV 1gG positivo em baixos titulos. Fonte: Brasil (2008).
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No caso da coinfeccdo (Figura 9), a replicacédo viral deve acompanhar o aparecimento
de HBsAg na circulacdo. Apesar de haver a producdo do HDAg, este raramente € detectado,
uma vez que fica por pouco tempo no soro. O IgM anti-HDV fica presente no soro durante 2 a
6 semanas e o0 1gG anti-HDV pode estar presente em um nivel baixo ou talvez seja indetectavel
(NOUREDDIN; GISH, 2014; HUNT, 2016;).

ALT elevated

Anti-HBs
anti-HDV IgM

Titer

‘ HBsAg » Total anti-HDV

Time after exposure

Figura 9 - Perfil sorologico da coinfeccdo por HDV e HBV. Barra verde: sintomas; barra
vermelha: ALT elevado; barra roxa: RNA do HDV; barra laranja: HBsAg; linha amarela: IgM
anti-HDV; linha azul: anti-HDV total; linha pontilhada marrom: anti-HBs. Fonte: Obgyn Key
(2017).

Na superinfeccdo ocorre um rapido aumento no nivel das enzimas hepaticas,
principalmente da ALT (Figura 10). O HDAg pode ser detectado no soro, seguido do IgM anti-
HDV e do IgG anti-HDV, sendo que o Gltimo pode atingir niveis elevados. Como a maior parte
dos casos se torna cronica, HBsAg e RNA viral podem ser detectados durante todo o curso da
infeccdo (NOUREDDIN; GISH, 2014; HUNT, 2016).

Jaundice
Total anti-HDV
2
= Anti-HDV IgM
ALT
HBsAg

Time after exposure

Figura 10 - Perfil soroldgico da superinfecgdo por HDV. Barra verde: sintomas; barra amarela:
ictericia; barra roxa: RNA do HDV; barra laranja: HBsAg; linha amarela: IgM anti-HDV; linha
azul: anti-HDV total; linha vermelha: ALT. Fonte: Obgyn Key (2017).
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O diagndstico de hepatite D crénica é realizado com base na deteccdo de altos titulos
dos anticorpos IgG ou IgM anti-HDV ou pela presenca do HDAg no tecido hepatico (NUNES;
MONTEIRO; SOARES, 2007).

1.4.2 Diagnostico Molecular

Ap0s o resultado soroldgico positivo para hepatite D, recomenda-se a realizacdo da
confirmacdo da infeccdo ativa atraves da deteccdo do RNA viral (AHN; GISH, 2014). A
presenca do RNA viral no soro normalmente indica alta infectividade e sua permanéncia por
um longo tempo indica progressdo para estado cronico da hepatite D, enquanto seu
desaparecimento indica um caso de hepatite D aguda autolimitada, isto €, com cura espontanea
(FONSECA, 2002; LEMPP; URBAN, 2017).

A quantificacdo do RNA do HDV ¢ considerada o padrdo ouro para o diagndstico da
infeccdo pelo HDV. Seu uso é importante para monitorar a resposta do paciente ao tratamento
com PEG-IFN, principalmente a resposta virologica sustentada, que normalmente significa a
cura da doenca (YURDAYDIN et al., 2017a; PRASIDTHRATHSINT; STAPLETON, 2019).

Atualmente, a deteccdo do RNA do HDV, através das técnicas de PCR (Polymerase
Chain Reaction) ou hibridizacdo molecular, é a Gnica forma confiavel de detectar a replicacao
viral. (WEDEMEYER; MANNS, 2010; BRICHLER et al., 2013). Porém, esse método néo é
rotineiramente utilizado para o diagnostico de pacientes, mas sim por laboratdrios de pesquisa
(FONSECA, 2002; LEMPP; URBAN, 2017). Isso porque durante muito tempo os laboratorios
se baseavam em protocolos internos sem um padrdo internacional, o que gerava discrepancia
entre os resultados de diferentes laboratdrios (ALVES et al., 2013; WANG et al., 2018). Com
a criacdo de um padrédo de RNA do virus em 2013 para servir como controle de qualidade,
(YURDAYDIN et al., 2007) espera-se que haja um aumento no desenvolvimento de testes
eficientes para detectar o RNA do HDV.

1.5 Imunoensaios para o diagndstico sorologico
1.5.1 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto

O ELISA é uma tecnica simples e rapida capaz de detectar anticorpos ou antigenos
ligados a uma superficie solida sem precisar de equipamentos caros e sofisticados. Ela é um
dos imunoensaios mais sensiveis e possui alto valor comercial no diagnéstico de biomarcadores
de diversas doengas (LIN, 2015; KONSTANTINOU, 2017). No ELISA indireto (Figura 11), o
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antigeno é imobilizado em placas de poliestireno de 96 pogos por absor¢do passiva. Um tampéao
de bloqueio € adicionado para saturar todos os locais nao ligados no po¢o seguido da incubacgéo
com um anticorpo primario especifico para o antigeno, normalmente através de amostras de
soro. Um anticorpo secundario conjugado com uma enzima, tipicamente uma peroxidase, é
adicionado para se ligar ao anticorpo primario. Por Ultimo, o substrato da enzima é adicionado
e convertido pela enzima gerando uma mudanca de coloracdo proporcional a quantidade de

anticorpo primario presente na amostra (LIN, 2015).

- -

lavagem || & Iavagem ' %

lavagem | } &Y 0
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Sensibilizacdo ~ Adicdo da amostra Conjugacéo Revelagdo

Figura 11 - Etapas do processo de ELISA indireto. Fonte: Camara (2013).

1.5.2 Teste imunocromatografico de fluxo lateral

O teste imunocromatografico de fluxo lateral, também chamado de teste rapido, é uma
ferramenta muito utilizada para o diagnéstico de uma variedade de doencas devido a sua facil
e rapida execucao, que ndo depende de estrutura laboratorial elaborada (JAPOLLA, 2015).

Os testes imunocromatograficos sdo compostos por membranas para absorver amostra
e conjugado, membrana de nitrocelulose e membrana de absorcao (Figura 12A). A membrana
gue absorve a amostra promove a distribui¢do uniforme e controlada da amostra até a porcao
do conjugado. A membrana que retém o conjugado tem a funcdo de liberar as particulas do
detector (anti-IgG conjugado ao ouro coloidal) durante o fluxo da amostra e conduzir o fluxo
para a membrana de nitrocelulose. A membrana de nitrocelulose ¢ localizada na regiéo analitica
do sistema e apresenta o papel de adsorver as linhas teste e controle e permitir a ligagéo ou
captura dos reagentes de detec¢do. A membrana de absorcdo, porcéo final da tira-teste, tem a
finalidade de absorver todo o excesso de amostra e tampdo de corrida adicionado no inicio da
tira-teste (MILLIPORE, 2013; O'FARRELL, 2009).
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Figura 12 — Estrutura do teste imunocromatografico lateral. A. Componentes do teste
imunocromatogréafico. B. Montagem das membranas no cartdo adesivo. Fonte: Millipore, 2013.

Os componentes do teste sdo sobrepostos e aderidos em um cartdo adesivo, denominado
backing sheet (Figura 12B). A amostra de soro foi adicionada no orificio do cassete na qual esta
localizada a membrana de amostra, posteriormente foi adicionado o tampdo de corrida, e por
capilaridade, ocorreu a migracdo da amostra para o suporte do conjugado formando um
complexo antigeno-anticorpo. Devido o contato entre as membranas (membrana contendo o
conjugado e membrana de nitrocelulose), esse complexo formado migrou para a membrana de
nitrocelulose e os anticorpos especificos foram capturados pelo antigeno especifico
imobilizado, previamente, na linha teste, e 0 excesso capturado pela linha controle. Por fim, a
membrana de absorg&o acondicionou o excesso do fluxo (O'FARRELL, 2009).

A leitura do teste € realizada apds a amostra ter percorrido toda a tira-teste. Caso seja
observado as linhas teste e controle reagentes o resultado do teste € positivo, se houver
reatividade apenas na linha controle (LC) o resultado é negativo, e se ndo houver reatividade

em nenhuma das linhas ou apenas na linha teste o resultado é invalido (Figura 13).

Positivo Negativo Invalido
[ C o C C C
— T — T T o T T

Figura 13 — Possiveis leituras no teste imunocromatografico lateral. Fonte: Indavidas (2018).



31
1.6 Patentes Registradas

De acordo com a Organizacdo Mundial de Propriedade Intelectual (OMPI), “uma
patente é um direito exclusivo concedido a uma invencao, que € um produto ou processo que
fornece uma nova maneira de fazer algo, ou oferece uma nova solugdo técnica para um
problema”. A patente tem como objetivo proteger uma invengao por um periodo de tempo, algo
muito importante para a comercializacdo deste produto, principalmente na area da salde
(MEHTA et al., 2017).

Realizamos uma busca de patentes registradas sobre Hepatite D em quatro plataformas
digitais, sendo elas o INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), o Latipat, o Espacenet
e 0 Patentscope. Foram encontrados 51 registros (n&o contabilizando os pedidos de uma mesma

patente realizados em diversos paises) utilizando os termos ‘hepatite D’, ‘HDV’ e ‘HDAg’.

Para melhor andlise dos resultados obtidos, essas patentes foram separadas em trés
categorias (Figura 14): (i) diagnostico da hepatite D, (ii) prevencdo e tratamento da doenca, e

(iii) outros, que incluem modelos e metodologias de estudo.

B Diagnostico
W Tratamento e Prevencao

® Outros

Figura 14 - Registros de patentes relacionadas a hepatite D. Fonte: Autoria Prépria (2019).

Foram analisadas as patentes destinadas ao diagndéstico da hepatite D devido a este ser
0 proposito do trabalho em questdo. Assim, entre as patentes registradas, 25% delas possuem

essa finalidade, podendo ser para o diagnéstico molecular (57%) ou soroldgico (43%).

Durante muito tempo, o diagndstico molecular foi realizado seguindo protocolos
caseiros, muitas vezes eficientes apenas para o gendtipo I, por ser o mais prevalente e devido
ao fato dos genotipos IV-VIII terem sidos descobertos bem mais tarde (BRICHLER et al, 2014).
Por esse motivo, foi registrada uma metodologia para deteccdo e monitoramento
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epidemioldgico de infecgbes causadas pelo HDV IV-VIII, utilizando moléculas de acido
nucleico derivadas desses genotipos. Também foram registrados métodos de PCR do cDNA do
HDV para deteccdo do virus em individuos Han, maior grupo étnico da China e cujo diagndstico
pelas metodologias disponiveis no mercado s&o inadequadas, muitas vezes apesentando baixa
sensibilidade e especificidade, além da unica metodologia moderadamente adequada ser
extremamente cara (JIANHUI, 2018). Algumas das técnicas registradas usam QPCR
(PCR quantitativa em tempo real) para quantificar o cONA do HDV e outras sdo capazes de
detectar os cinco principais virus causadores das hepatites virais (HAV, HBV, HCV, HDV e
HEV) em amostras biol6gicas com mono ou coinfec¢do dos virus, sendo a principal diferenca

entre os registros a metodologia usada.

Para o diagndstico soroldgico da hepatite D, foram registradas patentes de sequéncias
de peptideos similares ou antigenos do HDAg. Entre os peptideos similares ha peptideos
expressos por vetores recombinantes e peptideos sintéticos estabilizado em composicdes acidas,
ambos para uso em imunodiagndstico. Também foi registrada uma sequéncia de nucleotideos
que codifica os aminoécidos 20 a 74 do HDAg e um conjunto de pequenos dominios antigénicos
derivados do HDAg com alta reatividade para anticorpos totais, ambos para serem usados em

diagnostico por ELISA e potencialmente como um antigeno vacinal.

1.7 Mercado

Apl6s a descoberta do HDV, varios testes comerciais para sua deteccdo foram
desenvolvidos, principalmente testes soroldgicos. Esses testes sdo rotineiramente utilizados em
todo o mundo e é a principal forma de diagndstico da doenca, sendo em alguns lugares a Unica
forma de fazé-lo, apesar das dificuldades de sua obtencdo (AHN; GISH, 2014).

Durante os ultimos 42 anos ap6s a descoberta do HDV, algumas empresas
desenvolveram Kits soroldgicos para o diagnostico de hepatite D, dentre as quais podemaos citar
a DiaSorin, Diagnostic BioProbes (Dia.Pro), General Biologicals, Adaltis, Abbott Laboratories
e Diagnostic Automation/Cortez Diagnostics. Algumas informagdes sobre esses kits se

encontram na tabela 2 abaixo:
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Tabela 2 - Kits comerciais para o diagnostico soroldgico de hepatite D

Sensibilidade/ Status no

Empresa Kit Comercial Metodologia Especificidade Mercado
LIAISON® XL - 0
MUREX Anti- _ Imunoensaio por 100% Disponivel
HDV Quimioluminescéncia 99.35%
; ; ETI-AB- 99.42% .
DiaSorin
DELTAK-2 ELISA 98.99% Descontinuado
ETI-DELTA- 99.52% .
IGMK-2 ELISA 99% Descontinuado
0,
ETI-DELTAK-2 ELISA 100% Descontinuado
99%
>98% . ,
HDV Ag ELISA 598% Disponivel
Dia.Pro >98% . ]
HDV Ab ELISA >98% Disponivel
>98% . .
HDV IgM ELISA >98% Disponivel
0,
General b 190 % isoonfvel
Biologicals GB HDV A ELISA 97,95% (soro) Disponive
97,12% (plasma)
i- 0,
Ant Hk[i)tv 'gM ELISA iggoﬁ Descontinuado
Adaltis oy
. . 0 .
Anti-HDV kit ELISA >08% Descontinuado
Abbott . - . . .
Laboratories Abbott anti-HD Radioimunoensaio N&o encontrado  Descontinuado
HDV 19G 100% .
Diagnostic ELISA Test ELISA 100% Disponivel
Automation /
Cortez HDV IgM
. . 0,
Diagnostics ELISA kit ELISA 1880//2 Disponivel

Fonte: Autoria Prdpria (2019).

Apesar dos elevados valores de sensibilidade e especificidade indicados pelas empresas,
nem sempre eles sdo reproduzidos na pratica. Brichler et al. (2014) fez uma comparagdo entre
diversos produtos destinados ao diagndstico, tanto soroldgico quanto molecular, e observou que
algumas amostras infectadas com um genotipo diferente do |1 ou com um titulo de anticorpos

baixo foram erroneamente diagnosticadas.


http://hdv.diasorin.com/liaison.html
http://hdv.diasorin.com/liaison.html
http://hdv.diasorin.com/liaison.html
http://hdv.diasorin.com/liaison.html
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A quantificacdo do RNA viral vem sendo considerada a melhor forma de confirmagao
da infeccdo presente pelo HDV. Recentemente, diversas empresas desenvolveram testes
comerciais para quantificacdo de RNA do HDV (Tabela 3), baseados na metodologia de RT-
gPCR (PCR quantitativa em tempo real via transcri¢do reversa), como é o caso da Roche, Aj-

Roboscreen, VL-Diagnostics, Sacace Biotechnologies e Liferiver.

Tabela 3 - Kits comerciais para o diagnostico molecular de hepatite D

. Sensibilidade Stat
] . f o LoD)/ atus no
Empresa Comercial  Metodologia  Genétipo ( o ) Mercado
Especificidade
Roche LightMix® PCR 1 10 copias Disponivel
Kit HDV N&o informado
RoboGene 6 Ul/mL
Aj-Roboscreen HD\( RNA RT-gPCR Todos 100% Disponivel
Quantification
Kit 2.0
. . LIPSGENE <100 Ul/mL ) ]
VL-Diagnostics HDV Kit RT-qPCR 1,2,5-8 100% Disponivel
Sacace HDV Real- NZo 30 copias/mL o
Biotechnologies TM Quant RT-GPCR informado 100% Disponivel
HDV Real N0 1x103 copias/mL
Liferiver Time RT-PCR  RT-gqPCR . Né&o informado  Descontinuado
Kit informado

Fonte: Autoria Propria (2019).

Brichler et al. (2013) avaliou a performance de alguns produtos comerciais capazes de
quantificar, em sua maioria, todos 0s genotipos e observou que eles ndo sdo muito eficazes em
guantificar a carga viral do HDV como prometido, principalmente para os genotipos diferentes
do I.

Dessa forma, pode-se concluir que apesar do mercado apresentar produtos comerciais
para detec¢do sorolégica e molecular da hepatite D com altos valores de sensibilidade e

especificidade, eles ndo sdo bons em detectar os gendtipos I1-VII1 (COLLER et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

Um estudo de meta-andlise realizado por Chen et al. (2018) sugere que aproximadamente
10% dos pacientes HBsAg positivos também estdo infectados com o HDV, 0 que aumenta o
namero de casos de hepatite D para 62-72 milhGes, um valor bem acima do considerado. Assim,
é de grande importancia que todos os pacientes com infeccdo crénica por HBV facam o
diagnostico para HDV. Isso ajudaria na determinacéo do nimero de casos de infec¢do por HDV
e levaria a intervencgdes terapéuticas nos estagios mais iniciais da doenca, podendo evitar as
complicagdes hepaticas caracteristicas da hepatite D que s80 mais comuns nos casos de
superinfeccdo (COLLER et al., 2018; MENTHA et al., 2019).

Apesar de ja existir alguns testes comerciais soroldgicos e moleculares para o diagnéstico
da hepatite D, eles sdo de dificil obtencdo nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos,
gue normalmente sdo as regides com maior prevaléncia de casos (BINH et al, 2018). Portanto,
s80 necessarias mais pesquisas visando o desenvolvimento de kits de diagnéstico para a hepatite
D que possuam alta sensibilidade e especificidade para todos os oito gendtipos do virus e que

sejam financeiramente viaveis para obtencdo em paises subdesenvolvidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Produzir duas proteinas recombinantes imunogénicas do virus da hepatite D e a partir

destas prototipar um método soroldgico de diagndstico para a doenca.

3.2 Objetivos especificos

e Desenhar a sequéncia da proteina DTH10.1 e DTH10 a ser sintetizada;

e Analisar a sequéncia das proteinas atraves de programas de bioinformatica;

e Expressar as proteinas recombinantes usando Escherichia coli como sistema de
expressao;

e Purificar as proteinas recombinantes através de cromatografia de afinidade;

e Desenvolver e prototipar testes soroldgicos por ELISA para o diagnostico da hepatite
D;

e Desenvolver e prototipar teste imunocromatografico para o diagnostico de hepatite D.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Solugdes utilizadas

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Solucéao tampéo de ligacao a coluna: Fosfato de sédio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 30

mM, ajustado para pH 8.0.

. Solugdo tampdo de eluicdo: Fosfato de s6dio 20 mM, NaCl 500 mM e imidazol 500 mM,

ajustado para pH 8.0.

Tampdo de amostra 4X: Tampéo Tris-HCI 0,5M + SDS 0,4% (m/v) pH 6.8, SDS 10% (m/v),
Glicerol 15% (v/v), azul de bromofenol 0,05% (v/v) e beta-mercaptoetanol 8% (v/v).

Solucéo tampéo de corrida eletroforética 5X: Tris 125mM, Glicina 1M e SDS 0,5% (m/v),
ajustado para pH 8.3.

Solucéo corante: Coomassie Blue G-250 0,1% (m/v), etanol 45% (v/v) e cido acético 10%
(V/v).

Solucao descorante: Etanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v).

. Solugdo TBS-T: Tris base 20mM, NaCl 140mM e Tween-20 0,05% (v/v).

Solucdo tampdo carbonato: Carbonato de sédio 15mM e Bicarbonato de sddio 85mM,

ajustado para pH 9.5.

. Solucao de bloqueio para ELISA: Sacarose 87mM, NaCl 150mM e BSA 1% (m/v), ajustado

para pH 7.4.

Solucao diluente de amostra: NazHPO4 100mM, KH2PO417mM, NaCl 150mM, KCI 28mM,
BSA 1% (v/v), Sacarose 2% (m/v), D-manitol 1% (m/v), Proclin 0,1% (v/v), Tween-80
0,05% (v/v) e ajustado para pH 7.4.

Solugéo de lavagem 10X: NaoHPO4 100mM, KH2PO4 18mM, NaCl 1,5M, KCI 28mM,
Proclin 0,1% (v/v) e Tween-20 1% (v/v), ajustado para pH 7.4.

Solucéo de parada: H.SO4 0,5M.
Tampdo hepes: Hepes 20mM, ajustado para pH 7.4.

PBS 10X: NaCl 1,4M, NazHPO4 100mM, KH2PO4 20mM e KCI 27mM, ajustado para pH
7.25.
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15. Solucdo de bloqueio de conjugagédo 10X: Borato 20m e, BSA 10%, ajustado para pH 8.0.

16. Solucdo tampdo de armazenamento: Borato 10mM, BSA 3% (m/v), Sacarose 3% (m/v) e
Azida 0,05% (m/v), ajustado para pH 7.5.

17. Solucdo tampao fosfato: Fosfato 10mM, ajustado para pH 7.0.
18. Solucdo de bloqueio de membrana: Tris base 0,1M e BSA 2% (m/v), ajustado para pH 7.6.

19. Solugéo de lavagem de membrana: Na,PO4 5mM e Triton X-100 0,01% (v/v), ajustado para
pH 7.55.

20. Solucdo tampdo de corrida de teste imunocromatografico: Borato (0,05M, 0,07M ou 0,08M),
Tween-20 0,5% (v/v), Azida 0,05% (m/v) e BSA 2% (m/v), ajustado para pH 8.2.

4.1.2 Meios de cultura utilizados

1. Meio liquido LB (Luria Bertani): Triptona 1% (m/V), extrato de levedura 0,5% (m/V) e
NaCl 1% (m/V).

2. Meio liquido LB-kana: meio LB e kanamicina 100pug/mL (concentracéo final).

3. Meio solido LB-agar: meio LB e &gar 1,5% (m/V).

4.1.3 Caracteristicas do vetor

O vetor pET-24a(+), representado na Figura 12, é utilizado para expresséo in vitro de
proteinas recombinantes através do promotor T7. Ele possui uma sequéncia de 5,3kb que
codifica 6 residuos de histidina (6xHis), origem de replicacdo, marcador de resisténcia a
kanamicina, promotor T7, terminador de transcri¢do T7, sitio multiplo de clonagem (MCS) com

sitios de clivagem de vérias enzimas de expressdo, operon da lactose e seu promotor.

A presenca dos 6 residuos de histidina na extremidade amino terminal permite a

purificacdo da proteina recombinante por coluna quelante carregada com niquel.
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Figura 15 - Representacdo esquematica do vetor de clonagem pET-24a(+). Fonte:
www.genscript.com, Acesso em: 13 de junho de 2019.

4.1.4 Amostras de soro

As amostras de soro de hepatite B, C e D utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo
Laboratorio de Virologia Molecular, localizado na Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
Rondénia. Todas as amostras sdo identificadas por codigos e em nenhum momento foi realizado
algum contato com os doadores. As amostras de doadores saudaveis e com niveis de fator
reumatoide alterados sdo provenientes de individuos de Minas Gerais. A realizacdo desse
trabalho foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (CAAE
18988718.0.0000.5149).

4.2 Metodos
4.2.1 Desenho das sequéncias DTH10.1 e DTH10

Coller et al. (2018) obtiveram uma sequéncia de aminoacidos consenso para 0 HDAg,
a partir de 230 sequéncias compreendendo principalmente as do genotipo I, e as analisaram em
busca de regides antigénicas, que foram denominadas peptideos 1-7, como mostrado na Figura
13. A partir dessa andlise, desenhamos 0s genes sintéticos para duas proteinas, a DTH10.1 de

534 pares de bases e a proteina DTH10 de 651 pares de bases.

. peptide 4
peptide 1 peptide 2 peptide 3

msrseskknrggreeileqwvsgrkkleelerdirktkkkikkirfrnpelgnikgilgkkdkdgegappakrartdgmevdsgprkrplrggftdkerqgdhrrrkalen 110

peptide 5 peptide 6 peptide 7
kkkglsaggkniskeeeeelkriteederrerrvagppvggvnpleggsrgapgggfvpsmagvpespftrtgegldirgnggfpwdilfpadppfspgsctpg 214

Figura 16 - Sequéncia consenso do HDAg com regides antigénicas em sobrelinha. Fonte:
Coller et al. (2018).
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Assim, a sequéncia da proteina recombinante DTH10.1 (Figura 14A) foi baseada em
uma sequéncia consenso do HDAg e compreende as regides dos sete peptideos mostrados na
Figura 13, adicionados de alguns aminoacidos para gerar uma proteina estavel, enquanto a
proteina DTH10 (Figura 14B) compreende toda a sequéncia consenso obtida. As duas
sequéncias foram sintetizadas pela empresa GenScript e clonadas no vetor pET-24a(+), com

expressao otimizada para E. coli.

A. | MSESKKNRGGREEILEQWVSGRKKGGGILGKKDKDGEGAPPAKRART
DQMEVDSGTDQMEVDSGPRKRPLRGGFTDKERRGGFTDKERQDHRR

RKALENKKKQISAGGGPVGGVNPIEGGSRGAPGGGFVPSMQVPESPFT
RTGEGIDIRGNQGFPWDILFPADPPFSPQSCTPQLEHHHHHH

B. | MSRSESKKNRGGREEILEQWVSGRKKLEELERDIRKTKKKIKKLRFRNP
ELGNIKGILGKKDKDGEGAPPAKRARTDQMEVDSGPRKRPLRGGFTD
KERQDHRRRKALENKKKQISAGGKNISKEEEEELKRLTEEDERRERRV
AGPPVGGVNPIEGGSRGAPGGGFVPSMQGVPESPFTRTGEGIDIRGNQG
FPWDILFPADPPFSPQSCTPQLEHHHHHH

Figura 17 - Sequéncia das proteinas recombinantes. A. DTH10.1 e B. DTH10.

4.2.2 Anélise das sequéncias da DTH10.1 e DTH10 por bioinformatica

A partir de sequéncias depositadas no GenBank, foi feito um alinhamento do HDAg de
cada um dos oito gendtipos para gerar uma sequéncia consenso, utilizando os programas
Protein BLAST e Multiple Align Show. Em seguida foi feito um alinhamento da proteina
DTH10.1 e da DTH10 com o HDAg de cada gendétipo para determinar a similaridade das

proteinas.

Também foi realizado analise preditiva de algumas propriedades bioquimicas da
DTH10.1 e DTH10, como tamanho, ponto isoelétrico e solubilidade, utilizando as ferramentas

ProtParam e Protein-Sol.

4.2.3 Transformacéao de bactéria competente

As preparacgdes das bactérias competentes foram realizadas de acordo com protocolo de
competéncia com cloreto de célcio, como previamente descrito (SAMBROOK et al., 1989).
Aproximadamente 10ng do vetor pET-24a-DTH10.1 ou do vetor pET-24a-DTH10 foram
adicionados a 100uL de bactérias competentes E. coli BL21(DE3). O tubo com as células foi

incubado em gelo por 30 minutos, em seguida submetido a choque térmico (42 °C) por 1 minuto
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com repouso de 2 minutos no gelo. Adicionou-se 900uL de meio LB e deixou-se incubando a
37 °C sob agitacdo por 1 hora. Dessa mistura, 100uL foi plaqueado em 25 mL de meio sélido

LB contendo 25uL de kanamicina (100 mg/mL). A placa foi incubada por 16 horas a 37 °C.

4.2.4 Expressao da proteina recombinante em E. coli

A bactéria E. Coli BL21(DE3) é uma linhagem que possui o gene da T7 RNA
polimerase sob o controle do promotor lacUV5, cuja expressdo ocorrera apés a adicao de IPTG

(indutor) no meio.

Uma colénia da bactéria E. Coli BL21 resistente a kanamicina foi inoculada em 5mL de
meio liquido LB-kana e incubada a 37°C por 16 horas sob agitacdo. Foi realizada uma dilui¢do
(1%) de 2,5mL dessa cultura em 250mL de meio liquido LB-kana, seguido da incubacéo a 37°C
sob agitagdo. Apos atingida uma DOeoonm de 0,6-0,8, foi retirado 1mL da cultura para posterior
andlise da fracdo ndo induzida e adicionado 125uL de IPTG para uma concentragdo final de
0,5mM. Procedeu-se entdo uma incubacgdo de 3 horas a 37°C sob agitacdo. Para analise da

expressao da proteina DTH10 a cultura foi incubada também a 20°C por 18h.

4.2.5 Andlise de solubilidade da proteina recombinante em E. coli BL21

Apds o tempo de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 8000 RPM por 10 minutos. O
pellet celular foi ressuspendido em 25mL de tampéo de ligacdo a coluna e foi adicionado a essa
suspensdo celular 250pL de DTT (agente redutor), 125uL de benzamidina (inibidor de
proteases) e 250uL de PMSF (inibidor de proteases), para concentracdo final de 5mM, 5mM e

1mM, respectivamente.

A suspenséo celular foi lisada no homogeneizador Emulsiflex C3 durante um periodo
de 5 minutos, seguido de centrifugacéo a 40.000g, 4°C por 30 minutos. O sobrenadante (fragéo

soluvel) foi coletado e o pellet (fracdo insoltvel) foi ressuspendido em agua.

4.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS- PAGE)

Para visualizar a expressdo da proteina recombinante e descobrir se esta foi expressa na
fracdo sollvel ou insoluvel, amostras de ambas as fracoes e da fracdo ndo induzida foram aplicadas
em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) conforme protocolos previamente descritos
(LAEMMLI, 1970; SAMBROOK et al., 1989).

Aliquotas das fra¢cdes ndo induzida, soltvel e insoltvel foram acrescidas de tampéo de

amostra 4x para concentracdo final de 1x e fervidas a 96°C por 5 minutos antes de serem
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aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada em cuba de eletroforese aplicando 150V em gel
de separacdo de 12,5% e empilhamento de 4% utilizando tampao de corrida diluido para 1x.
Apbs o fim da corrida, o gel foi corado com solucdo corante por 1 hora a temperatura ambiente
e agitacdo constante, e descorado com solugdo descorante até as bandas ficarem visiveis e
nitidas. A visualizacdo foi feita através do equipamento ChemiDoc Touch Imaging System.

4.2.7 Western blot das proteinas recombinantes

As fracBes ndo induzidas, extrato bruto total (amostras lisada ndo centrifugada), soltvel
e insoltvel foram submetidas a um SDS-PAGE 12,5% e transferidas para membranas de
nitrocelulose em processo de 1 hora e 15 minutos a 0,35A. Em seguida, a membrana foi
submetida as seguintes etapas de incubagdo a temperatura ambiente sob agitagdo. Primeiro foi
realizado o bloqueio da membrana com leite desnatado 10% em TBS-T por 1h, seguida por trés
lavagens com TBS-T. A membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo anti-histidina em
diluicdo 1:10.000 em TBS-T, lavada trés vezes e incubada com o anticorpo secundario anti-1gG
de camundongo em diluicdo de 1:6.000. Ap6s uma ultima etapa de trés lavagens, foi realizado
a revelacdo da membrana por quimioluminescéncia utilizando o reagente Amersham ECL

Prime.

4.2.8 Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

Ambas as proteinas DTH10.1 e DTH10 foram expressas na forma soltvel ap6s o cultivo
em 2 litros de meio de cultura LB-kana. Desta forma, apos a lise celular, o sobrenadante foi
coletado para purificacdo por cromatografia de afinidade a metal. Como a proteina
recombinante possui uma cauda de residuos de histidina (His-Tag), a purificacdo foi realizada
em uma coluna de niquel. Foi utilizada a coluna HisTrap HP de 5mL e os procedimentos foram
realizados de acordo com instrucdes dos fabricantes. As proteinas recombinantes purificadas
foram detectadas por eletroforese SDS-PAGE 12,5%.

4.2.9 Quantificacdo das proteinas recombinantes

A determinacdo do rendimento das proteinas recombinantes apos purificacdo foi
realizada através da quantificacao pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Este método
de determinacéo envolve a ligacdo de Coomassie Brilliant Blue G-250 a proteina analisada e
provoca uma mudanca na cor do corante proporcionalmente a concentracdo de proteina na

amostra analisada.
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A curva padréo foi obtida através de dilui¢cbes contendo 0, 0.125, 0.250, 0.500 e 1
mg/mL de BSA (albumina do soro bovino). As amostras de BSA e das proteinas recombinantes
foram preparadas da mesma forma, utilizando 10pL das dilui¢bes preparadas, 790uL de dgua
e 200pL de reagente de Bradford. As reagdes foram incubadas a temperatura ambiente por 5

minutos e lidas em DOsgsnm.

4.2.10 Desenvolvimento de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto

A fim de avaliar o potencial para sorodiagnostico da proteina recombinante DTH10.1 e
DTH10, foram realizados testes imunoenzimaticos anti-lgG pela técnica de ELISA, com

amostras de pacientes diagnosticados com hepatite D utilizando o seguinte protocolo:

1. Sensibilizacdo da placa com 100uL da proteina recombinante diluida em tampéo
carbonato, seguida da incubacéo entre 2 e 8°C overnight;

2. Bloqueio da placa com 280 puL da solucdo de bloqueio por 2 horas a temperatura
ambiente. Descarte da solucéo e secagem da placa por 20 minutos;

3. Adicdo de 100uL de soro diluido em diluente de amostra e incubacdo da placa a 37°C
por 45 minutos;

4. Lavagem da placa 4 vezes com 350puL de solugéo de lavagem;

5. Adicédo de 100pL de solucdo de conjugado e incubacéo a placa a 37°C por 30 minutos.
Repeticdo do processo de lavagem;

6. Adicdo de 100uL do substrato TMB e incubar em local escuro por exatamente 15
minutos a temperatura ambiente;

7. Adicédo de 100 pL de solucédo de parada e leitura da absorbancia em 450nm.

4.2.10.1 Determinacéao das condicg0es ideais de reagentes

e Antigeno: Para determinar a quantidade de antigeno a ser usado na sensibilizacdo da
placa foram testadas diferentes quantidades da proteina variando de 10ng/poco até
1280ng/pogo. A escolha da melhor quantidade de proteina é baseada na razao obtida
entre a absorbancia da amostra positiva dividido pela amostra negativa.

e Amostra de soro: Foram testadas oito dilui¢cdes de soro, de 1:25 a 1:3200, em diluente
de amostra. A melhor diluicdo é a que gera maior razao entre a absorbancia da amostra

positiva dividido pela amostra negativa.
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e Conjugado: Foram testadas quatro diluigdes do conjugado anti-lgG, de 1:5.000 a
1:40.000, em diluente de amostra. A melhor diluicdo foi escolhida através da analise
das absorbancias das amostras positivas e negativas.

e Bloqueio: Foram testadas trés formulacdes da solucdo de bloqueio, cuja diferenca € a
concentracdo de BSA, podendo ter 1%, 2% ou 5% de BSA. O bloqueio foi selecionado

através da analise das absorbancias das amostras positivas e negativas.

4.2.10.2 Analise de Reacdo Cruzada

Para a andlise de reacdo cruzada foram verificadas amostras negativas para a hepatite D
e positivas para outras doencas infecciosas relacionadas, como hepatite B, hepatite C e amostras

positivas para fator reumatoide.

4.2.10.3 Determinacéo da sensibilidade e especificidade

A determinacdo da sensibilidade e especificidade foi realizada por duas metodologias:
dupla entrada e curva ROC. Para isso foram testadas 76 amostras positivas para hepatite D e

103 amostras negativas.

Para determinar o valor de sensibilidade e especificidade do teste por dupla entrada foi
necessario determinar primeiro o cut-off e o indice de reatividade (IR) do teste.

Célculo do cut-off:  Xneg + (3X DPneg), onde Xneg € a média das amostras negativas e

DPneg € 0 desvio padrdo das amostras negativas.

O indice de reatividade de uma amostra é obtido através divisao de sua absorbancia pelo
cut-off. Se o indice for maior que 1,1 a amostra é positiva, menor que 0,9 é negativo e entre 0,9

e 1,1 a amostra é indeterminada.

Para calcular a sensibilidade e especificidade foi montado a tabela abaixo.

Sensibilidade = 2 x 100  Especificidade = — x 100
76 103



Tabela 4 - Dupla entrada para calculo de sensibilidade e especificidade
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ELISA COMERCIAL
POSITIVO NEGATIVO
A B
POSITIVO (Positivo) (Falso Positivo)
ELISA COM A NEGATIVO C D
DTH10 ou DTH10.1 (Falso Negativo) (Negativo)
TOTAL 76 103

Fonte: Autoria Propria (2019).

4.2.10.4 Teste de estabilidade acelerado do protétipo do ELISA

Sdo testes destinados a acelerar a degradacdo quimica e/ou mudangas fisicas de um
produto através de condi¢des forcadas de armazenamento, com o intuito de prever o prazo de

validade dos produtos nas condi¢@es normais de armazenamento (ANVISA, 2016).

Para o teste de estabilidade da fase sélida, as placas sensibilizadas foram armazenadas
em uma estufa a 37°C. Avaliacdo da performance da proteina foi realizada 7, 14, 21 e 28 dias
apo6s o armazenamento e o resultado foi comparado com os obtidos de uma placa controle
(armazenada a 2-8°C). A agressdo da placa a 37°C por sete dias equivale a aproximadamente
12 meses de validade em sua condicdo ideal de armazenamento a 2-8°C (MENEGHISSE,
2007).

4.2.10.5 Repetitividade e reprodutibilidade

A repetitividade tem o objetivo de avaliar se 0 produto que esta sendo desenvolvido é
capaz de repetir os resultados quando uma amostra é testada repetidamente sob as mesmas
condicBes. Ja a reprodutibilidade avalia a capacidade de reproducdo dos mesmos resultados
para uma amostra quando testados em diferentes condi¢cdes (PEREIRA, 2018). Para o teste de
repetitividade foi analisado trés amostras em oito replicatas em uma mesma placa e para a

reprodutibilidade essas trés amostras em replicatas foram analisadas em trés dias diferentes.

4.2.11 Desenvolvimento de teste imunocromatografico de fluxo lateral
4.2.11.1 Preparo da solucgéo de ouro coloidal

Foram produzidas nanoparticulas de ouro coloidal de 15nm utilizando o protocolo
descrito por SANTOS (2019). A solucdo de ouro coloidal produzida foi armazenada a 4°C
protegida da luz.
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4.2.11.2 Conjugagéo do ouro coloidal

A conjugacao foi realizada seguindo o mesmo protocolo para as trés proteinas (proteina

recombinante DTH10.1, anticorpo anti-lgG e proteina A) a serem conjugadas.

Antes de realizar a conjugacdo do ouro coloidal foi realizada a titulacdo da proteina.
Para isso foi realizada uma diluicdo seriada utilizando 15 pL da proteina diluida em tampao
hepes. Apés a adicdo dos 15uL da proteina em seis tubos foi adicionado 15uL da solugéo de
ouro coloidal. Ap6s 10 minutos foi adicionado 15uL de solugdo PBS 10X e observou-se a
mudanca de cor. E selecionada a diluicio anterior aquela onde houve alteracio de cor (Figura
18).

1:2 1:4 1:8 1:16

~

Figura 18 - Titulacdo da proteina a ser conjugada. Fonte: Autoria Prépria (2019).

A conjugacdo é realizada através da adi¢do da proteina A a solucdo de ouro coloidal em
agitacdo magnética, seguido do acréscimo da solugdo de bloqueio para volume final de 1x apds
20 minutos. Depois de 30 minutos o conjugado foi centrifugado por 40 minutos, 11.000rpm e

o pellet obtido foi ressuspendido em tampdo de armazenamento e mantido na geladeira a 4°C.

4.2.11.3 Preparo do suporte do conjugado

Foram cortadas tiras de membrana de fibra de vidro. Cada tira foi hidratada e mantida a
37°C por duas horas para secagem, seguido da impregnacdo com 1,5mL de conjugado para
cada 30 cm? membrana. Apos secagem de duas horas em estufa a 37°C, as membranas foram

armazenadas em ambiente com baixa umidade.
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4.2.11.4 Preparo das membranas de nitrocelulose

Como a proteina DTH10.1 apresentou o melhor desempenho no ELISA, ela foi a Gnica
avaliada no teste rapido. A DTH10.1 purificada foi dialisada com 2 litros de tampé&o fosfato e

novamente quantificada pelo método de Bradford.

A membrana de nitrocelulose foi aderida ao cartdo adesivo e realizou-se a impregnacéo
da linha teste e linha controle, mantendo uma distancia de aproximadamente 1cm entre elas,
com o auxilio do dispensador automatico (Autokun). A linha teste é composta pela proteina
DTH10.1 e a linha controle pela proteina A, que possui alta afinidade pela por¢do Fc dos

anticorpos, em especial do 1gG.

4.2.11.5 Blogqueio da membrana de nitrocelulose

O processo de bloqueio tem o objetivo de impedir que ocorram interacdes inespecificas
durante o teste. As membranas foram submetidas a um processo de bloqueio composto por uma
incubacdo em solucdo de bloqueio sob agitacdo por 15 minutos e 3 etapas de lavagem de dois

minutos.

4.2.11.6 Padronizacéo das condigfes do teste

Para determinar a melhor condi¢do de realizacdo do teste imunocromatografico para
hepatite D foram analisados alguns parametros (Figura 19) como a conjugacgdo, concentracao
do antigeno, tratamento da membrana de nitrocelulose, tampdes de corrida, concentracdo da

proteina A utilizada na linha controle, volume de amostra e tempo de leitura.
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_____________________ - Au— Proteina DTH10.1
' Conjugacdo i — - Au-—anti-lgG
- Au — Proteina A

[ Comcantracio o Anigene | | - O2me/mL
! i [ 0,5mg/mL
e i - 0,Bmg/mL
| Concentragio da proteina & | | - 0,3mg/mL
: (L) i - 0,6mg/mL

- LUso de bloqueio
- Sam blogueio

- 0,05M

| TampdodeCorrida | | - 0,07M
Tttt - 0,08M
| Volume de amostra P - 10pL
FTTTTTTTTTmTT o 'oL- 20uL

_____________________ - 10 minutos
) Tempo de leitura ' - 20 minutos

Figura 19 - Parametros a serem padronizados no teste imunocromatografico. Fonte: Autoria
Propria (2019).

4.2.11.7 Determinacéo da sensibilidade e especificidade

A determinacgéo da sensibilidade e especificidade do teste foi calculada a partir de 49
amostras positivas de hepatite D e 20 amostras de pacientes saudaveis. O célculo foi feito da

seguinte forma:
- P e N
Sensibilidade: — x100 Especificidade: — x100,
AP AN

onde AP s&@o as amostras positivas, P sdo as amostras positivas que apresentaram reatividade
na linha teste, AN sdo as amostras negativas e N sdo as amostras negativas que néo

apresentaram reatividade na linha teste.

4.2.12 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através dos programas Excel 2016 e GraphPad

Prism 7.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise das sequéncias da DTH10.1 e DTH10 por bioinforméatica

Através dos alinhamentos de sequéncias depositadas na plataforma GenBank foi
determinada uma sequéncia consenso do HDAg para cada gendtipo do HDV. As sequéncias
consenso foram entdo alinhadas com a sequéncia da proteina recombinante DTH10.1 e DTH10
sem a cauda de histidina (Figura 20) para verificar o nivel de similaridade entre elas.

Através deste alinhamento foi possivel observar que a sequéncia do HDAg de cada
genotipo possui maior similaridade com a proteina DTH10 em relacdo a DTH10.1, o que é

esperado devido ao fato da segunda néo ser a sequéncia completa do antigeno delta.
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Figura 20 - Alinhamento das sequéncias consenso do HDAg obtidas para os oito gendtipos do
HDV com a proteina recombinante. A. Alinhamento com a DTH10.1 e B. Alinhamento com a
DTH10. Estao destacados em vermelho os amino&cidos idénticos para todas as sequéncias, em
cinza escuro os diferentes, porém bioguimicamente similares e em cinza claro os aminoacidos
sem nenhuma similaridade.
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O alinhamento individual de cada proteina recombinante com a sequéncia do HDAg
para 0s oito genotipos (Tabela 5) mostrou similaridades de 44% a 63% paraa DTH10.1 e 63,3%

a 93% para a DTH10, sendo a maior similaridade com o genotipo | em ambos 0s casos.

Tabela 5 - Grau de identidade entre sequéncias do HDAg de cada gendtipo com as proteinas
recombinante DTH10.1 e DTH10

Gendtipo | 1 11 v V VI VII VI

. DTH10.1 62,9 50,2 445 47,1 52,4 47.8 44,1 47,6
Identidade

(%) DTH10 93 70,7 633 692 755 67,8 645 69,3

Através de ferramentas de bioinformética foi realizada uma analise preditiva das
seguintes caracteristicas da proteina recombinante. Pelo ProtParam foi previsto que a DTH10.1
possui peso molecular de aproximadamente 20kDa e ponto isoelétrico (pl) igual a 9,58,
enquanto a DTH10 possui aproximadamente 25kDa e pl igual a 9,92. Pelo Protein-Sol foi

previsto que ambas as proteinas seriam expressas na forma soltvel.

5.2 Analise de expressao e purificacédo das proteinas recombinantes
* Proteina recombinante DTH10.1:

A andlise da expressao e solubilidade da proteina recombinante DTH10.1 em E. coli
BL21 (DE3) a 37°C foi realizada a partir da comparacao entre as fragdes soltvel e insoltvel
obtidas apds inducdo com IPTG do cultivo e lise das células. Foi possivel observar (Figura
21A) uma banda proteica do tamanho esperado, aproximadamente 24kDa, que acreditamos se
tratar da proteina de interesse devido a intensidade da banda.

A proteina DTH10.1 foi purificada a partir da fracdo soltvel do lisado celular, com alto
nivel de pureza. A purificagdo foi capaz de concentrar a proteina nas fragdes 14 a 19, como
mostrado na Figura 21B. Com o processo de purificacdo foi possivel confirmar que a proteina
DTH10.1 aparece no gel SDS-PAGE com peso molecular de aproximadamente 24kDa.
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Figura 21 - Anadlise da proteina DTH10.1 por SDS-PAGE. A. Resultado do teste de
solubilidade B. Purificacdo da proteina DTH10.1 expressa a 37°C. C. Proteina purificada. M:
Padrdo de massa molecular, I: fracdo insoltvel, S: fracdo soluvel, PC: pré-coluna, FT: flow-
through da purificacdo, 12-21: fracdes eluidas com concentracfes crescentes de imidazol. Seta
indica a banda da DTH10.1.

* Proteina recombinante DTH10:

A andlise da proteina recombinante DTH10 expressa em E. coli BL21 (DE3)a37°Ce a
20°C foi realizada a partir da comparacdo entre as fragdes ndo induzida, soltvel e insoltvel.
Primeiro foi realizado a expressdo a 37°C, onde foi observado através do gel SDS-PAGE a
presenca de uma banda que poderia ser a proteina de interesse, na fragdo ndo induzida, induzida
e solavel, com aproximadamente 32kDa (Figura 22A). Devido a baixa expressao e presenca
desta na fracdo nédo induzida, foi realizado um western blot para confirmar se tratar da DTH10.
Através do western blot foi confirmado a baixa expressdo da proteina de interesse com intensa
degradacéo assim como na fragdo ndo induzida (Figura 22B). Para tentar melhorar a expressao
da proteina, assim como sua solubilidade, foi realizada uma inducéo a 20°C overnight (16
horas). Ap6s o novo cultivo e inducdo foi observado padrfes de bandas semelhantes ao
anterior, porém com um aparente aumento da expressao na fracdo soltvel, como observado
pelo western blot (Figuras 22C e D).

A proteina DTH10 também foi purificada a partir da fracdo solvel do lisado celular,
porém com grau de pureza menor que a DTH10.1. A purificacdo foi capaz de concentrar a
proteina nas fracdes 14 a 18, como mostrado na Figura 22E. Com o processo de purificacdo foi
possivel confirmar que a proteina DTH10 migra no gel SDS-PAGE com peso molecular de

aproximadamente 32kDa.
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Figura 22 - Teste de solubilidade da proteina recombinante DTH10. A. SDS-PAGE do cultivo
a 37°C e B. Western blot do cultivo a 37°C. C. SDS-PAGE do cultivo a 20°C e D. Western blot
do cultivo a 20°C. E. SDS-PAGE da purifica¢do da proteina recombinante expressa a 20°C. F.
Proteina purificada. M: Padrdo de massa molecular, NI: fracdo ndo induzida, EB: extrato bruto
total, I: fracdo insoluvel, S: fracdo solavel, PC: pré-coluna, FT: flow-through da purificacéo,
10-18: fracdes eluidas com concentracGes crescentes de imidazol. Seta indica a banda da
proteina de interesse.
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5.3 Quantificacao da proteina recombinante

As fragOes 14 a 20 da DTH10.1 purificadas foram reunidas em tubo de 15mL gerando
um volume final de 10,5mL de proteina purificada. Essa proteina foi quantificada por método
de Bradford onde foi possivel observar uma concentracdo de 10mg/ml. Isso significa que a
expressdao da DTH10.1 em BL-21 (DE3) na forma soltvel gera um rendimento de 105mg de
proteina purificada a partir de dois litros de cultura induzida. A proteina foi diluida para
concentracdo final de 2mg/mL e as aliquotas foram armazenadas a -80°C.

As fracbes 15, 16 e 17 da DTH10 foram quantificadas individualmente e geraram um
rendimento de 1,04mg/mL, 0,56mg/mL e 0,368mg/mL, respectivamente. As fracdes foram
armazenadas a -80°C.

5.4 Desenvolvimento de um ELISA indireto
5.4.1 Determinacdo das condicGes ideais de reagentes

Para testar a eficiéncia das proteinas recombinantes DTH10.1 e DTH10 na deteccdo do
virus da hepatite D, por meio da metodologia ELISA, foram padronizados os reagentes e
protocolos operacionais utilizando amostras de soro de pacientes com diagnostico soroldgico
confirmado para hepatite D pelo kit comercial da DiaSorin® ETI-AB-DELTA-K-2 para

deteccdo de anticorpos totais.

- ELISA utilizando a DTH10.1:

Os primeiros testes realizados tinham como objetivo a padronizacdo das condi¢bes do
ELISA utilizando a proteina DTH10.1. Para determinar a quantidade de antigeno a ser usado
na sensibilizagdo da placa foram testadas 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 e 1280ng de proteina
por poco, com um pool de soro de 10 pacientes positivos e outro de 10 amostras negativas em
diluicdo de 1:100 em diluente de amostra, bloqueio contendo 1% de BSA e anti-1gG conjugado
com peroxidase em diluigdo de 1:5.000. Com base nos valores de absorbancia do pool positivo
e do pool negativo e da razéo gerada (Figura 23), observou-se que o melhor resultado foi obtido
com o uso de 1280ng de proteina. Assim foi determinado o uso de 1000ng de proteina DTH10.1

por poco para os testes posteriores.



54

>

Titulacéo do antigeno DTH10.1 B. Razéo entre pool positivo e negativo

4,0
3,409 21,0

3,5
3,0
2,5
2,0
15
1,0

18,0
150
120
’ 9,0
, 6,0 I
, 0.335 0,285 (189 30 og 12 2% 16 14
00 — 00 ™ = . [ | -

2,884

Razéo

0,5

19G anti-DTH10.1 (DO 450nm)

% % 52 %o N % N % o % %
T T & ST &
A VA G

"7
Quantidade de proteina Quantidade de proteina

Figura 23 — Titulagdo do antigeno DTH10.1. A. Gréfico da titulacdo do antigeno. B. Gréfico
da razdo. Linha vermelha: pool positivo; linha verde: pool negativo.

Em seguida foi analisado a melhor diluicdo das amostras de soro positivo e negativo.
Foram testados pool dos soros nas dilui¢bes 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e
1:3200, com 1000ng/poco de proteina, bloqueio com 1% de BSA e anti-IgG em diluicdo de
1:5.000. Com base nos valores de absorbancia e razéo (Figura 24), verificou-se que a melhor
razdo foi obtida com as dilui¢cbes de 1:25 e 1:50, porém ambas as dilui¢cbes geram uma
absorbancia alta para o pool negativo. Assim, para obter absorbancia baixa para as amostras
negativas sem diminuir muito o valor para as amostras positivas foi determinado o uso da

diluicdo de 1:100 para as amostras de soro.

A-4 . Titulacdo do Soro B. Razdo entre pool positivo e
a5 negativo
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Figura 24 — Titulagcdo das amostras de soro. A. Grafico da titulacdo do soro. B. Gréfico da
razdo. Linha vermelha: pool positivo; linha verde: pool negativo.

A determinacédo da diluicdo do conjugado anti-1gG foi realizada através de testes com
as dilui¢Bes 1: 5.000, 1:10.000, 1:20.000 e 1:40.000, com 1000ng de proteina, pool de amostras
com soro diluido 1:100 e blogueio com 1% de BSA. Com base nos valores de absorbancia
mostrado na Figura 25, determinou-se que o melhor resultado foi com o uso da dilui¢do de
1:5.000.
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Figura 25 - Titulagdo do conjugado anti-1gG. Linha vermelha: pool positivo; linha verde: pool
negativo.

Por ultimo foram testadas as formulacdes da solucdo de bloqueio com concentracdes de
1%, 2% e 5% de BSA, com 1000ng de proteina, pool de amostras diluido em 1:100 e conjugado
em diluicdo de 1:5.000. Com base na absorbancia do pool positivo, negativo e da razéo (Figura
26), verificou-se que os valores da razdo e absorbéncia do pool positivo para as trés
concentracdes de BSA sdo muito parecidas, porém com 2% de BSA o pool negativo possui o

menor valor de absorbancia (DO 450nm).

Formulagdes do bloqueio
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Figura 26 - Uso de diferentes concentracdes de BSA na solucédo de bloqueio. Linha azul: Razéo,
barra vermelha: pool positivo, barra verde: pool negativo.

Assim, ficou determinado que as condicdes ideais para o ELISA utilizando a proteina
DTH10.1 € a sensibilizagdo da placa com 1000ng/pogo de proteina, bloqueio com 2% de BSA,

diluicdo das amostras de soro em 1:100 e do conjugado em 1:5.000.

- ELISA utilizando a DTH10:

Ap0s a padronizacdo do ELISA com a DTH10.1 foram iniciados os testes utilizando a

proteina DTH10. Como o intuito final foi determinar a melhor proteina a ser usada, 0s testes
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iniciais foram realizados nas mesmas condi¢des que a DTH10.1 a titulo de comparacdo. A
determinacéo da quantidade de antigeno a ser usado foi realizada atraveés da titulagéo de 10, 20,
40, 80, 160, 320, 640 e 1280ng de proteina por po¢o. Com base nos valores de absorbancia e
razdo mostrados nas Figura 27, observou-se que o melhor resultado foi obtido com o uso de
160ng de proteina. Assim determinou-se o uso de 100ng de proteina DTHZ10.1 por poco.
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Figura 27 - Titulagdo do antigeno DTH10. A. Gréfico da titulagdo do antigeno. B. Gréfico da
razdo. Linha vermelha: pool positivo; linha verde: pool negativo.

Em seguida foi realizado a determinacdo da diluicdo do pool utilizando as diluigdes
1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200, com 100ng de proteina DTH10. Com
base nos valores observado na Figura 28, verificou-se que a melhor raz&o foi obtida com a
diluicdo de 1:25. Como nosso estoque de amostras positivas para HDV esta escasso, foi

decidido o uso da diluicdo 1:100 das amostras de soro.
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Figura 28 - Titulacdo das amostras de soro. A. Grafico da titulacdo do soro. B. Gréfico da

razdo. Linha vermelha: pool positivo; linha verde: pool negativo.
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Foram testadas duas formulagdes de bloqueio, com 1% e 2% de BSA. Para este teste
foram utilizadas amostras individuais para comparar as absorbancias das amostras com 0s
valores obtidos com a proteina DTH10.1. Observou-se pequena diferenca entre a absorbancia
das amostras em relagdo as duas concentracdes de BSA, porém a razdo obtida através da média
das amostras positivas e negativas foi maior com o uso de 1% de BSA (Figura 29).
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Figura 29 - Uso de diferentes concentracfes de BSA na solugéo de bloqueio. Linha azul: Razao,
barra vermelha: pool positivo, barra verde: pool negativo.

Também foi possivel observar que as amostras que apresentaram baixa absorbancia com
a DTH10.1, sendo elas negativas ou falso-negativas, apresentaram alta absorbancia no ELISA
com a DTH10, enquanto as amostras positivas altas tiveram absorbancias similares. Na
tentativa de diminuir a absorbancia dessas amostras, a quantidade de proteina utilizada na
sensibilizacdo foi reduzida para 40ng, que na etapa de titulacdo do antigeno mostrou gerar a
menor absorbancia para amostras negativas sem grande comprometimento do valor das
amostras positivas (Dado ndao mostrado). Com essa mudanca foi possivel observar que, apesar
de induzir reducéo na absorbancia das amostras positivas, ndo houve alteracao na classificacdo

das amostras como positiva ou negativa para hepatite D.

5.4.2 Analise de reagdo cruzada

Para avaliacdo de reagéo cruzada, 187 amostras foram analisadas: (i) amostras positivas
para hepatite D (n=76); (ii) hepatite B (n=33); (iii) hepatite C (n=31); (iv) fator reumatoide
(n=8) e (v) amostras de individuos saudaveis (n=39).

Nenhuma das amostras de pessoas saudaveis, com hepatite C e com fator reumatoide
apresentaram resultados positivos no ELISA tanto com a DTH10.1 quanto com a DTH10
(Figura 30). Entre as amostras de hepatite B uma apresentou resultado positivo e uma,

indeterminado com a DTH10.1 e com a DTH10 uma apresentou resultado positivo.
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Figura 30 - Anallse de reacao cruzada com a proteina recombinante A.DTH10.1e B. DTH10.

5.4.3 Determinacao da sensibilidade e especificidade

A determinacdo da sensibilidade e especificidade do teste foi feita a partir da anélise de

76 amostras positivas para hepatite D e 103 amostras negativas, sendo essas compostas por

amostras de pacientes saudaveis (n=39), positivos para hepatite B (n=33) e para hepatite C

(n=31). A listagem das amostras e seus resultados estdo disponiveis no Apéndice.

- ELISA utilizando a DTH10.1:

A média das amostras negativas foi 0,257 e o desvio padrao foi 0,175. Pelo método de

dupla entrada o cut-off obtido foi 0,781, os valores de sensibilidade e especificidade foram

75,7% e 99%, respectivamente. J& pelo método da curva ROC (Figura 31) a area da curva foi
0,9581, o cut-off foi 0,512, a sensibilidade foi de 82% e especificidade de 97,5%.
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Figura 31 - Sensibilidade e Especificidade pela curva ROC para ELISA com a DTH10.1. A.
Gréfico de distribuicdo das amostras. B. Area da curva. Linha pontilhada representa o valor de

cut-off obtido.
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- ELISA utilizando a DTH10:

A média das amostras negativas foi 0,207 e o desvio padréo foi 0,139. Pelo método de
dupla entrada o cut-off obtido foi 0,624, os valores de sensibilidade e especificidade foram
77,3% e 99%, respectivamente. J& pelo método da curva ROC (Figura 32) a area da curva foi
0,9496, o cut-off foi 0,500, a sensibilidade foi de 80,3% e especificidade de 97,1%.
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Figura 32 - Sensibilidade e Especificidade pela curva ROC para ELISA com a DTH10. A.
Gréfico de distribuicdo das amostras. B. Area da curva. Linha pontilhada representa o valor de
cut-off obtido.

5.4.4 Teste de estabilidade acelerada

A estabilidade acelerada da fase sélida foi realizada com placa sensibilizada apenas com
a DTH10.1. Para esse teste foram sensibilizadas 9 strips, sendo uma utilizada para o ponto 0,
dia em que o produto foi preparado, quatro foram armazenadas em geladeira a 2-8°C (placa
controle) e quatro foram armazenadas em estufa a 37°C. Comparando os resultados obtidos
(Figura 33) é possivel afirmar que o produto permaneceu estavel durante o periodo de teste,
mantendo a similaridade no valor das absorbancias sob as duas condi¢Ges de armazenamento
da placa. Isso significa que, refrigerada, a placa sensibilizada manteria a estabilidade por pelo

menos 2 anos, que é prazo de validade da maioria dos kits de ELISA.
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A. Armazenamento a 2-8°C B. Armazenamento a 37°C
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Figura 33 - Teste de estabilidade acelerada. A. Placa armazenada a 2-8°C. B. Placa armazenada
a 37°C. —121 131 125 119 ——6800 ——4877 ==1970 —=3166 Qs nlmeros
indicam o c6digo de cada amostra testada.

5.4.5 Repetitividade e Reprodutibilidade

Para analise de repetitividade, analisamos trés amostras, durante trés dias consecutivos,
fazendo oito replicatas/dia. Apenas a amostra 01 apresentou boa repetitividade, gerando um
baixo valor de CV.

Na reprodutibilidade comparamos as mesmas amostras durante os trés dias. As trés

amostras reproduziram o resultado.

Tabela 6 - Coeficiente de variacdo (CV) para testes de repetitividade e reprodutibilidade.

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03

Abs. Média 3,742 0,625 0,110

Dia 01 Desvio Padrédo 0,023 0,049 0,012
CVv 0,6 7,9 10,7

Abs. Média 3,670 0,557 0,090

Dia 02 Desvio Padréo 0,051 0,036 0,011
CVv 1,4 6,5 12,8

Abs. Média 3,545 0,606 0,098

Dia 03 Desvio Padrdo 0,114 0,021 0,010
Cv 3,2 3,5 10,4

Abs. Média: Absorbancia média



61
5.5 Desenvolvimento de teste imunocromatogréafico de fluxo lateral
5.5.1 Conjugacéo do ouro coloidal

A primeira estratégia testada foi a conjugacéao do ouro coloidal com a proteina DTH10.1,
porém o processo de conjugacdo ndo se mostrou estavel em nenhuma diluicdo e o uso da

proteina no conjugado foi descartado.

A conjugacao com anticorpo anti-1gG obteve sucesso na dilui¢do de 1:8, a partir de uma
diluicdo inicial de 45pL de anticorpo anti-IgG em 500uL de tampédo hepes, enquanto a
conjugacdo com a proteina A foi realizada na diluicdo 1:32 a partir de uma diluicéo inicial de

2uL de anticorpo anti-lIgG em 500uL de tampao hepes.

5.5.2 Padronizagéo das condicGes do teste

Durante o processo de padronizacdo do teste para hepatite D foram testadas a
conjugacao com anticorpo anti-lgG e com a proteina A. Em nenhum dos testes realizados foi
observado qualquer alteracdo de resultados decorrente do uso de diferentes conjugados, assim
0 processo de padronizacdo foi definido com o uso de ouro coloidal conjugado a proteina A por
ser financeiramente mais rentavel, uma vez que ela foi eficiente em uma diluigdo muito maior

que o anti-1gG e também é mais econémica.

Com o intuito de definir a melhor concentracdo de proteina DTH10.1 a ser usada na
linha teste foram testadas impregnacdes de 0,2; 0,5 e 0,8mg/mL de proteina mantendo todos os
outros parametros idénticos e sem realizar a impregnac&o da linha controle. E possivel observar
na Figura 34A que a intensidade obtida com o uso de 0,2mg/mL foi muito fraca enquanto com
0,5 e 0,8mg/mL de proteina o sinal foi mais intenso e similar para as duas concentra¢des. Logo
foi escolhido usar 0,5mg/mL e trabalhar nos outros parametros para aumentar a intensidade do

sinal.

A determinacg&o da concentragdo de proteina A a ser utilizada na linha controle foi feita
a partir da comparacéo entre 0,3 e 0,6mg/mL de proteina, mantendo todos os outros parametros
idénticos. Como pode ser observado na Figura 34B, o uso de 0,6mg/mL de proteina A gerauma

linha controle de maior intensidade, o que ao torna a melhor opgéo para o teste.
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Figura 34 - Determinacdo da concentracdo de proteina a ser impregnada. A. Concentracdo de
proteina DTH10.1 a ser usada na linha teste. Testes sem uso da linha controle, com 0,2mg/mL,
0,5mg/mL ou 0,8mg/mL de proteina B. Concentracdo de proteina A na linha controle. Testes
com 0,3mg/mL ou 0,6mg/mL da proteina A. Amostra aplicada foi pool negativo. LT: linha
teste. LC: linha controle.

Algumas das amostras negativas previamente analisadas geravam uma pequena
reatividade na linha teste, que é considerado como sendo resultado positivo. Uma forma de
evitar reacOes inespecificas que possam gerar resultados falsos-positivos € o uso do bloqueio
da membrana de nitrocelulose. Assim, foi analisado duas condi¢fes de tratamento dessa
membrana, sendo ela bloqueada com 2% de BSA e sem bloqueio. Foi possivel observar que o
uso do bloqueio impedia as reacdes inespecificas ndo gerando falsos-positivos, enquanto sem
o bloqueio foi possivel observar sombras em algumas amostras. A Figura 35A representa o teste
de duas amostras negativas testadas com tampéo de corrida 0,05M, sendo que o teste realizado
sem bloqueio apresentou uma sombra na linha teste.

Como o bloqueio da membrana de nitrocelulose é uma etapa que encarece
significativamente o processo de producdo de um Kkit, foi testado tampdes de corrida mais
concentrados em membranas ndo bloqueadas com o intuito de evitar o surgimento dos
resultados falso-positivos. Para isso foram testados os tamp&es na concentracdo 0,07M e
0,08M, que foram comparados ao resultado obtido com tampdo 0,05M em membrana
bloqueada (Figura 35B). O uso do tampéo de corrida 0,08M gerou uma sombra facilmente

perceptivel na linha teste enquanto o tampdao 0,07M produziu uma sombra quase imperceptivel.
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Figura 35 - Determinacéo do tratamento da nitrocelulose e tampé&o de corrida. A. Comparacéo
da membrana de nitrocelulose sem bloqueio e com bloqueio. Teste com pool negativo. B.
Determinacdo da concentracdo do tampéao de corrida. Tampéo 0,05M em membrana bloqueada
e tampao 0,07M e 0,08M em membranas ndo bloqueadas. SB: Sem bloqueio. CB: Com
blogueio. LC: linha controle. LT: linha teste. Seta indica pequena reatividade na linha teste.

Na tentativa de melhorar as condi¢cdes do teste com a membrana ndo bloqueada e
melhorar a especificidade dos resultados foram testados dois volumes de amostra, com a
aplicacdo de 10pL e 20pL da amostra analisada, tendo os testes anteriores realizados com o
volume de 10pL. O aumento do volume para 20uL e o tampéo de corrida contendo BSA 1%
foi capaz de impedir a presenca de falsos positivos, fazendo com que as amostras negativas ndo
apresentem reatividade na linha teste (Figura 36A).

O teste rapido é caracteristico em ter um tempo de leitura menor que 30 minutos, por
isso durante todo o processo de padronizacao das condicdes do teste imunocromatografico foi
utilizado o tempo de 10 minutos. Assim, o ultimo parametro analisado foi o melhor tempo de
leitura, tendo sido observado os tempos 10 e 20 minutos. Foi observado (Figura 36B) que com
20 minutos a membrana de nitrocelulose ficou mais limpa, isto €, todo o volume aplicado foi

absorvido e nao ficou marcas residuais do conjugado.

A. B
o b= [LC : LC
) LT
10 20 10 20

Figura 36 - Determinacgédo volume de amostra e tempo de leitura. A. Avaliagdo do uso de 10pL
e 20pL da amostra. B. Determinacdo da leitura do teste ap6s 10 ou 20 minutos. LC: linha
controle. LT: linha teste. Seta indica sombra na linha teste.
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Ap0s a andlise de todos os parametros, ficou determinada as melhores condigdes para a

realizacdo do teste imunoenzimatico para hepatite D, como mostra a Figura 37.

i = 0,5mg/mL

i Concentracdo da proteina A i > 0,6mg/mL

: (Lo) T

“Tratamento da membrana
de nitrocelulose

i - i
| Parametros '
i . 1
! Padronizados !

i = Sem bloqueio

i Tampdo de Corrida = 0,07M
| Volumedeamostra | = 20pL
' Tempodeleitura | 20 minutos

Figura 37 - Parametros determinados para o teste imunocromatografico para diagnostico para
hepatite D.

5.5.3 Determinacao da sensibilidade e especificidade

A determinacdo da sensibilidade e especificidade do teste foi calculada a partir de 49
amostras positivas de hepatite D e 20 amostras de pacientes saudaveis. Sdo consideradas
amostras positivas aquelas que apresentarem qualquer grau de reatividade na linha teste (Figura
38). O valor de sensibilidade obtido foi 77,5% e especificidade foi 100%.

"
|

$
Positiv£ Negativas

Figura 38 - Determinacdo da sensibilidade e especificidade do teste.
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6 DISCUSSAO

Apesar de ndo ser muito comum, a hepatite D é responsavel pela forma mais grave de
hepatite viral e possui distribuicdo mundial. No Brasil ja foram notificados 3.833 casos
confirmados entre 1999 a 2017 com 75% dos casos decorrentes da regido norte do pais (Bacia
Amazonica), sendo 159 destes casos notificados apenas em 2017 (BRASIL, 2018b).

Por ser capaz de progredir rapidamente para um estagio cronico e causar graves
problemas hepéticos ou até mesmo a morte do paciente, o diagndstico precoce da hepatite D é
de grande importancia (YURDAYDIN, 2017b). Atualmente o diagnostico laboratorial da
hepatite D € realizado através de testes soroldgicos, porém ainda existem poucas opc¢des de
testes comerciais, uma vez que muitos deles ndo apresentam bons resultados (COLLER et al.,
2018). Portanto, o desenvolvimento e prototipagem de dois métodos soroldgicos para a
deteccdo da hepatite D representa novas opcdes de testes eficientes, desenvolvidos com
tecnologia nacional, potencialmente mais baratos e de maior praticidade para uso, como € o

caso do teste imunocromatografico.

As metodologias de diagnostico desenvolvidas e prototipadas neste trabalho utilizam
como antigeno as proteinas recombinantes DTH10.1 e DTH10, que tiveram sua similaridade
comparada com sequéncias consenso do antigeno delta dos oito gen6tipos do HDV. Como a
DTH10.1 possui apenas parte da sequéncia do HDAg, ja era esperado que ela obtivesse uma
menor similaridade, enquanto a DTH10 obteria uma maior similaridade por ser a sequéncia
completa do antigeno. Através dessa analise, foi possivel observar o nivel de divergéncia entre
as sequéncias dos oito gendtipos, principalmente entre os gendtipos 111 e VI, que apresentaram
menor similaridade, e o gen6tipo I, com maior similaridade as proteinas recombinantes
produzidas. Esse resultado é corroborado por analises de sequéncias do HDV que comprovam
a existéncia de 15% de divergéncia nas sequéncias do virus dentro de um genétipo, além de
15% a 40% de divergéncia entre a sequéncia de diferentes gendtipos, onde o HDV-3 o apresenta
a maior divergéncia dentre os oito gendtipos conhecidos (AHN; GISH, 2014; CHAO et al.,
2015; BRASIL, 2018a; DENY, 20086).

As proteinas DTH10.1 e DTH10 foram produzidas através do sistema de expressao em
E. coli BL21 (DE3) e analisadas através de gel SDS-PAGE. A DTH10.1, que foi produzida
primeiro em cultivo a 37°C, foi uma proteina de fécil expresséo e purificagéo, gerando um alto
rendimento. Resultados similares foram observados por DING et al. (2014) e LU et al. (2016),

que expressaram a proteina recombinante S-HDAg completa com alto rendimento.
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Ja a DTH10 apresentou problemas durante a tentativa de expressdo a 37°C,
demonstrando uma taxa de crescimento bem abaixo do esperado, chegando a precisar do dobro
de tempo para atingir a DOgoonm Minima para inducdo. Acredita-se que isso ocorreu devido a
uma expressdo basal da proteina previamente a indu¢do com IPTG podendo ocasionar uma
certa toxicidade para a célula. Para tentar contornar esse problema, foi realizado uma tentativa
de inducédo a 20°C, onde foi possivel observar que, apesar de ainda ter ocorrido 0s mesmos
problemas descritos anteriormente, nesta nova condi¢édo a proteina apresentou maior expressao,
principalmente na fracdo soltvel. Uma forma de evitar todas essas dificuldades de expresséo
da DTH10 seria o uso da linhagem de E. coli BL21(DE3) pLysS, que possui o plasmideo pLysS
gue contém o gene que codifica a lisozima de T7. Essa enzima é capaz de diminuir o nivel da
expressao basal do gene inserido na célula sem interferir na expressdo proteica apos a etapa de
indugdo com o IPTG (STUDIER, 1991). Como foi obtido resultados adequados com o uso da
expressdo a 20°C, essa estratégia ndo foi utilizada.

Testes comerciais para a deteccdo sorologica do HDV ja estdo disponiveis a alguns anos
e séo utilizados em todo o mundo (BRICHLER et al., 2014). Isso ocorre devido aos testes
soroldgicos serem ferramentas importantes para o diagnostico de diversas doencas uma vez que
sdo de facil uso, normalmente ndao dependem de grande estrutura laboratorial e podem ser
usados para analisar uma grande quantidade de amostras em pouco tempo (URDEA, 2006).
Assim, as proteinas recombinantes DTH10.1 e DTH10 foram utilizadas como antigeno para
detectar anticorpos IgG anti-HDV presentes no soro de pacientes infectados com o virus,

através das metodologias de ELISA e teste imunocromatografico.

Primeiro foi analisado a capacidade das proteinas DTH10.1 e DTH10 em detectar os
anticorpos IgG através do método de ELISA. Para isso foram realizados testes para determinar
a quantidade de cada um dos reagentes a ser usado com o intuito de padronizar a metodologia
do ensaio. Nessa etapa foi analisado amostras vindas de Porto Velho — RO, uma regido onde se
predomina casos de hepatite D causados por infeccdo pelo genotipo 111, que como mencionado
anteriormente, possui a sequéncia mais divergente entre os oito gendtipos do virus (DENY,
2006). Nesta analise foram selecionadas as condi¢des que gerassem melhor resultado,
mantendo a caracterizacdo das amostras, isto €, mostrando um resultado positivo para as

amostras infectadas e resultado negativo para as amostras ndo infectadas.

Como o objetivo final é comercializar o produto para o diagnostico da hepatite D, foram
realizados alguns testes que séo exigidos pela RDC n° 36 de 26 de agosto de 2015. Entre eles
estdo a analise de reacdo cruzada, determinacdo da sensibilidade e especificidade, analise de

repetitividade, reprodutibilidade e estabilidade. Na andlise de reacdo cruzada, foram testadas
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amostras positivas para hepatite B, hepatite C, hepatite D, para fator reumatoide e amostras
negativas provenientes de pessoas saudaveis. Através deste teste foi possivel observar que
ambas as proteinas DTH10.1 e DTH10 reagiram apenas com uma amostra de hepatite B, tendo
todas as outras amostras analisadas apresentado resultados negativos. Isso indica que a
possibilidade de ocorrer reacdo cruzadas com alguma dessas enfermidades sera baixa.

A determinacdo da sensibilidade e especificidade do teste foi realizada por duas
metodologias: dupla entrada e curva ROC. Por dupla entrada, os valores de sensibilidade e
especificidade da DTH10.1 foram 75,7% e 99% e da DTH10 foram 77,3% e 99%,
respectivamente. Ja pela curva ROC os valores de sensibilidade e especificidade da DTH10.1
foram 82% e 97,5% e da DTH10 foram 80,3% e 97,1%. Esses valores obtidos para sensibilidade
séo baixos comparados aos valores informados para os kits que se encontram no mercado (98%

de sensibilidade), como exibidos na Tabela 2.

Essa diferenca de sensibilidade pode ser atribuida as amostras utilizadas na
determinacdo desses valores, que sdo em sua maioria provenientes de infeccdo pelo HDV-3,
que é o mais divergente de todos e 0 que possui menor grau de identidade com a proteina
recombinante. 1sso nos leva a crer que amostras de outros genotipos provavelmente gerariam
um valor de sensibilidade ainda maior que o obtido. As empresas responsaveis pelos Kits
comerciais estdo localizadas em regiGes onde predomina-se o gendtipo I, o que faz com que
elas detectem de forma correta as amostras com esse gendtipo, mas que apresentem erros nas

deteccBes de amostras de outros gendtipos, como mostrado por Brichler et al. (2014).

Apesar de serem poucos os artigos na literatura descrevendo o desenvolvimento de
testes para o diagnostico sorolégico da hepatite D, SHEN et al. (2012) descreveu um ELISA
utilizando o HDAg isolado de paciente na China e obteve uma sensibilidade e especificidade
de 100,0% na avaliagdo de 30 amostras. Alem dele, LU et al. (2016) também descreveu um
ELISA, com HDAg produzido por fementagdo, e também obteve 100% de sensibilidade e
especificidade para deteccéo de anticorpos IgG anti-HDV.

Devido a pequena diferenca obtida nos valores de sensibilidade e especificidade
utilizando a DTH10.1 e a DTH10, ficou decidido inicialmente prosseguir com 0s testes
utilizando a proteina DTH10.1, que se mostrou ser mais facil de expressar, purificar, que gerou
maior rendimento proteico e por ser uma sequéncia ainda ndo patenteada, como € o caso da
DTH10.

No teste de estabilidade da fase solida, etapa em que a placa ja sensibilizada foi

submetida a agressdo acelerada a 37°C, foi possivel observar através de compara¢do com uma
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placa controle que a placa permaneceu estavel durante o periodo analisado. Este teste é
importante para a determinacdo do prazo de validade da placa por meio da aceleracdo do
processo de degradacdo dos componentes aderidos a ela. Observou-se, ao final do experimento,
que as amostras avaliadas apresentaram 0s mesmos resultados na placa sob agressdo em
comparacéo a placa mantida em condicdes ideais de armazenamente, o que permite afirmar que
ndo ha perda significativa de desempenho no periodo avaliado. Assim, assume-se que a placa
poderia apresentar um tempo de validade de aproximadamente dois anos, valor similar a
maioria dos kits comerciais (MATEJTSCHUK; PHILLIPS, 2007). Para a determinacdo da
validade do produto completo todos os componentes deste, incluindo os reagentes utilizados no

processo, devem passar pelo processo de estabilidade acelerada.

Foi possivel observar uma boa reprodutibilidade dos resultados, tendo as amostras
apresentado valores de Coeficiente de Variacdo similares durante os dias analisados. A analise
da repetitividade ndo apresentou bons resultados, tendo valor de CV maior que o ideal. Isso
pode ser devido a diversos fatores que vao desde a precipitacdo da proteina utilizada na
sensibilizacdo da placa, ma homogeneidade das amostras aplicadas, até problemas na
pipetagem.

Os testes imunocromatograficos sdo ferramentas muito requisitadas para o diagnéstico
de uma variedade de doencas devido ser um método que ndo depende de estrutura laboratorial
elaborada e ser de rapida execucdo, com obtenc¢éo do resultado em minutos (JAPOLLA, 2015).
Até o momento ndo existe nenhum teste imunocromatografico para o diagnéstico da hepatite
D, o que torna o desenvolvimento deste teste ainda mais importante e interessante, uma vez que
ele podera auxiliar no diagndstico de pessoas que vivem em areas remotas e de dificil acesso a
centros de satde ou laboratorios.

Uma das etapas mais importantes no processo de padronizacdo das condicdes do teste
imunocromatogréafico é a conjugacdo do ouro coloidal. Das trés tentativas realizadas, com a
proteina DTH10.1, proteina A e anticorpo anti-1gG, apenas a primeira ndo obteve sucesso. De
acordo com Oliver (1994), a solugéo de ouro coloidal a ser utilizada no processo de conjugacgao
deve possuir um pH de pelo menos 0,5 unidades acima do pl da proteina a ser conjugada. Como
o pl da proteina DTH10.1 € de 9.58, 0 pH da solugéo deveria ser acima de 10, o que pode ter
causado a perda da estabilidade da solucdo de ouro coloidal, impedindo a conjugacdo com a
proteina DTH10.1. Como a proteina A e o anticorpo anti-lgG possuiam pl abaixo de 8.5 o
processo de conjugacao foi realizado com sucesso.
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Ap0s a padronizacdo das condi¢es do teste ser finalizada, com a determinagédo das
melhores condicdes para que haja a manutencédo dos resultados, isto €, que os resultados obtidos
sejam equivalentes a caracterizacdo das amostras realizada em Porto Velho, foi determinado o
valor de sensibilidade e especificidade do teste. O teste imunocromatogréfico mostrou ter
sensibilidade de 77,5% e especificidade de 100%, apresentando reproducdo dos resultados

obtidos no ELISA com a mesma proteina.

Em suma, as proteinas recombinantes DTH10.1 e DTH10 mostraram ser capaz de
diferenciar as amostras de pacientes negativos dos positivos em grande parte dos casos e que
apesar de apresentar valores de sensibilidade um pouco abaixo do ideal nas duas metodologias,

ainda se trata de métodos promissores passivel de melhoras.
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7 CONCLUSAO

Através do uso da E. coli BL21 (DE3) como sistema de expressao foram produzidas as
proteinas recombinantes DTH10.1 e DTH10 com bom nivel de pureza e rendimento. Ambas as
proteinas se mostraram capaz de detectar anticorpos IgG anti-HDV no soro de pacientes
infectados com o virus através da técnica de ELISA, enquanto a DTH10.1 se mostrou capaz de

reproduzir os resultados com imunocromatografia.

O ELISA com a DTH10.1 apresentou resultados adequados para sensibilidade,
especificidade, interferentes e estabilidade acelerada, ao mesmo tempo que apresentou boa
sensibilidade e especificidade no teste imunocromatografico, o que torna ambas as técnicas

promissoras para o diagnostico de hepatite D.
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APENDICE - Listagem das amostras utilizadas durante o estudo

Tabela 7 - Listagem das amostras utilizadas para anélise de sensibilidade e especificidade e os
resultados obtidos utilizando as metodologias de ELISA coma DTH10.1, ELISA comaDTH10
e teste imunocromatografico com a DTH10.1

Amostra Caracterizacao ELISA- ELISA- Teste -
DTH10.1 DTH10 Imunocromatogréfico
1 HDV+ R R R
2 HDV+ R R R
3 HDV+ R R R
4 HDV+ R R R
5 HDV+ R R R
7 HDV+ R R R
8 HDV+ R NR R
9 HDV+ NR NR NR
10 HDV+ NR NR NR
11 HDV+ R R R
12 HDV+ R R R
13 HDV+ NR NR NR
14 HDV+ R R R
15 HDV+ R R R
16 HDV+ R R R
17 HDV+ R R R
18 HDV+ R R R
19 HDV+ R R R
20 HDV+ R R R
21 HDV+ R R R
22 HDV+ NR NR R
23 HDV+ R R R
24 HDV+ R R R
25 HDV+ R R NR
26 HDV+ R R R
27 HDV+ R R R
28 HDV+ R R R
29 HDV+ R R R
30 HDV+ NR NR NR
31 HDV+ R R R
32 HDV+ R R R
33 HDV+ R R R
34 HDV+ R R R
35 HDV+ R R R
36 HDV+ R IN NR
37 HDV+ NR NR NR
38 HDV+ R R R
39 HDV+ NR NR NR

continua
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Concluséo
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DS: Doador Saudavel, FR+: Fator reumatoide positivo, R: Reagente, NR: Néo reagente, IN: Indeterminado.



