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“Ndo sabendo que era impossivel, ele foi ld e fez."

Jean Cocteau



ANALISE DE ANTIGENOS DE SUPERFICIE DO ViRUS DA HEPATITE B (HBSAG)
COMO ESTRATEGIA PROMISSORA PARA FINS BIOMEDICOS

INTRODUCAO: O virus da Hepatite B (HBV) é um membro da familia de virus chamada
Hepadnaviridae, caracterizado pela presenca de DNA envelopado e capacidade de infectar
as células hepaticas. Esse virus infecta mamiferos e se replica nos hepatécitos, podendo
evoluir em termos patoldgicos. De acordo com o Ministério da Saude, no periodo de 1999 a
2015 foram notificados em todo o Brasil, 514.678 casos confirmados de Hepatite virais,
caracterizando um problema de salde publica. Pesquisas na area da virologia e producdo
biotecnolégica tém sido muito utilizado para expressao de genes heterélogos em células de
inseto, como por exemplo, o modelo eucarioto de expressdao utilizando Baculovirus,
inimeras proteinas de importancia médica e econdmica foram expressas em niveis elevados
aplicando esse sistema. Sendo assim, o presente trabalho visou analisar a expressdo do
antigeno de superficie HBsAg fusionado a proteina poliedrina, produzida pelo Baculovirus,
uma vez que o HBsAg tem um papel fundamental no diagndstico e prevencdo da Hepatite B,
por ser um antigeno marcador soroldgico indicativo de infeccdo pelo HBV, cem como, o
Unico componente da vacina contra o HBV, e assim, analisar possiveis reacdes cruzadas
entre os diferentes virus que causam hepatite. Atualmente, ndo existem industrias ou
empresas nacionais que produzam em larga escala o HBsAg, necessitando importar vacinas
e kits para diagnéstico. METODOLOGIA: Foi realizado quantificacdo de proteinas com Quant-
iT, teste comercial para dosagem de proteinas, e foram realizados testes soroldgicos
imunoenzimaticos, o ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) indireto, método que se
baseia na interacdo antigeno-anticorpo, utilizando o antigeno HBsAg fusionado a poliedrina
(proteina recombinante) previamente construido. RESULTADOS: Foram realizados dois
testes pelo método ELISA, os resultados foram obtidos a partir do soro de pacientes que
tiveram contato com os virus da Hepatite B, Hepatite C e Citomegalovirus (CMV) em relagdo
ao antigeno construido pelo sistema do Baculovirus, foram inconclusivos, o segundo teste
foi realizada com amostras doadas pelo LACEN-DF positivas para hepatite B, porém o soro
era positivo para outros patologias, como hepatite A e hepatite A, sendo necessario realizar
novos testes para ter um intervalo de confianga maior em relagdio ao teste.
DISCUSSAO/CONCLUSAQ: Portanto, hd a necessidade de realizar mais testes soroldgicos
para verificar a veracidade do experimento e valida-lo estatisticamente. Contudo, sabemos
que as hepatites virais sdo um grave problema de saude publica no Brasil e no mundo, e
necessitam de mais pesquisas, visando melhorar as formas de prevengdo, diagndstico e
tratamento.

Palavras-Chave: Baculovirus. Vacina. Sistema de expressao.
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1. INTRODUCAO

No século IV a.C, Hipdcrates considerado o “pai da medicina”, obteve as primeiras
referéncias quanto a casos epidémicos de ictericia, onde seus escritos revelavam a
possibilidade da epidemia ter origem infecciosa, o figado como principal érgao afetado e
com tendéncia a cronificagdao. O termo hepatite foi introduzido pela primeira vez por Bianchi
no século XVIII, porém foi no final dos anos trinta que houve a descoberta da sua forma de
transmissdo, tendo como principal a inoculacdo parenteral a partir de soro humano

(FONSECA, 2010).

Na década de 1960, Blumberg pesquisando proteinas no sangue observou a
presenca de um antigeno, no soro de um paciente australiano, denominando “antigeno
Australia”, hoje conhecido como antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg).
Desde entdo, os avancos tecnoldgicos e o aumento no numero de pesquisas cientificas
possibilitaram a descoberta de diferentes virus capazes de causar hepatites na espécie

humana (BRASIL, 2014).

Atualmente, cinco diferentes virus sdo reconhecidos como agentes etioldgicos para a
hepatite viral, sdo eles: hepatite A (HAV), hepatite B (HBV), hepatite C (HCV), hepatite D ou
Delta (HDV) e hepatite E (HEV). Embora possuam caracteristicas diferentes quanto a sua
estrutura molecular, classificacdo e genoma, os cinco agentes tém tropismo primario pelo
tecido hepatico, responsavel por causar processos inflamatérios, agudos ou cronicos, onde
na fase inicial da doenca, pode-se apresentar sintomatologias comuns, como nduseas,
vomitos, dores de cabeca, mal-estar e perda de apetite. Na fase ictérica, pode-se apresentar

coluria, acolia e alteragdes na fung¢dao hepdatica (HOUGHTON, 1996).

As hepatites A e E tém como principal via de contdgio, fecal-oral ou por meio de
aguas e alimentos contaminados, que podem resultar em uma hepatite aguda benigna. A
disseminacdo dos dois tipos de virus estd diretamente relacionada com a qualidade do
saneamento basico. O HBV tem como transmissdo a via parental, principalmente por via
sexual, sendo considerada uma infecgdo sexualmente transmissivel (IST), existe também a
transmissdo vertical, passada da mae para o filho durante o parto. A hepatite B pode evoluir
para uma hepatite cronica, trazendo complicagdes como cirroses ou tumores. Segundo a
Secretaria de Vigilancia em Saude, aproximadamente 5% dos pacientes evoluem para uma

cronificagdo da doenga e cerca de 70% de recém-nascidos contaminados por transmissao



vertical correm risco de cronificacdo. A hepatite C ocorre principalmente por via parenteral
e assim como o HBV pode evoluir para uma hepatite croénica, ja a transmissao por relacées
sexuais é pouco frequente, menos de 1%. A hepatite D ou delta é um virus satélite do HBV
gue necessita do HBsAg para realizar sua replicacdo e por isso possui os mesmos
mecanismos de transmissdo que o HBV. Por apresentar diversas etiologias, caracteristicas,
vias de transmissGes distintas e possuir alto risco epidémico, as hepatites virais sdo

consideradas preocupantes em ambito global (BRASIL, 2008).

As hepatites virais sdo responsaveis por cerca de 1,4 milhdo de obitos anualmente
em todo o mundo. No Brasil, entre os anos de 2003 e 2007, a taxa de incidéncia de hepatite
A era superior a das demais etiologias (B, C e D), porém, apds 2007, apresentou uma queda
significativa, atingindo 0,6/100 mil habitantes em 2016. Em contrapartida, nesse mesmo
periodo, as taxas das hepatites B e C apresentaram um consideravel aumento. Enquanto, as
menores taxas sdao encontradas para a hepatite D, que se mantiveram constantes em todo o
periodo. No periodo de 1999 a 2016, foram notificados mais de duzentos mil casos
confirmados no de hepatite B no Brasil. Desde 1999, ano em que se iniciaram as notificagOes
compulsorias da doenca no Brasil, verificou-se que a taxa de detecc¢do das regides Sul, Norte
e Centro Oeste foram superiores a taxa nacional, estabelecendo assim um foco maior por
parte da saude publica, devido ao seu principal meio de transmissdo, além de favorecer a

infeccdo por HDV (BRASIL, 2017).

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae e a sua particula viral infecciosa é formada
por nucleocapsideo proteico e envolta por um envelope lipoproteico originado da ultima
célula contendo trés formas do antigeno de superficie do virus (HBsAg). No interior da
particula, é encontrada a enzima DNA polimerase viral, que completa o genoma do virus
durante as infec¢des. O HBsAg é uma glicoproteina antigénica presente na superficie do
envelope do HBV cuja presencga no soro do paciente é indicacdo de uma infecgao ativa. Esse
antigeno é utilizado em preparagGes de vacinas e kits diagndsticos, por sua capacidade de

ativar uma resposta imunolégica (KARRON; COLLINS, 2007).

Atualmente, ndo existem industrias ou empresas nacionais disponiveis para a producao
escalondvel do HBsAg. Perante isso, os insumos sdo importados tanto para fins vacinais como
para o diagndstico. Assim, o sistema de expressdao do antigeno HBsAg em células de inseto

proposto anteriormente por Silva (2016) podera ajudar no desenvolvimento



de kits diagndsticos para a Hepatite B no pais, e ser um interessante passo para se pensar
em uma produgdo de antigeno vacinal nacional.

Os baculovirus tém sido utilizados amplamente como vetores de expressdo de genes
heterdlogos em células de inseto nos ultimos anos. Deste modo, inUmeras proteinas de
importancia médica e econdmica foram expressas em niveis elevados aplicando esse sistema. A

producdo do antigeno de superficie HBsAg fusionado a proteina poliedrina do baculovirus

é uma estratégia promissora para expressao e purificacdo destas proteinas em larga escala
para a drea da saude humana. O HBsAg tem um papel fundamental no diagndstico e
prevencdo da hepatite B. Este antigeno é o marcador soroldgico indicativo de infeccao

presente pelo HBV, bem como, o Unico componente da vacina contra o HBV (JARVIS, 1997).

Nesse contexto o presente estudo tem como objetivo analisar estudos que envolvem
a expressdo de antigenos derivados do HBV em sistema de expressdo eucarioto e suas

reacOes cruzadas para a possivel construcao de kits diagndsticos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O virus da Hepatite B e sua particula viral

O virus da hepatite B (HBV) pertecente da familia Hepadnaviridae, possui sua
particula infecciosa (virion), conhecida como particula Dane (figura 1), formada por DNA
envelopado e tem como principal caracteristica a capacidade de infectar as células
hepaticas, além de se replicar por transcricdo reversa, a partir do RNA pré-genémico,
caracteristicas semelhantes aos retrovirus (HOLLINGER; LIANG 2001). Essa particula
apresenta-se de forma esférica com aproximadamente 42 nanémetros de didametro, a qual
possui uma estrutura complexa formada for um envoltdério externo lipoproteico e interno. O
envoltério externo é formado por trés tipos de glicoproteinas de membrana que se
relacionam formando a membrana viral HBs (surface) que constitui o antigeno de superficie
do HBV (HBsAg) (figura 1). Internamente ao envelope viral existe o nucleocapsideo
icosaédrico constituido por a proteina HBc (core), que possui aproximadamente 30 a 34
nandmetros de diamétro, o antigeno do core (HbcAg), o antigeno “e” (HBeAg), o genoma

viral e as enzimas DNA polimerase e transcriptase reversa (figura 1) (ZHANG; CAO, 2011).

2.2 Variabilidade genética

O genoma do HBV é composto por uma molécula de DNA circular de fita dupla
incompleta de, aproximadamente, 3.200 pares de bases (3,2 Kb). O seu genoma viral se
encontra organizado em duas cadeias de polaridades invertidas, uma menor e incompleta
de polaridade positiva, e outra maior e completa de polaridade negativa, apresentando
quatro fases abertas de leitura (ORFs) para a producdo das proteinas virais, sdo elas o
capsideo, o envelope, a DNA polimerase e a proteina regulatéria X (figura 2). A traduc¢do do
produto da ORF que codifica as proteinas encontradas no envelope pode produzir trés
formas: Pré-S, Pré-S2 e S. Essas trés formas da proteina do envoltério externo do HBV dao

a_n

origem ao antigeno “s” (surface) do virus da hepatite B (HBsAg).



Figura 1: Esquema do HBV (particula Dane).

*Proteinaspequena destperficie (S)
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DNA
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Fonte: Araujo (2011).

A ORF da proteina de capsideo pode ser traduzida tanto na regido Pré-Core (Pré C)
guanto na regido do capsideo (ou core), sintetizando as proteinas do HBcAg. Os produtos de

Pré C sdo processados no reticulo endoplasmatico e um desses produtos de processamento

é secretado da célula, originando a porcdo “e” do virus (HBeAg) (FIELDS; KNIPE; HOWLEY,
2007; LIANG, 2009). Enquanto a ORF de enzima DNA polimerase (P) é responsdvel por sua
sintese (LEE, 1997), a de proteina regulatdria X tem como func¢do a sintese da proteina X,

que esta ligada a replicagao viral (GROB, 1998; LIANG, 2009).

Apesar do virus da hepatite B ser constituido por DNA, a auséncia de atividade
revisora da DNA polimerase viral lhe confere uma grande diversidade genética, através do
sequenciamento da por¢do S do genoma, oito gendtipos (denominados pelas letras de A até
H) foram classificados de acordo com as ocorréncias, que possuem distribuicGes geograficas
distintas (MELLO et al., 2007; SABLON; SHAPIRO, 2005; TATEMATSU et al., 2009; TRAN;
TRINH; ABE, 2008).

11

Proteina grande de superficie (S + PreS1 + Pre S2)
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2.3 Ciclo de replicagao do virus HBV

O ciclo replicativo do HBV (figura 3) se inicia apds o reconhecimento dos receptores
da célula hospedeira, onde o virus se liga a membrana mediada por proteinas de envelope,

em seguida a particula viral sera internalizada por endocitose.

Figura 2: Representacdo esquematica da organizacdo genomica do HBV.

DNA
Polimerase

q Proteina X

Fonte: Brasil (2015).

Esses receptores de membrana usados pelo virus, encontrados nos hepatdcitos, ainda
nao estdo completamente elucidados. Posteriormente o envoltdrio externo é fundido a
membrana celular, onde é removido liberando o capsideo no citoplasma que futuramente sera
transportado para o poro nuclear, ocasionando a liberacdo do genoma no interior do ntcleo
celular. Uma vez no nucleo celular, o genoma se liga a fatores de reparo do DNA celular e é
maturado na forma de DNA circular covalentemente fechado (cccDNA). Essas moléculas se
mantém de forma epissomica e sdao usadas pela RNA polimerase Il do hospedeiro para
transcrever RNAs mensageiros pré-gendmicos e sub-gendmicos, que quando transportados para
citoplasma sdo traduzidos em proteinas virais. Os RNAs transcritos serdo usados para a

produgao de novas particulas virais, ou sdao encapsulados nas particulas nascentes junto a
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polimerase viral para serem retrotranscritas, gerando novos genomas virais (FIELDS; KNIPE;
HOWLEY, 2007; GERLICH, 2013).

Os novos capsideos virais podem migrar novamente para o nucleo, liberando novos
genomas virais no nucleoplasma, ou podem ser usados para a montagem de novas
particulas infecciosas em corpos multivesiculares, que serdo liberados no meio extracelular.
As particulas subvirais sdo liberadas pela via trans-Golgi, tais particulas podem ser
filamentosas, esféricas, que ndo sdo infecciosas, e de Dane (particula viral completa). Essas
particulas subvirais correspondem a maior parte do HBsAg encontrado na corrente

sanguinea de individuos portadores da hepatite B (GERLICH, 2013; LEE; AHN, 2011).

2.4 Histéria da doencga associada a infecgdo pelo virus HBV e diagndstico laboratorial

A hepatite B apresenta forma aguda, porém pode evoluir para a forma crénica nos
individuos infectados. As hepatites agudas benignas geralmente sdo confirmadas pelo aumento
dos niveis séricos da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotrasnferase (AST),
indicando lesdes no figado, porém o individuo apresenta sintomas inespecificos, com leves
alteragdes gastrintestinais. Apds a fase inicial, o quadro pode evoluir para a forma ictérica da
doenca, seguida de uma fase de convalescenca, periodo no qual ocorre o desaparecimento da
ictericia, ou seja, o individuo apresentara melhora progressiva do seu quadro clinico
(GONCALVES JUNIOR, 2013). Normalmente, durante a forma aguda da doenca, o DNA viral pode
ser detectado com o uso de técnicas moleculares durante o periodo de um més a partir da
infeccdo na circulacdo sanguinea. No entanto, esses niveis serdao relativamente baixos por
aproximadamente seis semanas (102 a 104 copias de genoma viral por mililitro). A deteccdo
para o DNA do HBV e dos antigenos virais (HBeAg e HBsAg) estardo no auge apos esse periodo
de seis semanas, contudo a presenca dos antigenos virais é varidvel e dependem da fase da

doenca para serem detectados (ASPINALL et al., 2011).

A primeira resposta humoral do sistema imune, normalmente, ocorre contra o
antigeno core do virus (HBcAg) fazendo com que os anticorpos IgMs surjam precocemente.
Posteriormente surgem os anticorpos 1gG Anti-HBc, que permanecem na corrente

independentemente do curso da infec¢ao.
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Figura 3: Ciclo de replicacdo do virus da Hepatite B.
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Fonte: Brasil (2015).

Entre a décima e a décima quinta semana apds a infec¢do, os niveis séricos das
aminotranferases apresentam aumento (ALT e AST), indicando danos no tecido hepatico
mediado por resposta a células T. Experimentos em animais realizados em estudos
demonstraram que o DNA viral no soro pode se tornar indetectavel antes mesmo que ocorra a
elevacdo de ALT (GUIDOTTI et al., 1999). No entanto, as atuais técnicas moleculares sdo
extremamente capazes de detectar uma carga viral baixa (abaixo de 100 cdpias/mL) (SILVA et
al., 2004). Grande parte dos adultos infectados conseguem reverter a sintomatologia e
desenvolver anticorpos especificos contra os antigenos circulantes (HBeAg e HBsAg,) garantindo
protecdo a longo prazo contra a doenca. Mesmo com a recuperacdao do paciente, o DNA viral
ainda pode ser encontrado em baixos niveis e imunidade humoral e celular controla sua
expressdo (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007). No caso da ocorréncia de mutagOes nas regibes pré-
core e core, a expressao do HBeAg serd alterada, impedindo sua deteccdo, fazendo com que nao

ocorra a soro conversdo para o anti-HBe (SITNIK; PINHO, 2004).

A Hepatite B na forma crbonica é caracterizada pela presenca persistente do antigeno
HBsAg no soro de um individuo infectado por aproximadamente seis meses ou mais (ASPINALL
et al., 2011; BRASIL, 2009). Como no curso da infeccdo podem ocorrer inser¢des da parte do
genoma do HBV ao genoma do hospedeiro, é possivel existir individuos com o antigeno HBsAg
circulante, mesmo que a replicacdo viral seja minima ou praticamente inexistente no tecido
hepatico. Por essa razdo, a definicdo da infeccdo cronica baseado na deteccdo de HBsAg
circulante pode gerar amplos estados virolégicos e patolégicos que devem ser avaliados

correlacionando com o estado clinico do paciente (ASPINALL et al., 2011;
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SEEGER; MASON, 2000). Alguns individuos infectados com o HBV, ndo apresentam o
antigeno HBsAg detectdvel, denominado infeccdo oculta (IOBG). De acordo com estudos,
esse tipo de infeccdo tem a prevaléncia reduzida na populacdo geral, porém é mais presente
entre pessoas que fazem usudrios de drogas injetaveis, imunossuprimidos e paciente que
fazem hemodialise (FERREIRA et al., 2009; MATOS et al., 2013; OCANA et al., 2011; SILVA et
al., 2004).

De modo geral, a infec¢do cronica da hepatite B pode ser dividida em quatro fases
(BRASIL, 2011): imunotolerancia, onde a replicacdo viral estard elevada, existindo uma
tolerancia do sistema imune e sem indica¢Oes de lesdo hepatocelular (transaminases normais ou
préoximas do normal). Imunorreagdo, com a diminuicdo da tolerancia imunoldgica, ocorre
agressdo as células hepaticas, onde ocorre a replicacdo viral, gerando o aumento das
transaminases. Portador inativo, os niveis de replicagdo viral estardo diminuidos ou
indetectdveis, transaminases normais e, normalmente, soroconversao para anti-HBe. O escape
viral pode ocorrer por incorporacdo do DNA viral ao genoma das células hospedeiras ou
mediante atenuac¢ao da atividade imunoldgica do hospedeiro, seja por meio de mutagdes virais,
seja por tratar-se de pacientes com imunodepressao. Reativacao, onde em seguida a fase do

portador inativo, pode ocorrer a reativagao viral, gerando o retorno da replicacao.

A hepatite B é uma doenca imunoprevenivel, ou seja, existe uma vacina para
prevencdo. Essa vacina é altamente eficiente e é disponibilizada gratuitamente pelo
governo brasileiro no servigo publico de saude, fazendo parte do calendario de vacinagao
infantil. Para que qualquer individuo tenha acesso a vacina é preciso que se enquadre nos
critérios estabelecidos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Outras formas importantes
de prevencao da infec¢do sdao a adogdo do uso de preservativo nas relagdes sexuais e o ndo

compartilhamento objetos de uso pessoal (BRASIL, 2014).

2.5 Epidemiologia

A hepatite B permanece uma problematica para a saude publica, ndo apenas para o
Brasil, mas em todo o mundo, mesmo com a existéncia de uma vacina eficaz desde 1981.
Estima-se que existam 400 milhdes de carreadores do virus da hepatite B mundialmente e
que de 15 a 40% desses chegam ao 6bito anualmente por doengas hepaticas relacionadas a
acdo do VHB (FIGUEIREDO et al., 2016).

Segundo Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude (MS), 212.031 casos de
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hepatite B foram notificados entre os anos de 1999 a 2016. Desses, a maioria sdo
encontrados na regido Sudeste (35,4%), seguida das regides Sul (31,6%), Norte (14,2%),
Nordeste (9,4%) e Centro-Oeste (9,3%) (Grafico 1). Em razdo do sexo, é possivel verificar que
apesar da exposicdao ao VHB ser significativamente mais precoce nas mulheres, o periodo
maximo de exposicdo do sexo masculino é relativamente maior, possivelmente devido as
diferencas em padroes de comportamento sexual, resultando em menores taxas de
mulheres infectadas. Conforme o Departamento de Informética do Sistema do Unico de
Saude (DATASUS), em 2010, mil trezentos e cinquenta casos de hepatite B foram registrados
na regido Centro-Oeste, sendo que desses, 15,63% incidiam no entorno de Brasilia (BRASIL,

2017; FIGUEIREDO et al, 2016).

Grafico 1: Proporgdo de casos de hepatites virais notificados segundo regides. Brasil, 1999 a
2016.

100,0

114

Proporgio de casos notificad os
I<:
=Y

Hepatite A Hepatite 8 Hepatite £ Mepatite D

#Norte @Nordeste @Sudeste @Sul o CentroQeste
Fonte: Brasil (2017).

Em 1992, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendou que todos os paises
implementassem a vacina contra hepatite B nos programas pediatricos de rotina, visando
reduzir as taxas de infeccdo aguda, transferéncias congénita e perinatal da hepatite B, e a
manifestacdo crénica da doenca, frequentemente ndo sintomdatico na crianca, mas que
possibilitam sequelas graves na vida adulta e faz ciclica a transmissibilidade (CDC, 2011).

As taxas dos modos de transmissdo variam conforme a prevaléncia do virus. Em areas
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com alta prevaléncia ou endémicas, onde vivem aproximadamente 45% da populacdo
global, a infeccdo perinatal ou vertical se sobressai, sendo responsavel por cerca de 8% dos
casos de infeccdo crénica. Em dreas de prevaléncia intermediaria, correspondente a 43%,
predomina-se, a transmissdo horizontal, através de exposicGes percutaneas. Relacles
sexuais desprotegidas e a utilizacdo de drogas por via intravenosa em adultos sdo as
principais vias de disseminagdo nas dreas de baixa prevaléncia onde vivem 12% da
populagdo mundial. A transmissdao perinatal também pode ser vista nos paises nao
endémicos, sobretudo nas criangas nascidas de maes infectadas e que ndo recebem ou nao

realizam a imunoprofilaxia adequadamente (FIGUEIREDO et al, 2016).

O Brasil de maneira geral é classificado como um pais de baixa-intermediaria
prevaléncia de infeccdo por hepatite B, entretanto, a regido Norte, principalmente estados
da Amazobnia (Amazonas, Acre, Rond6nia e Roraima) detém prevaléncia alta (Grafico 2)

(FIGUEIREDO et al, 2016).

Grafico 2: Taxa de incidéncia de casos de hepatite B segundo UF e capital de residéncia.
Brasil, 2016.
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2.6 Resposta imunoldgica

A infec¢ao pelo HBV pode ser curada espontaneamente antes do desenvolvimento
de uma resposta imune humoral, enquanto a resposta imune inata na resolucdo da infecao
ndo estd totalmente elucidada. No entanto, é importante ndo pode ser descartada, devido
observacdes laboratoriais em que o HBV desapareceu tanto da circulacdo, quanto do figado
antes mesmo que se tenha detectado qualquer resposta imune adaptativa (GUIDOTTI et al.,
1999). Em estudos laboratoriais os efeitos antivirais dos interferons de tipo | (IFN-a e IFN-(3)
foram capazes de incitar um mecanismo de inibicdo na formacdo de novos capsideos do
HBV, bem como de deteriorar os capsideos existentes e degradar o RNA do HBV sintetizado
(MCCLARY et al., 2000). Essa inibicdo pode também ser mediada pela acdo do interferon de
tipo Il (IFN-y), que é produzido por células NK e por células T ativadas (BARON et al., 2002;
KAKIMI et al., 2001).

Pacientes com a capacidade de recuperar-se espontaneamente da infeccdo,
normalmente, apresentam uma resposta imunoldgica acentuada e multi-epitopo G,
mediada por células T CD4+ e CD8+ detectaveis na circulagdo, onde a resposta de CD8+ é

determinante na recuperacdo do paciente (KAKIMI et al., 2001; THIMME et al., 2003).

Anticorpos especificos contra o HBV, além de pesquisa por antigenos e acidos
nucleicos virais, sdo importantes indicadores para a deteccdo de estagios especificos da
doenca (figura 4). A IgM anti-HBc é um marcador da infec¢do de fase incial, enquanto que
anticorpos especificos para o HBeAg e para o HBsAg indicam uma resposta favoravel para a
infeccgdo (FUNG et al., 2014; MARUYAMA et al.,, 1993). Os anticorpos anti-HBs sdo
neutralizantes e mediadores da imunidade preventiva, induzidos pela vacinagdo. Os
anticorpos anti-HBc e anti-HBs permanecem por longos periodos no individuo, sendo que o

anticorpo anti-HBs confere protec¢do contra o virus (MARUYAMA et al., 1993).

Mesmo com a acdo protetora da imunidade adquirida por meio da infeccdo, tracos do
virus HBV podem ser encontrados na corrente sanguinea de alguns individuos, indicando a
manutencdo da replicacdo viral. A presenca do virus no sangue seria controlada tanto pela
resposta imune celular, quanto humoral. Um fato que comprova essa hipdtese é a analise da
reativacdo do HBV em alguns individuos imunodeprimidos em razdo ao uso de quimioterapia
(KAWATANI et al., 2001; LAU, 2002). Durante o curso da infeccdo, podem ser escolhidos
variantes do virus da hepatite B que apresentam mutacdes nos epitopos imunogénicos virais.

Independentemente de estarem relacionadas ao escape da imunidade induzida por



19

vacinagdo, essas variantes do HBV se mantém em baixas titulagdes, nao afetando,
necessariamente, a recuperacdo do paciente. Mesmo na hepatite B em fase cronica, tais
variantes ndo sdo comuns, sendo encontrado apenas em individuos que apresentam
respostas imunes vigorosas, o que pode executar uma intensa pressao seletiva sobre essas
populagdes virais, proporcionando a sua emergéncia (GUIDOTTI et al., 1996; REHERMANN
et al., 1995).

Figura 4: Evolugdo dos marcadores do HBV nas infecgdes agudas e cronicas.
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Fonte: Brasil (2015).

2.7 Diagnéstico imunolégico e molecular

Em casos de suspeita da infeccdo sdo os marcadores soroldgicos HBsAg, anti-HBc total e
anti-HBs que irdo estabelecer o diagndstico da doenca (Tabela 1). Esses marcadores circulantes
da hepatite podem ser encontrados no soro, plasma ou sangue total de pacientes infectados por
meio de imunoensaios (ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), possuindo 99% de
especificidade e 98% de sensibilidade. Além disso, existem os testes rdpidos (TR), que sdo
utilizados como metodologia de triagem, portanto possuem alta sensibilidade, porém baixa
especificidade e alto custo financeiro. Os TRs tem como principio a tecnologia de
imunocromatografia de fluxo lateral (figura 5), que consiste em uma matriz constituida
geralmente por uma membrana de nitrocelulose coberta por acetato transparente facilitando a
visualizacdo do teste e o antigeno ou anticorpo é fixado na membrana na forma de linhas, e o

resto da membrana é blogueado com uma proteina inerte,
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assim como nos testes imunoenzimaticos. Atualmente o MS disponibiliza o teste VIKIA —
HBsAg da empresa BioMérieux Brasil S/A, onde o antigeno HBsAg também pode ser
detectado no soro, plasma ou sangue total. O VIKIA é um teste qualitativo baseado na
juncdo de anticorpos monoclonais e policlonais especificos do HBsAg, onde o suporte é
composto por um conjugado constituido por uma mistura de anticorpos monoclonais anti-
HBs ligada a microsferas de poliestireno de cor vermelha e um complexo BSA-biotiniado
(conjugado composto de albumina de soro bovino ligado a biotina) ligado a microsferas de
poliestireno de cor azul, apds introduzir a amostra no poco, essa migra por capilaridade ao
longo da membrana. Se o paciente possuir o antigeno, se formara um complexo antigeno-
anticorpo com os anticorpos especificos do virus, presentes nas microsferas de poliestireno
de cor vermelha. Os complexos antigeno-anticorpos se deslocam ao longo da membrana e
fixam-se aos anticorpos anti-HBs formando complexos visiveis na linha vermelha (zona “T”).
Como controle, uma linha de cor azul sempre aparece, caso o teste tenha sido realizado
corretamente. O complexo BSA-biotinilado ligado a microsferas de poliestireno de cor azul
se movimentam ao longo da membrana, ao mesmo tempo em que a amostra, fixando-se ao
anticorpo anti-biotina, formando um complexo visivel na linha azul (zona “C”). A auséncia

desta linha invalida o teste.

O HBsAg pode formar imunocomplexos com os anticorpos produzidos (anti-HBs), em
consequéncia ele pode desaparecer do soro de aproximadamente 50% dos pacientes
sintomaticos, deste modo, durante essa fase o anti-HBc é principal indicador para a hepatite
B. Os imunoensaios e os TR conseguem detectar o HBsAg, enquanto o anti-HBc sé pode ser
detectado por imunoensaio, em raras exce¢des, ambos 0s marcadores sao detectados em
todas as fases da infec¢dao, devido a conformagdo dos TRs e de sua janela imunoldgica. No
curso da doencga, o HBsAg é produzido em grandes quantidades e pode ser detectado na
maioria dos individuos infectados na fase inicial, aproximadamente 30 dias apds a infecg¢do.
A fase cronica da infecgdo é definida pela insisténcia do virus, ou seja, pela permanéncia do
HBsAg por mais de seis meses, detectada por testes laboratoriais ou TR. O anti-HBc total
indica contato prévio com o virus, por essa razao, o resultado reagente desse marcador sé
pode ser interpretado apds a realizagdo dos outros marcadores que indicam a presencga do
virus. Além disso, a janela imunolégica para os anticorpos contra o core viral é cerca de 45
dias apds o aparecimento do HBsAg. Os testes moleculares também vém oferecendo uma

alternativa para a detec¢do mais precoce da infec¢do pelo HBV (REHERMANN et al., 2005).
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Os testes moleculares também servem para a confirmacdo de casos de hepatite B
em que o HBsAg ndo é encontrado, como, por exemplo, em casos de infeccdo oculta. O DNA
viral pode ser detectado por meio de PCR em tempo real, podendo ser realizado de forma
guantitativa ou qualitativa. Na forma quantitativa, a tecnologia de PCR em tempo real
oferece alta sensibilidade analitica (12Ul/mL), larga faixa de linearidade, baixo de risco de
contaminacdo, amplificacdo inespecifica, além de alta velocidade de processamento e boa
reprodutibilidade. Enquanto na qualitativa, é utilizando uma metodologia prépria, in house,
sendo capaz de detectar um limite médio de 100 IU/mL de DNA-HBV. (CALIENDO et al.,
2011; ISMAIL et al., 2011).

Figura 5: Principio metodolégico do teste VIKIA HBsAg.
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2.8 Sistema de expressdao em baculovirus utilizando células de inseto para expressao
do HBSAg

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas disponiveis, o baculovirus, responsavel por
infectar insetos e atuar no controle de praga (MOSCARDI, 1999; RIBEIRO et al., 1998). Sao
virus que pertencem a familia Baculoviridae, caracterizado por possuir um genoma circular
de DNA fita dupla, podendo apresentar cerca de 80 a 200 mil pares de bases como material

genético. Além disso, apresenta um capsideo protéico em forma de bastonete, constituindo



assim a unidade infectiva do virus, denominado nucleocapsideo (ARIF, 1986; O’REILLY et al.,
1992; GARCIA-MARUNIAK et al., 2004). Uma caracteristica importante e que diferencia o
baculovirus, é a sua capacidade em produzir dois tipos de virus fenotipicamente diferentes
durante o ciclo de infeccdo, os virus extracelulares (infeccdo sistémica) e os virus ocluidos

(poliedros) (MURPHY et al., 1995).

Tabela 1: Interpretacdo dos resultados soroldgicos.
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Testes sorol6gicos Resultados Interpretacédo
HBsAg Né&o reagente Auséncia de contato prévio com o HBV.
Anti HBc total N&o reagente Susceptivel a infeccéo pelo HBV.
Anti HBs N&o reagente

HBsAg N&o reagente

Anti HBc total Reagente Imune apds infecgdo pelo HBV.

Anti HBs Reagente

HBsAg N&o reagente

Anti HBc total N&o reagente Imune apds vacinacédo contra o HBV.
Anti HBs Reagente

HBsAg Reagente

Anti HBc total Reagente Infeccdo pelo HBV.

Anti HBs N&o reagente

Fonte: Brasil — Adaptado (2015)

Além de serem eficientes como bioinseticidas, os baculovirus sdo também utilizados
como sistema de expressao, ou seja, podem expressar genes heterdlogos com eficdcia. O
sistema baseia-se na introducgdo de genes exdgenos no genoma do baculovirus de interesse

(O’ REILLY et al., 1992, JARVIS, 1997).

Proteinas de importancia em diversas dreas, como por exemplo, na medicina e na
agricultura, foram expressas em grande quantidade, em cultura de células de insetos usando
os baculovirus como vetores de expressao (RIBEIRO et al., 1998). Comparado com outros
sistemas de expressdo, as vantagens para utilizacdo desses vetores s3o, a expressao de
proteinas heterdlogas em concentrac¢des altas, a especificidade dos baculovirus, tornando-o
a manipulagdo mais segura, presenca de promotores fortemente ativos durante a fase
tardia da infeccao sem interferéncia no ciclo viral, capacidade para clonar grande insergdes;

co-expressao de dois ou mais genes, ambiente eucaridtico para expressao de proteinas
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complexas de eucariotos e simplicidade na utilizacdo (O’ REILLY et al., 1992, JARVIS, 1997
RIBEIRO et al., 1998).

A proteina poliedrina é a principal proteina dos poliedros, sendo assim, introduzir
uma proteina heterdloga ao corpo de oclusdo (OB) dos baculovirus é uma alternativa para
producdo e purificacdo em larga escala de proteinas recombinantes. A expressdo de
proteinas fusionada a poliedrina ja foi estudada anteriormente (JE et al.,, 2003) e se
caracteriza pela construcdo de genes quiméricos entre o gene da poliedrina e o gene
heterdlogo de interesse. A purificacdo dos poliedros por centrifugacdo em gradiente de
sacarose é uma metodologia estabelecida e de facil execucdo (O’ REILLY et al., 1992). Desta
forma, a purificacdo de proteinas recombinantes fusionadas a poliedrina incorporadas ao
OB, facilita a purificacdo do polipeptideo de interesse, tornando-se uma solucdo alternativa
para resolver um dos principais problemas na producdo de insumos bioecnolégicos por

engenharia genética. (CHANG et al., 2003).

2.8.1 Producao de kits diagnosticos

Os baculovirus tém sido utilizados amplamente como ferramenta de expressdo de
genes heterdlogos em células de inseto e medicina nos ultimos anos. Em vista disso,
inumeraveis proteinas de importancia médica e econémica foram expressas utilizando esse
sistema (MILLER, 1997; VAN OERS; PIJLMAN; VLAK, 2015). O antigeno de superficie HBsAg,
marcador soroldgico indicador de infecgdo pelo virus HBV e componente principal de
vacinas contra a hepatite B, é fundamental para o diagndstico e prevengao da hepatite B

(BRASIL, 2015).

Quando fusionado a poliedrina, o HBsAg pode ser produzido em larga escala, desse
modo essa fusdo se torna uma estratégia promissora para a saude publica, uma vez que
atualmente n3do se encontra empresas ou industrias brasileiras que produzam o HBsAg em
grandes quantidades, por isso os insumos utilizados para a producdo de kits diagndsticos e
vacinas de prevencgdo sdao importados. Diante disso, estudos utilizando a expressdao da
porcdo small do HBsAg em células de insetos podem futuramente ajudar no
desenvolvimento de kits diagndsticos para a Hepatite B e um possivel passo para a
producgdo de vacinas totalmente nacional e mais acessivel (ARAUJO, 2011).

Araujo (2011), trabalhando com o HBV, obteve sucesso na constru¢do de um

baculovirus recombinante, onde expressa a por¢dao small do HBsAg fusionada a regidao 5’ do
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gene da poliedrina do baculovirus AcMNPV (AcPH), porém ndo conquistou o sucesso na fusdo

a regido 3’ do gene. Observando a expressao da proteina recombinante em células de inseto
infectadas, acabou revelando que a proteina recombinante sHBsAgAcPH foi produzida tanto
in vitro (células de inseto em cultura) como in vivo (larvas de Spodoptera frugiperda). Esse
estudo utilizando extratos de células de inseto com o virus recombinante contendo a
proteina sHBsAgAcPH e corpos de oclusdo purificados em gradiente de sacarose com base
no uso de cadaveres de insetos, foi capaz de ser reconhecido em kits de diagndsticos no
Laboratério Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF). No entanto, esses
corpos de oclusdo ndo possuiam uma forma estabelecida e ndo foi possivel realizar a
purificacdo livre de contaminantes. Diante disso, novas estratégias devem ser pensadas e
estudadas para que a producdo e purificacdo possam ser melhoradas, levando em conta que
os poliedros recombinantes contendo a proteina de interesse sdo produzidos e isolados
facilmente, uma nova abordagem podera ser uma excelente alternativa para vacinacdo e

uso em diagnostico de vertebrados.

Quando comparada a outros sistemas de expressdao, como a bacteriana e a de
levedura, as células de inseto representam um sistema mais barato e eficiente, devido ao
alto nivel de expressdo dos genes heterdlogos. A principal vantagem do sistema utilizando o
baculovirus é que elas possibilitam modificacbes pds-traducionais mais préximas as que
acontecem em células de mamiferos, tornando-as adequadas para a producdo de vacinas,
potentes vetores de terapia génica, seguranca inerente no processo de produgdo e
construcdo de kits diagndsticos especificos, sensiveis e mais baratos. A maioria dos sistemas
de expressao em células de inseto usando baculovirus, disponiveis comercialmente,
fundamenta-se na espécie tipo, ACMNPV. Os genes envolvidos no processo de formagao de
corpos de oclusdo e transcritos em fases tardias da infec¢do tém uma atividade

transcricional extremamente elevada nesse periodo (BARROS, 2007; SILVA, 2016.).

Smith et al. (1983) relatou em seu primeiro trabalho uso de baculovirus como vetor
para expressdao de proteinas heterdlogas, denominando Baculovirus expression vector
system (BEVS), utilizando a expressdo da proteina beta-interferon em baculovirus
geneticamente modificados e para isso foi aplicado o promotor da polh do AcMNPV,
comandando a expressao.

Atualmente, a aplicacdo de BEVS vem sendo estudada e aprimorada, como a

construcdo de linhagens de células de inseto transgénicas capazes de alterar proteinas com
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variacdes pos-traducionais de células de mamiferos, como por exemplo, a glicosilagdo com
residuos de acido sidlico. Os baculovirus também sao utilizados como vetores de entrega
génica em células de mamiferos, além de apresentar antigenos. Esse sistema resultou na
produgao de vacinas contra doengas virais baseadas em virus-like particles (VLP), como a
Cervarix ®, conta o Papilomavirus humano (BARROS, 2007; SILVA, 2016.).

O método atualmente mais utilizado para a construcdo de baculovirus recombinantes

é o sistema comercial Bac-to-Bac (Invitrogen) (figura 6). A estratégia baseia-se na transposicao
onde o gene de interesse sera clonado em um plasmideo, que possui regiées flanqueadoras de
transposicdo (SILVA, 2016). Esse plasmideo recombinante se transformara em células de uma
bactéria, a E.coli, que apresentara o seu genoma e o do baculovirus formando um grande
plasmideo (bacmideo), além do gene transposase, responsavel por fazer a transposicdo do gene

de interesse para o genoma do baculovirus. Apds a transposicao,

é feita uma selecdo junto a antibidticos. Um mini-prep sera realizado para a obtencdo do
DNA do bacmideo, onde apds essa rapida purificacdo do sera feito a transfeccdo de células
de inseto, onde o DNA do baculovirus por si sé infectard essas células. O sobrenadente
dessa transfeccdo contera o virus, que podera ser coletado para a realizacdo da amplificacdo

vrial ou para a determinacdo do titulo viral (BARRQOS, 2007).

2.9 Tratamento

O tratamento para HBV tem como objetivo precaver o desenvolvimento da cirrose
hepatica e/ou carcinoma Hepatocelular (CHC), através da antecipa¢do da soroconversdo do
HBeAg em anti-HBe. Nessa situa¢dao, o tratamento se baseia em dois tipos de agentes
terapéuticos, o Interferon e os andlogos de nucleotideos (AN). Os interferons envolvem o
interferon convencional, que devido suas altas dosagens diarias, acaba dificultando o
emprego no tratamento da HBV, e o interferon peguilado. Os AN envolvem os lamivudina
(LVD), o adefovir (ADV) e o entecavir (ETV), que inibem a replicacao viral, porém o seu uso
prolongado pode selecionar cepas resistentes (BRASIL, 2015).

Nas ultimas décadas, varios avancgos ocorreram quando se fala em prevengao das

hepatites virais. A vacina contra o virus HBV, atualmente é a forma mais eficaz para a

prevenc3do da hepatite B (CARVALHO; ARAIJO, 2008).

A primeira vacina existente para prevenir uma hepatite viral foi contra o HBV, foi

desenvolvida no inicio dos anos oitentas e feita a partir do plasma humano. Posteriormente,
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foi substituida por vacinas produzidas mediante a técnica de DNA recombinante.

O HBsAg recombinante, produzido em fungos, atualmente é o antigeno utilizado nas
vacinas disponiveis (FERREIRA; SILVEIRA, 2004).

Figura 6: Geracdo de baculovirus recombinante e gene de expressao.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho esta sendo desenvolvido em colaboracdo com Universidade de
Brasilia (UnB), no laboratério de Virologia e Biologia Molecular do Instituo de Biologia — IB,
sob orientacdo do Prof? Titular Dr Bergmann Morais Ribeiro, Prof2 Dra Anabele de Azevedo
Lima e colaboradores. Os resultados apresentados no trabalho sdo de exclusividade dos

parceiros citados.

3.1 Quantificagdo das proteinas

A quantificacdo das proteinas foi realizado através do kit Quant-iT™ dsDNA High-
Sensitivity Assay, esse kit faz dosagem de proteinas através da fluorescéncia, foram utilizadas as
proteinas nas concentragdes de 1:100, 1:1000, pura e controle negativo, as proteinas foram
diluidas com PBS 1x e adicionado 200 uL de cada amostra a ser testada e 10 ulL de reagente
Quant-iT em determinados pog¢o da microplaca de 96 pocos. Apds esse processo foi realizada a

leitura a 450 nm.

Tabela 2. Florescéncia registrada pelo programa SoftMax Pro 6.2.1.

1 2
A 39.690 37.171
B 84.458 42.855
C 92.719 68.846
D 5.245 4.527

Fonte: Costa, N.

3.2 Imunoensaio

Foram realizados testes soroldgicos imunoenzimaticos, o ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay) indireto, método que se baseia na interacdo antigeno-anticorpo. As
cavidades da placa de ELISA foram cobertas com 50uL (0,5ng/mL) antigeno sHBsAg fusionada a
poliedrina (proteina recombinante), apds ser diluido em PBS 1X (tamp3o fosfato-salino).

Apds quatro horas na cAmara Umida, em temperatura ambiente é realizado o descarte e

o bloqueio overnight que foi preparado com leite desnatado (5g de leite + 100mL de dgua mille-
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Q) onde foi adicionado 50uL em cada cavidade utilizada. No dia seguinte foi realizada aprimeira
lavagem com mistura de PBS 1X e Tween 0,05%, onde foi adicionado 200uL em cada poco, esse
processo foi realizado trés vezes.

Apds a primeira lavagem, foi acrescentado 2ulL dos soros dos pacientes em cada
cavidade e levado para incubagdo de uma hora 37°C. Uma hora depois uma nova lavagem foi
realizada e em seguida foi colocado 6ul anticorpo secundario IgG (Peroxidase), 644ulL de PBS +
leite desnatado e levado para uma nova incubacdo de uma hora a 37°C.Terminado o tempo de
incubacdo, a ultima lavagem foi realizada, prosseguindo para a revelacdo, onde foi utilizado
50uL em cada pog¢o de uma solugdo preparada com 5mg de OPD, 13mL de tampao citrato-
fosfato (pH 4,5) e 7uL de perdxido de hidrogénio. Meia hora depois, foi adicionada a solucdo de
parada (HCL 2M) e realizada a leitura a 492 nm.

Em um segundo momento, foram realizados testes soroldgicos imunoenzimaticos, o
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) indireto, método que se baseia na interacdo
antigeno-anticorpo. As cavidades da placa de ELISA foram cobertas com 50uL (0,5ng/mL)
antigeno sHBsAg fusionada a poliedrina (proteina recombinante), apds ser diluido em PBS 1X
(tampdo fosfato-salino). Apds overnight na camara Umida, em temperatura ambiente é
realizado o descarte, a primeira lavagem com mistura de PBS 1X e Tween 0,05%, onde foi
adicionado 200ul em cada pogo, esse processo foi realizado trés vezes, apds esse processo
foi realizado o bloqueio por 2 horas a 37°C que foi preparado com BSA (BSA a 2%) onde foi

adicionado 50uL em cada cavidade utilizada

Apds o bloqueio, foi realizado a lavagem novamente com PBS 1x e Tween 0,05%,
para realizar a testagem foi necessario fazer processo de inativagao viral, tendo em vista,
gue estdvamos manipulando amostras positivas de hepatite C, esse tratamento foi realizado
com concentragdo de 0.2% de Dodecil sulfato de sddio (SDS) e 0.1% Tween 20 a 60°C 15
min, apos esse tratamento foi acrescentado 50uL dos soros dos pacientes tratados em cada
cavidade e levado para incubacdao de uma hora 37°C. Uma hora depois uma nova lavagem
foi realizada e em seguida foi colocado 2ulL anticorpo secundario IgG (Peroxidase), 2,5 ml de
PBS 1x e levado para uma nova incuba¢do de uma hora a 37°C. Terminado o tempo de
incubacao, a ultima lavagem foi realizada, prosseguindo para a revela¢ao, onde foi utilizado
50uL em cada pogo de uma solugdo preparada com 5mg de OPD, 13mL de tampao citrato-
fosfato (pH 4,5) e 7ulL de perdxido de hidrogénio. Meia hora depois, foi adicionada a solugdo
de parada (HCL 2M) e realizada a leitura a 450 nm.

Foram testados 25 amostras de pacientes doados pelo LACEN-DF, as amostras sdo

positivas para hepatite B com presenca do antigeno HBsAg, previamente testadas e
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identificados de acordo com a doenga pré-estabelecida, porém nao tinhamos controle
negativo, devido a cobertura vacinal é muito dificil encontrar um soro livre do antigeno

HbsAg.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os corpos de oclusdo produzidos em lagartas Spodoptera frugiperda infectadas com
os virus recombinantes foram testadas contra o Kit Laboratorial anti HBsAg qualitativo e
guantitativo da empresa Wama Diagndstica. Para o teste qualitativo foram avaliadas cinco
concentragdes diferentes das proteinas totais produzidas neste trabalho (100ng, 200ng,
300ng, 400ng e 500ng), sensibilizadas na cavidade da microplaca de ELISA da marca Costar.
Todas as cinco concentracdes testadas contra o controle positivo (soro humano positivo
para anti-HBsAg) disponivel no kit, obtiveram reacdo positiva. A concentracdo de 100ng de
proteina total dos OBs recombinantes foi selecionada para determinar o valor minimo
detectatvel em relagdo a concentracdo de anticorpo anti-HBsAg em soro (10, 20, 40, 80 e
160 mUl/mL), disponiveis no Kit Laboratorial Anti HBsAg Quantitativo. Utilizamos como
controle positivo, soro contendo anticorpos anti-HBsAg e controle negativo, soro sem
anticorpos anti-HBsAg disponivel no Kit. Todas as cinco concentracdes de anticorpo anti-

HBsAg em soro testadas reagiram com as proteinas sensibilizadas em microplaca (Figura 4).
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Figura 4. ELISA utilizando Kit Laboratorial Anti HBsAg Qualitativo e Quantitativo da empresa
Wama Diagnostica. Grafico apresenta o resultado da absorbancia (450nm) do imunoensaio
contendo os OBs recombinantes (HBsPHs e HBsPH1). ELISA qualitativo (A e B) com
diferentes concentracdes da proteina recombinante e quantitativo (C e D) com diferentes
concentracOes de anti HBsAg em soro comercial. Soro controle negativo (soro humano

negativo para anti-HBsAg presente no Kit) e branco (somente substrato cromdgeno)

Absorbancia lida em leitor dptico (spectramax) a 450nm.

O primeiro teste de ELISA indireto ndo foi conclusivo, pois apresentou andlises de
absorbancia semelhante e estatistica sem significancia, inclusive com o controle negativo
(Figura 5). Havendo assim, a necessidade de se realizar mais testes de ELISA indireto, com
quantidade de soro maior, para identificar possiveis reagdes cruzadas entre soro de

pacientes reagentes com hepatite B, C, A e CMV.
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Figura 5: Absorbancia registrada pelo programa SoftMax Pro 6.2.1, da reagao cruzada entre
o antigeno possuindo regides antigénicas do virus da hepatite B e soro de pacientes
reagentes para hepatite C e CMV. Como controle negativo utilizou-se soro de paciente nao

reagente para hepatite B.

No segundo ELISA (figura 6) realizado com os soros dos pacientes doados pelo
LACEN-DF obtivemos a presenga do HBsAg em todos os pogos, exceto o branco, porém
ainda ndao temos como comprovar se houve reagao cruzada devido os soros serem positivos
para outras patologias, como hepatite C e hepatite A, os resultados obtidos sao satisfatorios
tendo em vista a especificidade do teste em relagdo ao antigeno HbsAg, porém foram
testados 25 amostras, sendo necessario realizar novos testes para identificar o intervalo de

confianga do teste em questao.
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Figura 6: Absorbancia registrada pelo programa SoftMax Pro 6.2.1, da reacdo cruzada entre

o antigeno possuindo regides antigénicas do virus da hepatite B e soro de pacientes
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reagentes para hepatite B, hepatite C e hepatite A. Para o branco foi utilizado PBS 1x. No
caso, as amostras testadas sdo do Al a E6, sendo que no D11 e D12 foram desconsiderados
esses resultados devido as diferencas entre as duplicatas, e o branco E7 e E8. As
absorbancias foram muito similares entre si, considerando que as amostras testadas eram
soros positivos, sendo necessario realizar novos testes ELISA para ter um intervalo de

confianca maior.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Comparado com outros sistemas de expressdo, a ferramenta biotecnolégica, o
baculovirus, tem como principais vantagens, o potencial para expressdo de proteinas
heterdlogas em niveis altos, alta especificidade dos baculovirus, a existéncia de promotores
fortemente ativos na fase tardia da infeccdo sem pertubacdo no ciclo do virus, a
possibilidade de clonagem de grandes insercdes, co-expressdo de dois ou mais genes,
simplicidade de manipulacdo e baixo custo financeiro. Diante disso, a analise de producdo
de antigeno de superficie HBsAg pelo sistema de expressdo em baculovirus e células de
inseto € um estudo bastante promissor para a area da saude, principalmente para a area
biomédica. Analisando dados epidemiolégicos os nimeros de infecgGes pelo virus HBV esta
sempre aumentando ao longo dos anos, considerando esses dados a producdo de kits
diagnosticos e futuramente a elaboracdo de antigenos vacinais conta a hepatite B
totalmente nacionais e mais acessiveis, tanto para o governo quanto para a populagdo, é um

estudo de grande relevancia para a saude publica brasileira.
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