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Resumo

As Hepatites virais sdo doencas causadas por diferentes agentes etioldgicos, que
possuem distribui¢do universal e t€m em comum o hepatotropismo. Em todo mundo, as
hepatites A e B continuam a ser um grande problema de saude publica. A Organizacdo
Mundial da Satde (OMS) estima que 170 milhdes de pessoas estejam infectadas com o
virus da hepatite C (HCV) e que 300 milhdes vivam com o virus da hepatite B (HBV).
O virus da hepatite B esta classificado na familia Hepadnavirus, contém caracteristicas
como o tropismo pelas células hepaticas e material genético constituido por uma
molécula de DNA com fita parcialmente dupla. O diagnostico de qualquer uma das
formas clinicas da Hepatite B realiza-se através de técnicas sorologicas. Tais técnicas
revelam-se fundamentais ndo apenas para o diagnostico, mas também mostram-se muito
uteis no acompanhamento da infecc¢ao viral, na avaliagdo do estado clinico do paciente e
na utilizacao de terapéutica especifica. As importantes descobertas realizadas nas areas
da virologia e da biologia molecular desses virus, nos ultimos anos, foram
progressivamente sendo incorporados a rotina didria dos laboratérios de patologia
clinica, permitindo aos profissionais da area de saude acesso as modernas técnicas
capazes de avaliar a carga viral presente no individuo, o indice de replicacao do agente
infeccioso e a eficacia de novas medicacoes utilizadas no tratamento dessa virose. O
HBsAg ¢ uma glicoproteina antigénica exposta na superficie do envelope do HBV cuja
presenca no soro do paciente indica uma infeccao ativa . Capaz de ativar uma resposta
imunologica, o HBsAg ¢ utilizado na confec¢do de vacinas e Kits diagnosticos. Este
trabalho descreve a constru¢do de um baculovirus recombinante contendo o gene do
antigeno HBsAg de HBV fusionado ao gene da poliedrina do Autographa californica
multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). O virus reecombinante foi usado para

infectar células de insetos e insetos e sua expressdo analisada por SDS-PAGE. A



proteina recombinante foi expressa em grande quantidade, purificada por centrifugacao
em gradiente de sacarose e usada como antigeno em um teste de diagnostico
comumente utilizado em latoratérios clinicos. A proteina recombinante foi reconhecida
pelo soro de pacientes infectados pelo HBV e desta forma, possui potencial para ser
usada em testes de diagnostico dessa importante doenga viral humana. Palavras Chaves:

Hepatite B, HBsAg, Sistema de Expressdo em Baculovirus.



Abstract

Viral hepatitis are diseases caused by different etiologic agents, that have worldwide
distribution and have in common hepatotropism. Worldwide, hepatitis A and B remains
a major public health problem . The World Health Organization (WHO) estimates that
170 million people are infected with hepatitis C virus (HCV) and 300 million are living
with hepatitis B virus (HBV). Hepatitis B is classified in the Hepadnavirus family,
contains commun features such as tropism for liver cells and its genetic material
consists of a partial double stranded DNA molecule. The diagnosis of a clinical form of
hepatitis B is carried out by serological techniques. These techniques are not only
important for diagnosis but are also very useful in monitoring viral infection, in
assessing the patient's clinical status and in the use of specific therapy. Important
developments derived from research in virology and molecular biology of these
viruses in recent years, have gradually been incorporated into the daily routine of
clinical pathology laboratories, allowing healthcare professionals to access modern
techniques to evaluate the viral load present the individual, the replication of the
infectious agent and effectiveness of new medications used to treat this viral infection.
HBsAg is a glycoprotein antigen exposed on the surface of the envelope of HBV, whose
presence in the serum of the patient indicates an active infection. HBSAg is able to
activate a human immune response and is used in the production of vaccines and
diagnostic kits. This work shows the construction of a recombinant baculovirus
containing the HBsAg gene (from HBV) fused to the polyhedrin gene of the
Autographa californica multicapsid Nucleopolyhedrovirus virus (AcMNPV). The
recombinant virus was used to infect insect cells and insects and the expression of the
recombinant protein was analysed by SDS-PAGE. The recombinant protein was highly

expressed, purified by sucrose gradient centrifugation, and used as antigen in a



diagnostic test commonly used in clinical laboratories (ELISA). The recombinant
protein was shown to be recognized by serum of HBV-infected patients and therefore,
have the potential to be used in diagnosis of this important human viral disease.

Keywords: Hepatitis B, HBsAg, Baculovirus Expression System.
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1. Introducao

1.1 Hepatites

As Hepatites virais sdo doencas causadas por diferentes agentes etiologicos, que
possuem distribuicdo universal e tém em comum o hepatotropismo. Possuem
semelhancas do ponto de vista clinico-laboratorial, mas apresentam importantes
diferencas epidemiologicas evolutivas (Ferreira & Silveira, 2004). Em todo mundo, as
hepatites A e B continuam a ser um grande problema de saude publica. A Organizagdo
Mundial da Satide (OMS) estima que 170 milhdes de pessoas no mundo estejam
infectadas com o virus da hepatite C (HCV) e que 300 milhdes vivam hoje com o virus
da hepatite B (HBV). No Brasil, ha registros da prevaléncia de hepatites B ¢ C por
regides, porém, ainda ndo existem estudos indicando a prevaléncia nacional dessas

infecgdes (Marchesini , 2009).

Nao ha davidas de que a infec¢do pelo virus da hepatite B (HBV) continua
sendo um problema de satde publica mundial. Estima-se que mais de 2 bilhdes de
pessoas ja foram infectadas pelo HBV somando-se todos os registros da doenga até os
dias atuais em alguma época de suas vidas, seja na infancia ou na vida adulta. Ocorrem,
por ano, cerca de 1 milhdo de o6bitos relacionados com as complicagdes da hepatite
cronica (cirrose e hepatocarcinoma). Em regides de alta prevaléncia do HBV (Africa,
Asia e algumas regides do Pacifico), o hepatocarcinoma decorrente desta infecgio esta
entre as trés causas mais freqiientes de morte por cancer. Soma-se a isso o fato de que
os portadores do HBV funcionam como reservatorios da infeccdo, com potencial
perpetuador da hepatite viral B (HVB) através de varias geragdes (Ferreira, 2000;

Gongales, 1996).
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A divisao do mundo em areas de baixa, intermedidria e alta endemicidade para o
HBYV baseia-se na prevaléncia de marcadores da infec¢do e nas vias de transmissao
primarias encontradas nas mais diversas regides. Trata-se de divisdo didatica e
fundamental para a eficiente adocdo de medidas de controle, todavia, ndo se deve
reduzir a compreensdo epidemiologica da HBV apenas pela endemicidade em
macroregides (Figura 1). Areas de alta endemicidade sdo aquelas aonde grande parte da
populacdo se infecta pelo HBV com especial énfase para a infec¢do adquirida no
periodo perinatal e durante a infincia. Considera-se que o limite inferior de prevaléncia
de portadores do HBV nestas areas seja de 5% a 10% e que o limite superior de
portadores do virus atinja cerca de 20%. A maior parte dos paises nesta categoria
apresenta uma prevaléncia de portadores entre 10% e 15%, com cerca de 50% a 95% da
populacdo apresentando evidéncia sorologica de infec¢do prévia pelo HBV. As areas de
alta endemicidade incluem Africa, Asia a leste do sub-continente Indiano, regido do
Pacifico, regido Amazonica, anel artico, regides do Oriente Médio, Asia menor e
Caribe (Silveira, et al., 1999). Partes do leste da Europa, como Bulgaria, Roménia,
Albania e Moldavia, apresentam uma prevaléncia de portadores do HBV entre 5% e
10% da populacdo geral. Paises como a Bulgaria apresentam tendéncia a queda na
prevaléncia e incidéncia da infeccdo em funcdo do adequado funcionamento dos
programas de controle e vacinagdo, sendo atualmente considerados como paises com

endemicidade intermediaria (Focaccia, 2007).

As areas de endemicidade intermediaria geralmente apresentam prevaléncia de
portadores do HBV entre 2% e 5% com cerca de 30% a 50% da populagdo com
evidéncia soroldgica de infecgdo prévia pelo HBV. Algumas partes do leste e sul da
Europa, regides do Oriente Médio, Asia ocidental incluindo a India e partes da América

Central e do sul sdo consideradas de categoria intermediaria. Nestas areas, ocorre um
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misto de transmissdo na infancia e entre adultos. Hepatite viral aguda com ictericia
ocorre com freqiiéncia nestas regides, uma vez que a doenca sintomatica € mais comum
em adolescentes e adultos e que este grupo ¢ particularmente acometido em areas de
endemicidade intermediaria (Focaccia et al., 1998). América do norte, Europa,
Australia e partes da América do sul sdo consideradas areas de baixa endemicidade.
Nestas regides, a transmissdo perinatal e na infincia € relativamente incomum. A
maioria das infecgdes ocorre entre adultos por via de transmissao sexual, uso de drogas
injetaveis ou exposi¢do ocupacional a sangue e a material contaminado. A HBV aguda
¢ uma causa freqiiénte de morbidade em alguns dos paises citados desta categoria

(Silveira et al., 1999).

Todavia, vale ressaltar que existe uma grande diversidade dentro da maioria
destas regides. A divisdo das areas de prevaléncia global deve ser interpretada como
somatdria aos achados regionais. Os dados regionais sdo, contudo, muito importantes
na definicdo de estratégias de saude publica e devem ser sempre levados em
consideragdo. A heterogeneidade pode ser caracterizada através de areas com diferentes
niveis endémicos dentro de uma mesma regido ou de um pais, ou através de
comportamento epidemiologico diferente do esperado para determinado nivel endémico

(Gongales, 1996, Ferreira, 2000).
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Geographic Distribution of Chronic HBV Infection
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Figura 1: Distribui¢do geografica da infec¢do cronica pela HBV. Mapa mostrando em
vermelho a alta prevaléncia de infec¢do cronica pelo virus da hepatite B, em amarelo
intermediaria e em verde baixa prevaléncia de Hepatite B no mundo. Adaptado CDC.

http://www.dshs.state.tx.us/idcu/disease/hepatitis/hepatitis_b/fags/.

1.2 HBV

O virus da hepatite B ¢ um virus humana da familia Hepadnaviridae, contém
caracteristicas como o tropismo pelas células hepaticas e material genético constituido
por uma molécula de DNA com fita parcialmente dupla. O homem ¢é o reservatorio
natural do HBV que apresenta, durante a infec¢do, uma caracteristica exclusiva diferente
de todos os virus patogénicos ao homem: a producdo de diferentes particulas virais.
Particulas completas infecciosas, particulas incompletas esféricas e particulas incompletas
filamentosas podem ser observadas através da preparagdo de soro de pacientes infectados

para microscopia eletronica (Figura 2) (Ferreira & Silveira, 2004).
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Os virions ou particulas virias infecciosas sdo estruturas esféricas com diametro de
aproximadamente 42nm compostas por um envelope repleto de proteinas que constituem o
antigeno de superficie do HBV, o HBsAg. O nucleocapsideo possui simetria icosaédrica e é
constituido pela proteina do core (ntcleo, cerne) (HBcAg) e pelo genoma viral (Tiollais et
al., 1985). O soro de pacientes que estdo sendo acometidos pelo HBV possui uma
concentragdo de virions ou particula viral completa (Dane) de mais de 10° por mL, sendo
que sua densidade em gradiente de equilibrio de cloreto de césio € 1,22g/mL. Particulas ndo
infecciosas, por outro lado, s3o compostas exclusivamente de HBsAg e sdo encontradas
com titulagio de aproximadamente 10" particulas/ml de soro e possuem didmetro de
22nm, ja as filamentosas apresenta comprimento varidvel. Estas particulas possuem

densidade de 1,18g/mL em gradiente de equilibrio de cloreto de césio (Figura 2).

Particulas nao-infecciosas
{22nm})

Particula infecciosa
{42nm}

Figura 2: Micrografia Eletronica do HBV. Virion (particula infecciosa de 42nm)
indicado por linha vermelha e particulas subvirais filamentosa e esférica ndo infecciosas

de 22nm. Fonte: http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/Images/Safrica/hbv3b.jpg
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O pequeno genoma do HBV ¢ constituido por DNA (HBV-DNA), contendo
3.200 nucleotideos, sendo assim um dos menores entre os genomas dos virus que
infectam o homem. O HBV ¢ composto por uma molécula de DNA circular de fita
parcialmente dupla (Gerlich & Robinson, 1980). A fita mais longa do DNA ¢
complementar aos RNAs virais e por convenc¢do sao de polaridade negativa, sendo que
essa fita ndo ¢ um circulo fechado, apresenta uma unica e pequena regido aberta em um
sitio aproximadamente a 224pb da extremidade 5°da fita positiva. A fita negativa possui
na sua por¢do terminal aproximadamente nove nucleotideos que sdo importantes na
circularizacdo da molécula de DNA, e essa circularizagdo ¢ mantida por extremidades
coesivas de 224 pb situadas na por¢do 5’de ambas as fitas (Sattler & Robinson, 1979).
A fita considerada positiva (possui uma regido de fita simples) contém uma regiao fixa
na extremidade 5’terminal e na extremidade 3’terminal uma regido variavel, ou seja o
comprimento da fita positiva é variavel correspondendo de 50%-90% do comprimento
da fita complementar. Dentro do genoma do HBV existe uma proteina covalentemente
ligada a extremidade 5’ da fita de polaridade negativa, ¢ um oligorribonucleotideo
ligado na extremidade 5’ da fita de polaridade positiva. Proxima das extremidades 5’ de
ambas as fitas observa-se uma pequena sequéncia de 11 nucleotideos, que sdo
diretamente repetidas e por isso chamadas de ‘direct repeats’ (DR1 e DR2). DR1 ¢ DR2
sdo sequencias importantes para a iniciacdo da replicagdao viral. Segundo Ganem e
Varmus (1987) a totalidade do genoma do virus da hepatite B ¢ codificante,
apresentando 4 fases de leitura aberta que sdo: pré - S/S, pré — C/C, P e X. Todos os
genes sdo codificados pela fita longa e possuem pelo menos uma regido de
sobreposi¢do a outro gene. O gene pré — S/S codifica as proteinas que formam o
HBsAg, ¢ o pré C/C ¢ responsavel pela sintese do HBcAg e do antigeno ¢ (HbeAg). O

gene P codifica a polimerase viral e a regido X ¢é responsavel pela sintese de uma

23



proteina regulatoria, chamada proteina X. A sobreposi¢ao das 4 fases de leitura aberta
aumenta a capacidade de sintese proteica em aproximadamente 50% do esperado para a

totalidade do genoma do HBV(figura 3).

Pre-s2
Fita Positiva

Fita Hegativa
(3.2KDb)

Figura 3: Representacdo esquematica da organiza¢do do genoma do virus da Hapatite
B. O circulo interno representa o DNA viral, indicado por duas fitas, uma continua
(amarela) de polaridade negativa e de tamanho 3,2Kb, e uma descontinua (vermelha) de
polaridade positiva. Pode ser observado também as regides de leitura aberta (ORF): pré-
S/S (conttm as regides pré S1, S2 e S), pré-C/C, P e X. Fonte:

http://www.drthuthuy.com/images/genotype02.jpg (modificado).
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A replicacdo do HBV se inicia com a adsor¢do, penetragao e perda do envoltério
proteico dos virus nos hepatocitos. A multiplicacdo do genoma do HBV ocorre no
nucleo da célula infectada onde o DNA viral ¢ convertido na forma circular dupla
covalentemente fechada (cccDNA). Para que isso aconteca a fita positiva ¢
complementada pela DNA polimerase e as estruturas (proteina terminal e
oligorribonucleotideo/Cap) das extremidades 5’ de ambas as fitas s3o removidas. A
RNA polimerase II transcreve o genoma do HBV a partir da forma cccDNA em RNAs
maiores do que uma unidade do genoma (RNAs genoémicos de aproximadamente 3,5
Kb). Entre esses RNAs gendmicos, alguns servem de mensageiros e irdo ao citoplasma,
onde serdo traduzidos para gerar, a DNA polimerase do HBV, o HBcAg ¢ o HbeAg

(Ganem, 1996).

O HBV circula primariamente no sangue e replica-se nos hepatocitos, sendo
capaz de produzir 100.000.000.000 cépias por dia, enquanto o HCV e o virus da

imunodeficiéncia adquirida (HIV), préximo de 1.000.000.000 cépias por dia.

O HBYV ¢ infectivo at¢é uma semana fora do corpo humano. No plasma, a
viabilidade média do HBV varia de um dia a trés dias, enquanto nos hepatocitos, a
estabilidade média varia de 10-100 dias (Fonseca, 2007). O virus ¢ altamente infectivo
e sabe-se que uma s6 particula viral € capaz de infectar o ser humano. Quatro antigenos
sdo produzidos pelo genoma do HBV: a) antigeno de superficie (HBsAg), b) antigeno e

(HBeAg), c) antigeno central (core) (HBcAg), d) antigeno x (HBxAg).

A exata funcdo do HBxAg durante a replicagdo do HBV e sua influéncia
associada a carcinogenese hepatica, ainda ndo estd bem definida. Contudo, estudos
experimentais sugerem que a expressao continua do HBxAg nos hepatocitos pode

influenciar a transformagdo celular. O HBeAg ¢ derivado do produto da tradugdo das
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regides core e pré-core. Individuos portadores do HBeAg apresentam altos titulos (10%-

10'") de particulas virais/mL (sangue), ao passo que o nimero de particulas virais é

bem menor entre individuos HBeAg negativos, 10°-10" copias (Fonseca 2007).

Proteina pequena de superficie (S)

— Proteina média de superficie
(5+Pres2)

‘}‘_ Proteina grande de superficie
7 (S+ PreS2 + PreS1)

DNA

Polimerase (P)

Figura 4: Representacdo do virus da Hepatite B. No esquema estdo sendo mostrados o

nucleocapsideo icosaédrico constituido por proteinas do core (C). O virus ¢ revestido

por um envelope que contém trés tipos de proteinas relacionadas entre si, as

glicoproteinas S, Pré Sle S2 de membrana que formam o antigeno de superficie mais

imunogénico do HBV, o HBsAg. Fonte: http://www.hepcentro.com.br/images/HBV.gif

A transmissdo do HBV se faz por via parenteral, e sexual, sendo considerada

uma doenca sexualmente transmissivel. A transmissdo vertical (materno-infantil)

também ¢ causa freqiliente de disseminacdo do HBV, geralmente a transmissdo ocorre

no momento do parto, por meio do contato com sangue, liquido amniotico ou secregdes

maternas, sendo rara a transmissdo via transplacentaria, leite materno ou apods o
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nascimento (Carvalho & Araujo, 2008). O uso de drogas intravenosas , transplantes de
orgdos ou tecidos, lesdes de pele ou acidentes com agulhas, principalmente entre
profissionais da area da saude, também podem ser consideradas vias de transmissdo. A
saliva pode ser veiculo de transmissdo em caso de mordidas, porém nao foram
documentados casos de transmissdo por beijos ou outros tipos de exposi¢ao a saliva.
Outros fluidos corporais, incluindo lagrimas, suor, urina, fezes, leite materno, liquo e
liquido sinovial, podem apresentar o HBsAg, porém ndo o virion intacto, razdo pela
qual ndo tem sido associados a transmissdo (Foccacia et al., 1998). A transmissdo por
sangue ¢ derivados ou por material médico-odontolégico ndo esterilizado também pode
ocorrer, ganhando maior importancia relativa em locais de baixa e média endemicidade,
porém, o risco de infec¢do por transfusdo reduziu drasticamente apds a inclusdo de
métodos sorologicos de pesquisa do HBV em todo sangue doado. Os estudos mais
recentes nos casos de contagio pos-transplante se relacionam com transplante renal e
cardiaco. De acordo com Lunel et al. (2000), os virus podem advir de sangue residual

contaminado presente no pendiculo vascular.

O tratamento para HBV atualmente, consiste em dois tipos de agentes
terapéuticos: Interferon e os analogos de nucleosideos ou de nucleotideos (AN). Os
interferons compreendem o interferon convencional, de dificil emprego no tratamento
da HBV devido a necessidade de altas dosagens diarias, e o interferon peguilado. Os
AN compreendem a lamivudina (LVD), o adefovir (ADV) e o entecavir (ETV) cujo o
uso em longo prazo ¢ limitado pela selecio de cepas resistentes do HBV.
Desenvolvidos recentemente, ndo existem ainda suficientes estudos longitudinais
randomizados controlados que comparem todas essas drogas entre si. Ambos os tipos
de drogas sdo capazes de eliminar a replicacdo do HBV em cerca de 30% dos pacientes

tratados, sendo isso o objetivo central do tratamento. A maioria dos pacientes
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permanece com a doenga em remissdo, havendo normalizagdo da Alanina
Transaminase (Enzima presente nos hepatdcitos) e reducdo da carga viral; pode haver
melhora histoldgica, porém raramente apresenta perda persistente do HBsAg. O
beneficio do tratamento fica evidenciado pelo seu impacto na evolugdo da doenca, ¢
observam-se nos pacientes capazes de responder menor risco de evolucdo para

carcinoma hepatocelular e menor mortalidade.

Um dos grandes empecilhos para os avangos nas pesquisas moleculares do
HBV ¢ a sua incapacidade de infectar e se propagar em linhagens celulares
convencionais, sendo que ela s6 se dd em células primarias de origem humana. Essas
células possuem uma disponibilidade pequena ndo possibilitando passagens seriadas
desse virus (Galle & Hagelsen, 1994). O estudo do HBV através da infecgdo
experimental em modelos animais ¢ também de dificil execucdo, uma vez que o virus
apenas infecta primatas ndo humanos (Focaccia, 2007). Algumas linhagens de
hepatodcitos humanos embora nao suportem a infecg¢do viral suportam a replicagao do

HBYV quando transfectados com o genoma viral clonado (Ganem, 1996).

Os ultimos 50 anos foram de notaveis conquistas no que se refere a prevengao
e ao controle das hepatites virais. Os mais significativos progressos foram a
identificacdo dos agentes virais, o desenvolvimento de testes laboratoriais especificos, o
rastreamento dos individuos infectados e o surgimento de vacinas protetoras (Ferreira

& Silveira, 2004).

A vacina contra o HBV ¢ a forma mais eficaz para a prevencao da hepatite B
e tem proporcionado grande avancgo no controle desta enfermidade. Assim, desde 1998,
o PNI (Programa Nacional de Imunizacdo) recomenda a vacinacdo universal das

criangas contra hepatite B ¢ mais de uma centena de paises ja incluiram esta vacina em
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seus programas de imunizagdo. No Brasil, a mesma tem sido oferecida gratuitamente a
grupos de risco desde o inicio da década de 90 e, mais recentemente, a partir de 2001
foi estendida a individuos com idade até 19 anos em todas as regidoes (Carvalho &

Araujo, 2008).

Vacinas seguras e eficazes contra HBV estdo disponiveis em todo o mundo. A
primeira vacina disponivel para prevenir hepatite viral foi contra o HBV, desenvolvida
no inicio dos anos 1980 e feita com plasma humano. Posteriormente, foi substituida por
vacinas produzidas através da técnica do DNA recombinante. Em termos globais,
estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas ja tenham recebido vacina contra hepatite B,
nos EUA, os célculos apontam mais de 40 milhdes de criangas e de 30 milhdes de
adultos j& vacinados. O antigeno utilizado nas vacinas disponiveis atualmente ¢ um
HBsAg recombinante, produzido pela inser¢cdo de um plasmideo, contendo o gene do
antigeno de superficie, em células de um fungo. O HBsAg, apds purificagdo, ¢é
adsorvido a hidréxido de aluminio, sendo que o produto final contém mais de 95% de
proteina HBsAg, menos de 5% de proteinas derivadas do fungo e nenhum DNA do

fungo detectavel na vacina (Ferreira & Silveira, 2004).

1.3 HBsAg

O HBsAg ¢ uma glicoproteina antigénica exposta na superficie do envelope do
HBYV cuja presenca no soro do paciente indica uma infeccio ativa . Capaz de ativar
uma resposta imunoldgica, o HBsAg ¢ utilizado na confeccdo de vacinas e Kits
diagnésticos. A proteina € traduzida a partir do gene pré-S/S que inclui as regides pré-
S1, pré-S2 e S, com trés cddons de iniciagdo na mesma fase de leitura (figura 3). A
maior proteina que compde o HBsAg, ‘large S’, cujo coédon de iniciacdo esta localizado

no inicio da regido pré-S1, é codificada pelas regioes pré-S1, pré-S2 e S do gene pré-
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S/S. A proteina de tamanho intermediario, designada ‘middle S’, ¢ codificada pelas
regioes pré-S2 e S. A partir do codon de iniciacao localizado no inicio da regido S, a
menor proteina, ‘small S, € sintetizada. Todas essas proteinas possuem o mesmo cdédon

de terminagao localizado no final da regido S.

As proteinas do HBsAg podem se apresentar nas formas glicosiladas e ndo
glicosiladas, sendo que a proteina ‘midlle S* pode se apresentar diglicosilada (Ganem,
1996). Desta forma, a ‘large S’, composta de aproximadamente 400 aminodacidos,
possui a forma ndo glicosilada, p39, e a forma glicosilada, gp42. A proteina ‘middle S’,
com 281 aminodcidos possui as formas glicosiladas, gp33 e a diglicosilada, gp36, ¢ a
‘small S°, com 226 aminoécidos, possui a forma ndo glicosilada, p24 e a forma
glicosilada gp27. A andlise das particulas esféricas de 22nm purificadas mostrou que
elas contém quase exclusivamente as duas formas da menor proteina, os polipeptideos
codificados por pré-S2 e S, gp33 e gp36. O virion contém quantidades quase que

equimolares de todas as trés proteinas (Heermann et al., 1984).

O HBsAg como ja comentado anteriormente faz uso extensivo de fases de
leitura aberta sobrepostas e dentro da mesma fase, podem empregar multiplos codons
de iniciacdo para gerar proteinas estruturalmente relacionadas. Os ribossomos do
hospedeiro podem nao traduzir eficientemente proteinas a partir de cédons de iniciagao
(AUG) localizados internamente na estrutura do RNA. Para garantir o acesso dos
ribossomos do hospedeiro a estes codons AUG internos, o programa transcripcional do
virus evoluiu no sentido de uma mesma classe de mRNAs possuir extremidades 5°
distintas justapostas aos cddons de iniciacdo encontrados. No caso das proteinas de
envelope que compdem o HBsAg sdo conhecidos dois promotores, promotor pré-S1 e

promotor pré S2/S. O promotor pré-S1 controla a transcricdo de um tUnico RNA
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subgendmico de 2,4 Kb. O RNA de 2,4 Kb perfaz toda a regido pré-S/S e ¢ o tnico
RNA mensageiro para a proteina ‘large S’. O promotor pré-S2/S controla a transcri¢ao
de uma familia de RNAs de 2,1 Kb, possuindo micro-heterogeneidade da extremidade
5", de modo que um desses transcritos se inicia imediatamente antes do AUG da regidao
pré-S2 e os demais apos este codon de iniciagdo. Desta forma um dos transcritos de 2,1
Kb origina a proteina ‘middle S’, enquanto os demais RNAs mensageiros de 2,1 Kb
originam a proteina ‘small S’. O promotor pré-S2/S ¢ mais forte do que o promotor pré-
S1 o que resulta em uma maior sintese de proteinas ‘middle S’ e ‘small S’ comparada
com a produgdo da proteina ‘large S’ (Schaller & Fischer, 1991). A proteina ‘large S’
possui papel regulatorio para a secrecdo do HBsAg, dessa forma, a superexpressao da
proteina ‘large S’ resulta na retengdo das proteinas de superficie no reticulo
endoplasmatico (Cheng & Smith, 1986). O promotor X controla a transcri¢do de um
RNA de 0,9 Kb que ¢ traduzido em uma proteina com fungao de regulacio e que ndo ¢

controlada nos virus de aves.

Hepatitis B virus genome aorganisation

Partially dsDNA

Figura 5: Genoma do HBV onde se evidencia o Gene HBsAg formado pelas ORFs

pré-S1, pré-S2 e S, o gene da polimerase com sua ORF P, o gene X com sua ORF X, o
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gene core e pré-core que codificam e o antigeno HBeAg. Além disso sdo mostradas as
duas fitas de DNA, uma continua ¢ uma descontinua. A fita a continua (em roxo) ¢
considerada de polaridade negativa e a descontinua (em vermelho) polaridade positiva.

Fonte: http://www.trouble-nutritionnel.wikibis.com/hepatite_b.php

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular permitiu também notaveis
avancos no conhecimento do proprio HBV e na demonstragao da sua importiancia como
fator etioldgico de hepatopatias cronicas e do hepatocarcinoma. O diagndstico de
qualquer das formas clinicas da Hepatite B realiza-se através de técnicas soroldgicas.
Tais técnicas revelam-se fundamentais ndo apenas para o diagnostico, mas também
mostram-se muito uteis no acompanhamento da infec¢do viral, na avaliacdo do estado
clinico do paciente e na utilizagdo de terapéutica especifica. As importantes descobertas
realizadas nas 4reas da virologia e da biologia molecular desses virus, nos tltimos anos,
foram progressivamente sendo incorporados a rotina didria dos laboratorios de
patologia clinica, permitindo aos profissionais da area de satide acesso as modernas
técnicas capazes de avaliar a carga viral presente no individuo, o indice de replicacao
do agente infeccioso e a eficacia de novas medicagdes utilizadas no tratamento dessa

virose (Ferreira, 2000).

1.4 Baculovirus

Os baculovirus sdao virus de insetos capazes de infectar diversos hospedeiros
artropodes, principalmente os pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e
Himenoptera. Eles sdo virus de DNA dupla fita, circular, supercoiled, pertencentes a
familia Baculoviridae, possuindo um virion com envelope em formato de bastdo
(baculo), contendo no seu genoma entre 80 e 200 Kilobases (Kb) (Arif, 1986). Possuem

uma caracteristica diferenciada dos outros virus, por apresentarem dois fendtipos
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distintos durante um unico ciclo de infec¢do (Figura 6): o BV (do inglés "budded virus”)
ou virus extracelular, responséavel pela transmissao do virus de célula a célula, e 0 ODV
(do inglés ‘occlusion derived virus”) presente em uma oclusdo cristalina de origem
protéica denominada de corpos de oclusdo (OB, do inglés, ‘occlusion body’) ou
poliedros, responsavel pela transmissao horizontal do virus de inseto a inseto (Smith et

al., 1983).

EFP
(GIP64 or F protein)
apical cap

w /

envelope
lipid h||aucr

closed
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Figura 6: Fenotipo produzido durante a infec¢do secundaria, responsavel pelo
espalhamento da doenga pelo sistema do inseto. (A) Micrografia eletronica de
transmissao mostrando o virus que brota da célula ou extra celular (modificado de
Luckow et al., 1992) e (B) um esquema evidenciando as principais proteinas que
compdem o virion (Slack e Arif, 2007). O Fenoétipo viral responsavel pela infec¢ao
primaria também esta sendo mostrado (C e D). Os poliedros podem ser vistos em
micrografia eletronica de varredura (C — um parcialmente montado, mostrando os
espagos onde seriam ocluidos os ODVs e outro totalmente montado) e de transmissao

(D — mostrando os nucleocapsideos multiplos por envelope) (Ribeiro et al., 1998).
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Esses virus sdo utilizados como agentes de controle biologico devido a sua alta
especificidade com relagdo ao inseto alvo, sendo seguro para as pessoas que se
alimentam das plantas contendo o baculovirus ou dos trabalhadores que fazem a
aplicacdo do baculovirus nas plantagdes. O Brasil implementou o maior programa de
biopesticida viral, utilizando o baculovirus Anticarsia gemmatalis multiple
nucleopolyedrovirus (AgMNPV), que culminou, na safra de 2002/2003, na aplicagdo
desse virus em mais de 2 milhdes de hectares contra a praga da soja (Flavio Moscardi,
comunicagdo pessoal). A familia Baculoviridae antigamente era dividida
taxonomicamente em dois genéros: Nucleopolyedrovirus, denominados de NPV, ¢
Granulovirus, denominados de GV (Murphy et al., 1995; Van Regenmortel et al.,
2000). Com o sequenciamento de varos genomas de baculovirus e a partir de analises
filogenéticas baseadas na comparagdo desses genomas, uma nova nomenclatura foi
proposta, onde baculovirus foram subdivididos em 4 géneros, os Alphabaculovirus
(NPVs que infectam Lepidopteros com 456 membros), Betabaculovirus (GVs que
infectam Lepidopteros com 148 membros), Gammabaculovirus (NPVs que infectam
Himendpteros com 30 membros) e os Deltabaculovirus (NPVs que infectam Dipteros

com 27 membros) (Jehle et al., 2006)(Figura 7).
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Figura ~: Relagio filogenética dos quatro géneros atuais em que se divide a
familia Baculoviridae. Arvore mostrando a relagdo de proximidade filogenética
com base em sequéncias génicas ou aminocacidicas e conseqiente agrupamento

nos quatro géneros atualmente aceitos. A arvore foi modificada de Jehle ef ai

(2006).

1.4.1 Replicagao do Baculovirus

A replicagdo dos Baculovirus in vivo comega com a lagarta se alimentando de
folhas que contém poliedros. Quando os poliedros chegam ao intestino médio da lagarta
o pH alcalino dissolve os poliedros liberando os ODVs. Os ODVs por fusdo de
membrana entram nas células colunares da lagarta e se encaminham para o nucleo da
célula onde se inicia a replicagdo viral, produzindo os BVs (Horton & Burand, 1993).

Parte dos BVs produzidos saem da célula e ddo inicio a infec¢do secundaria, ou seja, a
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infecgdo célula a célula( Volkman et al., 2000). Na fase tardia da infec¢do comega a ser
produzido em larga escala a proteina viral responsavel pela oclusao dos virus, dando
origem a criagdo de novos poliedros. Em torno de 4 dias a lagarta morre e seu
tegumento se desfaz liberando no ambiente os poliedros que dao inicio a um novo ciclo

(Figura 8).

A) Ingestao de poliedros B) Intestino medio

E) Faliedros no ambiente

=

C) Baculovirus nas células de inseta

D) Saco de poliedros

Fonte: Maria Creuza do Espirito Santo Barros—Laboratério de Microscopia Eletronica e
Virologia UnB

Figura 8: Esquema mostrando a infec¢do in vivo do baculovirus. A) ingestdo dos
poliedros que estdo presentes na superficie das folhas pelas lagartas. B) Chegada dos
poliedros ao intestino médio da lagarta onde o pH alcalino promove a dissolu¢cdo dos
poliedros e liberagdao dos BVs. Apds o esquema duas figuras mostrando a esquerda
(representado pela seta de cor vermelha) o intestino médio da lagarta dissolvendo os
poliedros por causa do seu pH alcalino e a entrada nas células do intestino pelos BVs, e
a direita (representado pela seta amarela) microscopia eletronica de varedura dos
poliedros. C) Detalhe da entrada dos ODVs e BVs nas cé€lulas da lagarta. Os poliedros

depois de dissolvidos, liberam os ODVs que entram nas células colunares por fusdo de

36



membrana e sdo encaminhados para o nucleo celular e dao inicio a replicagao viral,
alguns BVs saem da célula para dar inicio a infec¢do secundaria, célula a célula. D e E)
Na fase tardia da infecgdo viral, comeca a produgao de uma proteina viral responsavel
pela oclusdao dos virus para formacao dos poliedros. A lagarta morre apds alguns dias
contendo bilhdes de poliedros, liberando os poliedros no ambiente. Fonte: Maria
Creuza do Espirito Santo Barros-Laboratorio de Virologia (Universidade de Brasilia)
1.4.2 Infeccio dos Baculovirus in vitro

BVs sdo adicionados a placas ou garrafas de células de inseto contendo meio de
cultura especifico, entram nas células por endocitosee se encaminham para o nicleo da
célula dando inicio a replicagao viral. Com a formag¢do de novos BVs se dé inicio a
infeccdo secundaria (célula a célula), ¢ como na infecgdo in vivo, na fase tardia da
infec¢do comega a produgdo dos poliedros (Lu & Miller, 1997). Em torno de 48 h.p.i. as

células estouram liberando no meio os poliedros (Figura 9).
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Figura 09: Esquema mostrando a infec¢do de um baculovirus em cultura de células de
inseto (in vitro). Em 0 h, a célula de inseto esta integra com nucleo central e de
tamanho pequeno; A 6 h.p.i., ja se nota uma mudanca na morfologia da célula que se
torna mais oval e ha um aumento do volume do nucleo . A 12 h.p.i., ha uma expansao
do ntcleo e do estroma virogénico, onde ocorre intensa replicagdo viral. Nesse
momento, BVs saem da célula para dar inicio a infec¢ao secundaria. A 20 h.p.i., a célula
estd com o nucleo altamente hipertrofiado e se inicia a oclusdo dos virus na periferia
nuclear. A 24 h.p.i., se inicia a producao em larga escala de OBs ¢ a 48 h.p.i., a célula se

rompe, liberando OBs no meio de cultura. Fonte: Arif, 1986.

1.5 Baculovirus como sistema de expressao

Os Baculovirus tém sido largamente usados como vetores de expressdao, onde
proteinas heterélogas sdo produzidas, proporcionando um amplo uso na medicina como
agentes terapéuticos, profilaticos (vacinas) e para diagnose. Esse sistema de expressao
baseia-se na inser¢ao de genes de interesse no genoma do baculovirus sob o comando de
um promotor forte. No modelo mais comumente utilizado o gene de interesse ¢ inserido
sob o controle do promotor do gene da poliedrina, a proteina mais abundante dos corpos
de oclusao dos baculovirus. Esses corpos de oclusdo sao formados nos estagios finais da
infec¢do de células de inseto e constituem mais de 50% da proteina total de uma célula
infectada a 96 h pos infecgdo (p.i.) (figura 9) O’Reilly et al., 1992; Richardson , 1995;
Jarvis et al., 1996 e Ribeiro et al., 1998). Segundo Ji et al. (2010), em seu trabalho, o
poliedro é uma estrutura cristalina simétrica e robusta, sua proteina mais abundante, a
poliedrina, ¢ quem faz a montagem do cristal deixando a por¢ao amino terminal livre,

sendo por tanto essa regido a mais indicada para fusdo com genes heter6logos.
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Uma grande variedade de proteinas foi expressa em células de inseto desde os
primeiros relatos das expressdes do [-interferon (Smith et al., 1983) ¢ da pB-
galactosidase (Pennock et al., 1984) em células de Spodoptera frugiperda, utilizando
baculovirus recombinantes. Hoje em dia, os baculovirus sdo considerados excelentes
vetores de expressdo e estdo entre os mais utilizados instrumentos disponiveis
atualmente para a expressdo, em altos niveis, de genes recombinantes em hospedeiros
eucarioticos.

Para expressar genes heterdlogos utilizando o sistema de expressdo baseado em
Baculovirus ¢ necessario primeiramente, inserir seu gene de interesse em um vetor de
transferéncia que possui um promotor viral forte (poliedrina ou p10). Um exemplo de

vetor de transferéncia é o plasmideo comercial criado pela Invitrogen pFastBac™ 1

(Figura 10).
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Figura 10: Esquema do vetor de transferéncia pFastBac'"'1. Plasmideo contendo 4.775
pares de bases com um gene de resisténcia a Gentamicina, regides de transposicao

TN7(L e R ), 2 origens de replicagao (pUC ori e flori), um gene de resisténcia a
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ampicilina, promotor da poliedrina seguido de um sitio de multiclonagem e um sinal de

poliadenilacao (SV 40 pA). Fonte: Manual Invitrogem

O seu gene de interesse fica sob o comando do promotor forte da poliedrina, podendo
ser utilizado diversas enzimas de restricdo contidas no sitio de multiclonagem para essa
inser¢do (Je et al., 2003; Chang et al., 2003). Existem varias maneiras para a construgao
de baculovirus recombinante, sendo as mais utilizadas a recombinagdo homoéloga e a
transposi¢do. A recombinacdo homologa ¢ a técnica original, com o plasmideo de
transferéncia contendo as regides que flanqueiam o gene de interesse que se pretende
introduzir no genoma viral, o promotor e um sitio de clonagem ¢é co-transfectado na
célula de inseto em conjunto com o DNA do virus parenteral. Durante o processo de
recombina¢do homologa, o gene original do virus ¢ substituido pelo gene de interesse

contido no plasmideo recombinante (Miller et al., 1983; Castro et al., 1999).

A transposicdo se dé através de um sistema criado pela Invitrogen chamado Bac-to-
bac. Os plasmideos sdo transformados em bactérias da linhagem DHI10Bac
quimiocompetentes. Esta bactéria apresenta dois plasmideos importantes para o
processo de obtengao do baculovirus recombinante. O primeiro ¢ um plasmideo gigante
denominado bacmideo (bac, do inglés ‘bacterial artificialchromosome’) que contém o
genoma do baculovirus AcMNPV modificado portando uma origem de replicagdo, uma
marca de selecdo para canamicina € o peptideo lacZ-a com a sequéncia alvo de
transposi¢cdo do transposon bacteriano Tn7. O segundo plasmideo, o ‘Helper’ expressa
constitutivamente uma transposase que fornecera a atividade de transposi¢ao ao sistema.
Durante a transformacdo em DHI10Bac, os vetores de transferéncia pFastBac
modificados que apresentam marcas do transposon Tn7 (Tn7R e L) serdo substratos
para agdo transposase. Parte do plasmideo ¢ transposta para dentro do bacmideo,

interrompendo o peptideo lacZ-a e evitando a o-complementacdo da enzima f3-
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galactosidase. A auséncia de complementagdo impossibilita a atividade da enzima,
fazendo com que mesmo na presenga de indutor (IPTG) e substrato cromogénico (X-
gal) a coldnia bacteriana fique branca. Caso nao haja transposicao a colonia fica azul.
Depois de uma lise alcalina em pequena escala, para obtengao do DNA, ¢ realizada uma
reacdo de PCR para confirmacdo da transposi¢do. O DNA do clone confirmado ¢
utilizado na transfeccdo de células de inseto e gera¢do dos virus recombinantes (Figura

11) (Kost et al., 2005).
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Figura 11: Esquema mostrando o sistema Bac-to-Bac da Invitrogem. O gene de
interesse clonado no vetor de transferéncia é transformado em células de E. coli
(DH10Bac, Invitrogen) que possui o genoma do virus ACMNPV na forma de um grande
plasmideo (denominado de bacmideo). O gene de interesse estd flanqueado por regides
de transposicao do transposon TN7 (regidoes TN7L e TN7R). O bacmideo possui o sitio

alvo de insercdo do transposon TN7, onde serd inserido o gene de interesse sob o
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comando do promotor da poliedrina ¢ o gene do antibidtico gentamicina. Essa
transposi¢ao ¢ feita com a ajuda de um outro plasmideo (‘helper’), presente nas células
DH10Bac que codifica para a enzima transposase. A transposi¢ao ¢ confirmada através
da selecdo por antibidticos e a o complementacao da B galactosidade (ver texto).
Depois de uma lise alcalina em pequena escala (miniprep) para obtencao do DNA, ¢
realizado a transfec¢do de células de inseto com a ajuda de lipossomos (membranas
artificiais), onde o DNA do baculovirus por si sé infecta as células de inseto O
sobrenadante da transfec¢do contendo os virus no fenotipo BV ¢ utilizado para
amplificacdo viral através da infeccdo de células de inseto ou para determinag¢dao do
titulo viral. Fonte: Manual Bac-to-bac.

De posse dos virus recombinantes, novas placas de células podem ser infectadas
ou lagartas suceptiveis a infec¢do podem ser usadas para produgdo da proteina
recombinante. Um exemplo de insetos utilizados sdo larvas de Spodoptera frugiperda.
As larvas sdo infectadas per oS ou por injecdo do sobrenadante da placa de células
infectadas com o virus recombinante. A melhor fase larval para a infec¢do por inje¢ao
nos insetos € o 5° intar, gerando uma boa concentragdo da proteina alvo (Figura 13).

A expressdo de proteinas heterdlogas utilizando o sistema de expressdo em
baculovirus ¢ amplamente utilizado hoje no mundo. Varias proteinas ja foram
expressadas e demonstraram a grande utilidade desse sistema. Centenas de proteinas
de interesse na medicina, como proteinas estruturais e ndo estrutuaris de diferentes
virus e as proteinas recombinantes expressas se mostraram biologicamente similares as

proteinas auténticas.

A expressao do HBsAg utilizando o sistema baculoviral j& foi utilizado para diversas
finalidades. Delaney & Isom (1998) utilizaram o sistema de expressdo em baculovirus

para produzir um novo sistema de analise da expressao e replicacdo do HBV em células
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HepG2. Para isso, um pedago do genoma do HBV foi inserido em um vetor de
transferéncia utilizado para geragdo dos virus recombinantes. Céluas HepG2 foram
transduzidas por esse Baculovirus recombinante, e o genoma do HBV replicado. Kang
et al. (1987) sintetizou uma parte do antigeno HBsAg em células de inseto utilizando o
sistema de expressdo em baculovirus. O antigeno produzido foi expresso em grandes
quantidades e secretado na forma de uma particula de 22nm, que contém
predominantemente uma proteina de 22.000 Da exibindo uma morfologia e
atigenicidade muito parecida com as particulas de 22 nm isoladas do soro ou plasma de

pacientes com Hepatite cronica ativa.

2. Justificativa

Nas ultimas décadas, o uso de baculovirus como vetor de expressdo de genes
heterdlogos comecou a ser usado de forma extensiva pela comunidade biomédica.
Assim, diversas proteinas de importdncia médica e econdmica foram expressas em
niveis elevados utilizando-se esse sistema (Miller, 1997).

A producao do antigeno de superficie HBsAg fusionada a proteina poliedrina poderia
se revelar um modelo muito interessante, tanto para se conhecer melhor esse sistema,
quanto para a futura producao estavel e purificagdo em larga escala de antigenos para
fins biomédicos. A facil produgdo e isolamento de poliedros recombinantes, que
expressam boas quantidades de proteinas de interesse, a natureza estavel dos poliedros,
sugerem que essa abordagem podera ser uma ferramenta alternativa para vacinacao de

vertebrados ¢ uso em diagnostico (Olszewski et al., 2005).

No Brasil, ndo existe um industria farmacéutica privada, que produza o antigeno
HBsAg para fins vacinais e/ou diagndstico. Apenas a Fiocruz e o Instituto Butantan
produzem a vacina para Hepatite B. O setor de kits de diagndstico no pais apresenta

uma forte dependéncia tecnoldgica, pois a maioria dos insumos, reagentes e
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equipamentos para diagnostico sao importados. Os ministérios da ciéncia e tecnologia,
saude e FINEP vem incentivando o desenvolvimento tecnoldgico e inovacdo para
produtos terapé€uticos e para diagnostico de varias doengas e entre esses produtos,
insumos para o diagnostico da hepatite B ¢ uma prioridade (Ag¢do transversal-
Cooperagao ICTs Empresas: Inovagao em produtos terapéuticos e diagndsticos, Carta-
conviteMCT/MS/FINEP,

(http://www.bio.fiocruz.br/simposio/pdf/Moises%20Goldbaun.pdf). Desta forma, a

expressdo do antigeno HBsAg em células de inseto e insetos proposto por este projeto
podera ajudar a reduzir o custo de produgdo de kits diagnosticos para a Hepatite B, e

uma alternativa para produ¢ao de antigeno vacinal.

3. Objetivos do trabalho

Construir um baculovirus recombinante contendo o gene da por¢ao "Small S” do
antigeno HBsAg de HBV fusionado ao gene da poliedrina do baculovirus ACMNPV e
analisar a expressdo da proteina recombinante em células de inseto infectadas. Além
disso, testar o antigeno produzido em testes diagnosticos comumente utilizados nos

laboratorios de analises clinicas, que consistem nos testes imunoenzimaticos (ELISA).

4. Materiais e Métodos

4.1 Virus e Células

Os virus Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) e
baculovirus derivados de bacmideo bMON14272 (Bac-to-Bac “Baculovirus Expression
System”, Invitrogen) foram utilizados nesse trabalho como controle.

Os virus foram propagados em cultura de células Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4

ou Tn5B) ou C¢lulas S. Frugiperda IPLB-Sf21-AE (Granados et al., 1994). Essas
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células foram mantidas em meio TC-100 (Gibco-BRL) com 10 % de soro fetal bovino a
27 °C.
4.2 Obtencao e clonagem da parte ‘small s’ do antigeno HBsAg

Duas estratégias foram propostas a fim de se obter o fragmento contendo a parte
‘small s’ antigeno HBsAg. Na primeira estratégia, foram inseridos, por meio dos
primers HBsAg F BamHI/Ncol (F1) e HBsAg R Ncol (sem His) (R1) sitios para as
enzimas de restrigdo Ncol e BamHI na extremidade 5° do gene e na extremidade 3’,
sitios apenas para Ncol, de modo a promover a fusdo na por¢ao carboxi-terminal da
poliedrina modifica (Tabela 2). Na segunda estratégia, o cddon de terminagdo do gene
foi excluido por meio do iniciador reverso (HBsAg R Ncol com His — R2, Tabela 2),
além de conter sitios para BamHI na extremidade 5’ e para Ncol em ambas as
extremidades, a fim de promover a fusdo na por¢do amino-terminal da poliedrina
modificada. Cada uma das reagdes cotinha 10 ng do DNA molde pHep (gentilmente
cedido pelo Dr. Jodao Renato Pinho do Instituto Adolfo Lutz), 1X do tampao da enzima,
1 U da enzima GoTaq DNA polimerase (Promega), 300 uM de dNTP e 0,4 uM dos

primers. A amplificagdo foi feita em termociclador de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Programa utilizado nas duas estratagias
para obtengdo do fragmento contendo a porgao

‘small s’ do antigeno HBsAg.

Etapa Temperatura  Tempo
Desnaturacao inicial 95°C 3 min
2 Desnaturacao 94 °C I5s
é Anelamento 57°C 20 s
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Extensao 72 °C 37s
Extensdo final 72 °C 7 min

Estoque 12°C 00

As reagdes foram aplicadas em gel de agarose 0,8% contendo TBE 0,5 X
(solugcdo aquosa contendo 45 mM de Tris-borato e 1 mM de EDTA), coradas em
brometo de etidio (0,5 pg/ml), analisadas em luz UV e fotografadas em transiluminador
da marca Alfa Innotec. Os fragmentos observados foram cortados do gel com uma
lamina e purificados utilizando-se ‘GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit” (GE
Healthcare — este kit foi usado em todos os procedimentos para eluigdo de DNA

citados).

Os fragmentos purificados foram clonados no vetor pGem®-T easy (Promega) de
acordo com instrucdes do fabricante. A confirmagao da clonagem foi feita por digestao
enzimatica usando a enzima Ncol (FastDigest®, Fermentas), conforme instrugdes do
fabricante. Além disso, os plasmideos obtidos foram seqiienciados (Macrogen Inc.,
Coreia do Sul) usando primers T7 ¢ SP6 que se anclam em regides presentes no

plasmideo comercial usado.

Tabela 2: Sequéncia de Primers utilizados para todas as construgdes

Primer Sequéncia §' - 3' Localizagao/finalidad
e

HBsAg F GGGGATCCTGTGACGACCATGGAG Posicdo 2 no gene
sSHBsAg/aplificagdo

BAMHI do gene sSHBsAg
com inclusdo dos

NCOI
sitios de BAMHI e
NCOL
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(F1)

HBsAg R CCATGGAGTTTAGGGAATAACCCC
NCOI
Sem HIS

(R1)

HBsAg R CCATGGAAATGTATACCCAGAGACAAA
NCOI AG
com HIS

(R2)

PpolAcA GAAGACAGCTTCCCCATTGTAAACGA
g 310-348
F

M13 R CAGGAAACAGCTATGAC

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG

Posigdo 740 do gene
sSHBsAg/amplificaca
o do gene sSHBsAg e
inclusdo do sitio de

NCOI

Posicdo 698 do gene
sSHBsAg/amplifica¢a
o e retirada do sitio de

terminacao TAA

Posi¢do 310 do gene
da
poliedrina/confirmaga
o da fusdo correta com
sSHBsAg

Localizado a 145pb da
regido de transposi¢ao
do bacmideo (mini-att
TN7)/confirmacao de
transposicao

Sequenciamento do
plasmideo pGem

Sequenciamento do
plasmideo pGem

4.3 Clonagem da porc¢iao ‘small s’ do antigeno HBsAg na porciao 5’ e 3’ da

poliedrina
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Dois plasmideos doadores, previamente construidos, foram usados para clonagem
da porcao ‘small s’ do antigeno HBsAg. Ambos os plasmideos foram derivados do
vetor comercial pFastBacl® (Invitrogen) e permitem fusdo de genes de interesse a
porcao carboxi e amino-terminal da poliedrina do AcMNPV. O plasmideo pFastAcPH3
(Costa, 2008) apresenta o gene da poliedrina com o cddon de terminagcdo natural
deletado, um sitio de restricdo para Ncol e uma cauda de hexa-histidina em fase, ambos
na porcao carboxi-terminal da proteina (Figura 12A). O plasmideo pFastBacl-6xHis-
AcPH (Araujo, 2010) contém o gene da poliedrina com as mesmas modifica¢cdes do
plasmideo anterior, entretanto presentes agora na por¢do amino-terminal da proteina

(Figura 12B).

A ATG TAA
| oo :—w

Neol
B ATG TAA

Neol

Figura 12:. Esquema das duas regidoes usadas para fusdo da porcao ‘small s’ do
antigeno HBsAg a poliedrina. (A) Regido de interesse do plasmideo de fusao
pFastBac1-6xHis-AcPH, mostrando o codon de inicio de traducao (ATG), a cauda de
hexa histidina (6xHis — seta azul-claro), o sitio de restrigdo usado para clonagem do
antigeno HBsAg, o gene da poliedrina (seta rosa) e o codon de parada de tradugao
(TAA). (B) Regiao de interesse do plasmideo de fusdao pFastAcPH3, mostrando cédon

de inicio da tradugdo, o gene da poliedrina sem o codon de parada de tradugdo, o sitio
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para clonagem do antigeno, a cauda de hexa-histidina ¢ o cdédon de terminagdo de

traducao.

Os plasmideos contendo as duas diferentes estratégias do antigeno HBsAg foram
digeridos com Ncol, aplicados em gel de agarose a 0,8% e as bandas liberadas foram
purificadas e utilizadas para clonagem nos plasmideos doadores pFastAcPH3 e
pFastBacl-6xHis-AcPH. Para confirmacao da clonagem dos plasmideos recombinantes
obtidos, foi feita uma, PCR para a estratégia carboxi-terminal (10 ng do plasmideo
recombinante, 1X do tampao da enzima, 1 U da enzima Taq DNA polimerase
(Phoneutria), 300 uM de dNTP e 0,4 uM dos primers pPolAcAg 310/348 F e R1(Tabela
2) — programa semelhante ao da tabela 1, mudando apenas o tempo de extensdo para 1
min). Posteriormente, ambos os plasmideo foram seqilienciados (Macrogen Inc., Coreia
do Sul) usando os primers pFastBac F e pFastBac R fornecidos pela empresa de

seqiienciamento.

4.4 Obtencao do baculovirus recombinante para expressao da porc¢ao ‘small s’ do
antigeno HBsAg fusionada a poliedrina

Os plasmideos de fusdo gerados contendo a por¢ao ‘small s’ do antigeno HBsAg,
contendo o gene quimera, foram utilizados para construgdo de baculovirus
recombinantes via sistema Bac-to-bac (Invitrogen), conforme instru¢des do fabricante.
Os plasmideos foram transformados em bactérias da linhagem DHI10Bac
quimiocompetentes. Durante a transformacdao em DH10Bac, os vetores de transferéncia
pFastBac modificados que apresentavam marcas do transposon Tn7 (Tn7R e L) foram
substratos para acao transposase. Parte do plasmideo foi transposta para dentro do
bacmideo, interrompendo o peptideo lacZ-a e evitando a a-complementagdo da enzima

[B-galactosidase.
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Colonias brancas foram selecionadas, incubadas em meio LB liquido (canamicina
50pg/ml e gentamicina 7 pg/ml). Para confirmar a transposicao do plasmideo contendo
a proteina de interesse fusionada a porcdo carboxi-terminal da poliedrina, foram

utilizados os primers M13 F e R1, a fim de gerar uma banda de aproximadamente 3.200

pb.

4.5 Producio in vitro da proteina quimera sSHBsAg

Um pg do DNA plasmidial dos bacmideos recombinantes gerados, foram
utilizado para transfectar 10° células de inseto BTI-TN5B1-4. Para isso 250pL de meio
de cultura TC-100 sem soro foi adicionado ao DNA plasmidial de cada bacmideo em
duas placas de 35mm, a mesma concentra¢do de meio sem soro foi misturado a 10uL de
lipossomos (membranas artificiais utilizadas para incorporar material genético e em
contato com a membrana das células se fundir a elas liberando o material genético
dentro da célula alvo). A mistura contendo os lipossomos e a mistura contendo o DNA
de cada bacmideo foram misturados e incubados por 30 min a temperatura ambiente. O
meio de cultura de duas placas de células BTI-TN5B-4 foi retirado e acrescentado apos
incubagdo o meio contendo a mistura DNA plasmidial, meio TC-100 sem soro e
lipossomo. As células ficaram em contato com essa mistura por 4 h a temperatura
ambiente. Um e meio mL de meio de cultura TC-100 contendo 10% de soro fetal
bovino foi adicionado as células apds incubagdo e a placa incubada a 27 °C por sete
dias. As células de inseto que foram transfectadas com o DNA do baculovirus
recombinante sdo capazes de produzir virus , pois, o DNA ¢ infectivo. Em uma nova
placa de 100 mm, contendo 5x10° células de inseto BTI-TN5B1-4 foram adicionados
500 pL do sobrenadante da transfeccdo para amplificagdo dos virus recombinantes
vAcPH3sSHBsAg e vAcHISsSHBsAgAcPH. A purificagdo do DNA viral se deu como

descrito por O’Reilly et al. (1992), sendo que a metodologia utilizada foi a purificagdo
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de DNA de BV em pequena escala. O DNA extraido foi utilizado para confirmagao
através de uma reacao de PCR (10 ng do DNA extraido dos dois virus recombinates, 1X
do tampao da enzima, 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria), 300 uM de

dNTP e 0,4 uM dos primers pPolAcAg 310/348 F e R1)

4.6 Analise da expressao da proteina sSSHBsAg produzida nas células de inseto

O sobrenadante de células BTI-TN5B4-1 (96 h p.i.) infectadas com o virus
recombinante vVAcHISsSHBsAgPH foi injetado em larvas de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) quinto instar, no segundo par de falsas patas através de uma
agulha e seringa de ImL (Figura 13). As larvas foram separadas individualmente para
que nao houvesse canibalismo e alimentadas com dieta artificial preparada segundo
Hoffmann Campo et al. (1985). Por volta de 5 dias, as larvas ja apresentavam estagio
avancado de infec¢do com perda do apetite, clareamento da epiderme devido ao
acimulo de virus nos nucleos das células epidermais e adiposas, parada no
desenvolvimento larval e letargia (Federici, 1997). No sexto dia pos-infecgdo, as larvas
estavam mortas ou em processo de morte. Apds a morte das larvas, procedeu-se a
purificacdo dos corpos de oclusdo segundo Maruniak (1986), com a maceracao das
larvas em tampao de homogenizacao (acido ascorbico 1%, SDS 2%, Tris 0,01 M pHS8.0,
EDTA 0,001 M), e o macerado filtrado com quatro camadas de gaze para posterior
centrifugacdo a 14.000 r.p.m. a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 20 mL de TE, para em seguida 4 mL ser usado para aplicacao
sobre gradiente de sacarose variando de 1,17 g/mL a 1,30 g/mL e centrifugados a
26.500 r.p.m. em uma ultracentrifuga Beckman L-70 (rotor SW28) a 4°C por 75 min.
Uma banda contendo as proteinas quimeras foi coletada apds centrifuga¢ao com a ajuda
de uma pipeta Paster, foi diluida quatro vezes em TE, centrifugada a 14.000 r.p.m. na

mesma ultracentrifuga citada anteriormente a 4°C por 15 min. O pellet gerado pela
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centrifugacdo foi ressuspendido em agua milli-Q e estocado & -20°C para posterior

analise.

Figura 13: Larva de Spodoptera frugiperda no quinto intar, tamanho ideal para
infeccdo por inje¢do dos virus recombinantes. Fonte:

http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartacartuchom.htm
4.7 Analise da expressio da proteina sSSHBsAg produzida nas células de inseto

Células BTI-TN5B4-1 foram infectadas com os virus vAcOCC+, vAc-6x-HIS-
sSHBsAg-ACPH, e a 96 h.p.i.,, foram coletadas das placas e lavadas trés vezes com
PBS (as células infectadas foram coletadas e centrifugadas a 5.000 r.p.m. por 5 min, o
pellet foi ressuspendido em 1mL de PBS). O pellet foi ressuspendido em 100 pL de
PBS e estocados a -20°C. O extrato das células infectadas lavadas foram analisadas em
SDS-PGE 12 % (Laemmli, 1970) através do aparato para gel de poliacrilamida da Bio-
Rad de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O gel foi corado com o
corante azul de comassie e¢ fixado em solucdo de 40% de metanol e 10% de acido

acético por 4 h sob leve agitacao.

4.8 Imunoensaio

Uma placa de 6 pogos contendo células BT-TN5B1-4 foram infectadas com os
seguintes virus: AcMNPV, vAc-6x-HIS-sSHBsAg-AcPH e vAc-6x-HIS-AcPH. Um
poco da placa ndo foi infectado e as células utilizadas como controle (Mock). Noventa e
seis h.p.i., as células foram ressuspendidas da placa e lavadas com PBS e solubilizadas

com carbonato de sodio 1M e Tris HCL 1M pH7,6, segundo protocolo de O’Reilly et
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al. (1992). As proteinas presentes na amostra de células foram quantificadas utilizando
o quantificador Nanodrop 3300 (Thermo Scientific) seguindo as instru¢des do
fabricante e 300ng, 400ng e 500ng foram utilizadas no imunoensaio manual (método
imunoenzimatico para a determinacgdo qualitativa de HBsAg. E um teste direto do tipo
sanduiche, baseado na técnica de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay. A
presenga de HBsAg no soro ou plasma do paciente se liga ao anticorpo monoclonal de
rato que estd no fundo da placa de ELISA. Um conjugado enzimatico ( Anti HBs
produzido em carneiro conjugado com peroxidase) ¢ adicionado ao pogo da placa de
ELISA e se liga no antigeno formando um complexo anticorpo-antigeno-anticorpo
conjugado. A atividade enzimatica ¢ medida pela adicdo de uma solucdo incolor de
cromégeno/substrato. A agdo da enzima no cromdgeno/substrato produz uma coloragao

que ¢ medida por um fotometro).

Cada um dos 3 virus recombinante citados acima foram utilizados para infectar um
grupo de 200 lagartas cada. A infec¢do se deu como citado anteriormente no item 4.5.
ap6s processamento das lagartas e purificagdo em gradiente de sacarose os corpos de
oclusdo foram solubilizados segundo O’Reilly et al. (1992) e quantificados em aparelho
quantificador Nanodrop 3300. As mesmas quantidades utilizadas nas células foram

utilizadas dos corpos de oclusdo para imunoensaio manual.

O imunoensaio foi realizado no Laboratério central do Distrito Federal (LACEN-
DF) departamento de Virologia com o apoio do Diretor senhor Jodo Suender Moreira,
da Bidloga Larissa Costa Souza e da Farmacéutica Grasiela Araujo da Silva. O teste
utilizado foi teste manual Anti HBsAg da Diasorin. As amostras foram testadas em

triplicata seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

5. Resultados
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5.1 Construcio do vetor de clonagem pGem sSHBsAg com TAA

O fragmento contendo a regido codante da proteina small S do antigeno HBSAg
(Figura 14) foi amplificada por PCR, a partir do DNA do plasmideo pHep, utilizando os
pares de primers F1 e R1 (sequéncias sublinhadas na figural4) Esse fragmento foi
ligado no vetor de clonagem pGem®-T easy gerando o pGemsSHBsAg(TAA) com

3.761 pb (Figura 15). O plasmideo recombinate foi obtido e sua sua sequéncia

confirmada.
BamH|1
GGGGATCCTGTGACGACC
1 tggggatcctgtgacgacc
Ncol

20 atggagaacatcacatcaggattcctaggacccctgctecgtgtta
M E N I T S G F L G P L L V L

65 caggcggggtttttcttgttgacaagaatcctcacaataccgcag
Q AGF F L L TRI1T L TT1T P Q

110 agtctagactcgtggtggacttctctcaattttctagggggatca
S LDbDSWwWWTSULNU FLGG S

155 cccgtgtgtcttggccaaaattcgcagtccccaacctccaatcac
P Vv C L G Q NS Q S P T S NH

200 tcaccaacctcctgtcctccaatttgtcctggttatcgctggatg
s P TSCWPW®P 1T CPGYRWM

245 tgtctgcggcgttttatcatattcctcttcatcctgctgctatgce
Cc LRRF 1T 1 F L F 1 L L L C

290 ctcatcttcttattggttcttctggattatcaaggtatgttgccc
L 1 F L L VLLDY QGMTLP

335 gtttgtcctctaattccaggatcaacaacaaccagtacgggacca
v ¢ P L I PGS TTTSTG P

380 tgcaaaacctgcacgactcctgctcaaggcaactctaagtttccc
c K T CTTWPAUOQGNS K F P

425 tcatgttgctgtacaaaacctacggatggaaattgcacctgtatt
s ¢Cc CCTKUPTDGNT CTC I

470 cccatcccatcgtcctgggctttcgcaaaatacctatgggagtgg
P 1 P S S WAFAKY L WEW

515 gcctcagtccgtttctcttggctcagtttactagtgccatttgtt
AS VRFSWWL S L L VP FV

560 cagtggttcgtagggctttcccccactgtttggctttcagctata
Q WFV G L S PTVWL S A I

605 tggatgatgtggtattgggggccaagtctgtacagcatcgtgagt
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w ™M MW Y WGP S LY S I V S

GAAAACAGAGACCCATATG
650 ccctttataccgctgttaccaattttcttttgtctctgggtatac
P F I P LL P 1 FF CULWWVY
TAAAGGTACC
695 atttaaaccctaacaaaacaaaaagatggggttattccctaaact
I > CCCCAATAAGGGATTTGA
Ncol
740 ccatgga 746
GGTACCT

Figura 14: Sequéncia do do gene sSHBsAg. O sitio de iniciagdo ATG esta em azul, a
sequéncia do primer F1 estd destacado em vermelho e R1 nucleotideos em amarelo. O
sitio de terminagdo estd indicado em rosa e com um asterisco abaixo da sequéncia de
nucleotideos A sequéncia de aminoacidos estd indicada abaixo da sequéncia de
nucleotideos. A sequéncia destacada em verde corresponde ao primer R2. Os sitios de

Ncol e BamHI estdo destacados de cinza.

HBsAg
Primer HBsAg F BamHI Ncol /
J‘\_
ﬁl
Primer HBsAg R Ncol
Neol (38)
I; ], Neol (79
o sSHBsAg (com TAA) L0003
Sl
Neol (801}

—
pGem-sSHBsAg (com TAA)

701 bp

Amp

55



Figura 15: Esquema  mostrando a sequéncia de produgdo do vetor pGem-
HBsAg(TAA). Fragmento da reacdo de PCR com os Primers F1 e R1, gel de agarose
0,8% com o fragmento de PCR evidenciado por quadrado vermelho apresentando 746
pb e eluigdo e ligagdo do fragmento de PCR no vetor pGem®-T easy gerando o

pGemsSHBsAg(TAA) com 3761 pb.
5.2 Contrugao do vetor de transferéncia pFastAcPH3sSHBsAg (carboxi terminal)

O virus vacPH3sSHBsAg foi gerado utilizando o sistema de transposicdo em E.coli
DH10 Bac™ (Invitrogen). O pFastAcPH3sSHBsAg foi transformado em células DH10
Bac™ ¢ o gene de interesse foi inserido no genoma do virus ACMNPV na forma de
um grande plasmideo (bacmideo). A confirmac¢do se deu por resisténcia a antibidtico
(Canamicina e Gentamicina) e a a-complementacdo da enzima B-galactosidase. Apds
coleta das possiveis colOnias transformantes, a presenca do gene sSHBsAg foi
confirmada por PCR utilizando os Primers: PpolAcAg 310-148 F e HBsAg R NCOI

sem HIS gerando um fragmanto de tamanho esperado de 1117pb (Figura 16).
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AcPH__
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| | 5538bp v
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" puC origin
€———1100pb  GmiRI .

TnTR

Figura 16: Esquema da constru¢do do vetor de transferéncia pFastAcPH3sSHBsAg
(carboxi terminal). Vetor pGemsSHBsAg(com TAA) foi digerido com a enzima Ncol
para liberacdo do fragmento de 746pb que esta circulado de vermelho no gel de agarose
0,8% . A banda foi eluida (ver texto) e inserida no sitio de Ncol do vetor pFastAcPH3
gerando o vetor pFastAcPH3sSHBsAg. Gel de agarose de 0,8% mostrando resultado da
PCR utilizando os primers: PpolAcAg 310-148 F e RI1 gerando um fragmanto de

tamanho 1.117pb.
5.3 Construcio do virus vAcPH3sSHBsAg

O virus vacPH3sSHBsAg com TAA foi gerado utilizando o sistema de
transposi¢do em E.coli DH10 Bac™. Na transposicdo, o gene de interesse foi inserido

no bacmideo por estar flanqueado por regides de transposi¢ao chamadas TN7L e TN7R.
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A confirmacdo se deu por resisténcia aos antibidticos Gentamicina ¢ Canamicina € a o
complementacdo da P galactosidade. Apos coleta das colonias a presenca do gene
sSHBsAg foi confirmada por PCR utilizando os Primers: PpolAcAg 310-148 F e
HBsAg R NCOI sem HIS gerando um fragmanto de tamanho esperado de 1117pb

(Figura 17).

PpolAcAg 310-148 F

HBsAg R NCOI sG‘His

i| HBsAg ||z =
]

e ERCTY N ST

| PH promoter |

1.2Kb

".I MiniF : Y '| I mIiliiazét I l/ll‘m}l(Rl /

Peptides LacZ-a

Figura 17: Esquema da constru¢do do virus vAcPH3sSHBsAg. O plasmideo
pFastAcPH3sSHBsAg contendo o gene HBsAg foi transformado em células DH10-
Bac. Além do gene HBSAg, o cassete contém um gene de resisténcia a gentamicina, o
promotor da poliedrina, o gene da poliedrina em fusdo com o gene HBsAg e uma cauda
de 6 histidinas. O cassete foi transposto para o bacmideo interrompendo o peptideo
lacZ-a e evitando a a-complementacdo da enzima [B-galactosidase. Apos coleta das
colonias a presenca do gene sSSHBsAg foi confirmada por PCR gerando um fragmanto

de tamanho de 1.117pb destacado no gel de agarose 0,8% em vermelho.

5.4 Construcio do vetor de clonagem pGemsSHbsAg (sem TAA)
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O fragmento gerado foi clonado no vetor pGem®-T easy a fim de gerar o
recombinante pGemsSHBsAg (sem TAA). O recombinate foi sequénciado e sua

sequéncia confirmada (Figura 18).

HBsAg

Primer HBsAg F BamHI Ncol
b

1I

Primer HBsAg R Ncol com HIS

Neol (38)
J 1 Neol (79)
. sSHBsAg (sem TAA)

Neol (760)

pGem-sSHBsAg (sem TAA)

3720 bp

Figura 18: Esquema mostrando a sequéncia de produ¢ao do vetor pGem-HBsAg (sem

TAA). Fragmento da reagdo de PCR com os primers F1 e R2, gel de agarose 0,8% com
o fragmento de PCR evidenciado por quadrado vermelho apresentando 705 pb e elui¢do
e ligagdo do fragmento de PCR no vetor pGem®-T easy gerando o

pGemsSHBsAg(TAA) com 3.720 pb.

5.5 Construcio do vetor de transferéncia pFB1-6xHIS- sSHBsAgAcPH
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O pGemsSHBsAg (sem TAA) foi digerido com a enzima Ncol, liberando um
fragmento de aproximadamente 700 pb que representa o gene sSHBsAg sem TAA.
Ap6s eluigdo dessa banda do gel de agarose 0,8%, ela foi ligada ao vetor pFB1-6xHIS-
AcPH previamente digerido com Ncol e defosforilado dando origem ao plasmideo
pFB1-6xHIS-sSHBsAgAcPH (Figura 19), esse plasmideo foi sequénciado e

confirmado.

TnTL M origin
bla promoter
“
Amp{R)
AcPH
ot o) pFastBacl-6xHis-AcPH
e == sabp
PH promoter
- - — PUC origin
Eluicdocligagdono vetor _ _
GmiR)
pFastBacl-6x-HIS-AcPH TR
H origin
N o 4 . _bla promoter
Xbal (5503) o e "
2 ~
achH___4 O Amp(R)
4.  pFB1-6xHis-HBsAg-AcPH
B 6174 bp ]
HBsAg |\
Xbal (4155) // » A/ "puc origin
bxHis -
PH Promoter _ s
e A
Gm(R)

Figura 19: Esquema da constru¢do do vetor de transferéncia pFB1-6xHIS-
sSHBsAgAcPH. O vetor pGemsSHBsAg (sem TAA) foi digerido com a enzima Ncol
como mostrado no gel de agarose 0,8% , liberando um fragmento de aproximadamente

700 pb que estd destacado em vermelho. Apds eluicao dessa banda do gel de agarose
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0,8%, ela foi ligada ao vetor pFB1-6xHIS-AcPH previamente digerido com Ncol e

defosforilado dando origem ao plasmideo pFB1-6xHIS-sSHBsAgAcPH com 6.174pb.

5.6 Construcio do Virus recombinante vAcHISsSHBsAgAcPH

Apoés quantificagio do DNA purificado por lise alcalina, o DNA foi
transformado em bactéria competente DH10Bac por choque térmico. A transposi¢do foi
confirmada por resisténcia a antibidtico e quebra da o galactosidase. Apos confirmagao
da transposi¢do o SSHBSAg foi amplificado utilizando os primers M13 F ¢ HBsAg R

Ncol com His gerando um fragmento de tamanho esperado de 2.1 Kpb (Figura 20).

2 251pb

HBsAg R NCOI com His ﬁ
i

2.0kb

Figura 20: Esquema da construcao do virus vAcHISsSSHBsAgAcPH. O plasmideo
pFB1-6xHIS- sSHBsAgAcPH contendo o gene HBsAg foi transformado em células
DH10-Bac. Além do gene HBSAg, o cassete contém um gene de resisténcia a
gentamicina, o promotor da poliedrina, uma calda de 6 histidinas e o gene HBsAg em
fusdo com o gene da poliedrina. O cassete foi transposto para o bacmideo
interrompendo o peptideo lacZ-a e evitando a a-complementagdo da enzima -
galactosidase. Ap0s coleta das coldnias, a presenga do gene sSHBsAg foi confirmada
por PCR gerando um fragmanto de tamanho de 2.1Kb destacado no gel de agarose 0,8%

em vermelho.
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5.7 Infeccio de células de inseto TNSB com o virus recombinante
vAcHISsSHBsAgAcPH

Uma placa de 6 pogos contendo 10° células TN5B foi infectada com uma MOI
de 10 com 3 virus diferentes (AcMNPV, vAcHISsSHBsAg ¢ vAcOCC-) por um
periodo de 96 hs. Noventa e seis h p.i, as células se apresentam com o nucleo
hipertrofiado, rugoso e se destacaram do fundo da placa. A presenca de poliedros nao
foi identificada porém corpos de oclusdo de morfologia disforme e em grumos foram

encontrados dentro do nucleo das células (Figura 21).

Figura 21: Andlise do efeito citopatico da infeccdo de células BTI-TN5B1-4 com
diferentes baculovirus a 96h.p.i. A) Células BTN-TN5B4-1 ndo infectadas. B) Virus
AcMNPV. C) Virus vAcHISsSHBsAgAcPH. D) Virus vAcOCC-. Em A inset

evidenciando caracteristicas de uma célula BTN-TN5B4-1 ndo infectada, com

62



morfologia fusiforme e propor¢ao nucleo e citoplasma normais. As setas vermelhas
indicam células infectadas com efeito citopatico tipico da infeccao por baculovirus
como, alteragdo morfologica (perda da forma tipica fusiforme), nticleo hipertrofiado e a
presenca no nucleo dos poliedros (caracteristicas evidenciadas pela célula destacada no
insets). As setas pretas indicam as células com nucleos hipertrofiados e rugosos, a
presenga de poliedros ndo foi identificada porém corpos de oclusdo de morfologia
disforme e em grumos sdo vistos dentro do nucleo das células (caracteristicas
evidenciadas pela célula destacada no insets). As setas amarelas indicam células
infectadas com efeito citopatico caracteristico da infec¢do por baculovirus, porém com
auséncia de poliedros, visto que o virus vVAcOCC- que nao contém o gene da poliedrina

(caracteristicas evidenciadas pela célula destacada no insets).

5.8 Infec¢io de lagartas Spodoptera frugiperda com o virus recombinante
vAcHISsSHBsAgAcPH

Lagartas de Spodoptera frugiperda foram infectadas no quinto instar por injeg¢ao
de sobrenadante das células SF21 infectadas pelo virus recombinante
vAcHISsSHBsAgAcPH no segundo par de patas. Apos 5 dias, as lagartas mortas foram
coletadas e os possiveis cristais derivados da fusdo da proteina poliedrina com a small

S do HBV foram purificadas em gradiente de sacarose como mostrado na figura 22.
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Banda contendo os corpos
de oclusao

Figura 22: Purificag¢do da proteina recombinante por centrifugacao em gradiente de
sacarose. Foto mostrando um tubo de centrifuga ap6s a centrifugacdo de extrato de
insetos infectados com o virus recombinante vVAcHISsSSHBsAgAcPH seguindo as
intrucoes do procedimento para purificacdo de OBs descritos em O Reilly et al. (1992).

A seta indica a posi¢do da proteina recombinante no gradiente..

5.9 Analise da expressio da proteina fusionada a poliedrina na infeccio do virus
recombinante em células de insetos (SF21) por SDS-PAGE

Extrato de células infectadas (96 h p.i.) com os virus VAcCMNPV, vAcOCC+,
vAcOCC- e vAc-6x-HIS-sSHBsAg-ACPH foram analisados por SDS-PAGE e foi
possivel a deteccdo de uma proteina de aproximadamente 54 kDa no extrato de célula
infectada com o virus recombinate (indicado na figura 23, marcacdo em vermelho)
indicando a fusdo da poliedrina de 29kDa com o sSHBsAg de 25kDa. No extrato de

células infectadas com os virus AcMNPV e vAcOCC+ foi observada uma banda de
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aproximadamente 24 kDa correspondente a proteina poliedrina selvagem (marcacao em

vemelho) mostrado na Figura 23.

175kDa

80kDa
58kDa

46kDa
30kDa

Figura 23: Anélise da expressdao da proteina recombinante sSSHBsAg em células de
inseto infectadas com o baculovirus recombinante vAc-6x-HIS-sSHBsAg-AcPH. SDS-
PAGE 12 %: pogo 1: extrato de células SF21 ndo infectadas (Mock). Pogo 2: extrato de
células SF21 infectadas com o virus AcMNPV, marca¢do em vermelho indicando
poliedrina selvagem. Poco 3: células SF21 infectadas com o virus vAcOCC+, marcacao
em vermelho indicando poliedrina. Pogo 4: células SF21 infectadas com o virus vAc-
6x-HIS-sSHBsAg-AcPH, marcacdo em vermelho indicando a proteina recombinante
sSHBsAgPH com aproximadamente 54kDa. Pogo 5: células SF21 infectadas com o
virus VAcOCC- (virus nao contém o gene da poliedrina). Poco 6: células SF21 mock.
Pogco 7: Marcador de massa molecular Color plus prestained protein marker, broad

range (Biolabs)

5.10 Imunoensaio com Kit comercial automatizado e manual Anti HBsAg

Extrato de células de inseto BTI-TN5B4-1 infectadas (MOI de 10) com os virus
AcMNPV, vAc-6x-HIS-AcPH e vAc-6x-HISsSHBsAg-AcPH, células BTI-TN5B4-1

ndo infectadas (mock) (Figura 24) e corpos de oclusdo produzidos nas lagartas
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Spodeptera frugiperda infectadas com os virus AcMNPV, vAc-6x-HIS-AcPH e vAc-
6x-HISsSHBsAg-AcPH (Figura 25) foram testadas com o Kit Laboratorial Anti HBsAg
da empresa Diasorin em 3 concentragdes diferentes, 300ng, 400ng e 500ng. Todas as 3
concentragoes testadas com os extratos de células infectadas com o virus recombinante
vAc-6x-HIS-sSHBsAg-AcPH e corpos de oclusao produzidos pela infec¢ao das lagartas
com 0 mesmo virus recombinante obtiveram positividade significativa no teste, sendo
que os corpos de oclusdo na concentracdo de 500ng apresentaram um valor de
absorbancia acima do limite detectavél semelhante ao encontrado em soro de pacientes
com HBV aguda (Figura 26). Os controles Negativo e Positivo do teste consistem
respectivamente, soro/plasma humano nio reativo para HBsAg com conservantes e
soro/plasma humano contendo HBsAg (subtipos ad e ay) inativado pelo calor, na

concentragdo de 0,5-3,0 U/mL e conservantes.

14 W Wock

12

B ACMNPY

ByAc-GxHis-AcPH

08

B Controle negativa
[HBsAg)
WvAc-GuHis-HBsAz-AcPH

06

04

Absorbincia (<15 0nm)

02 W Controle positiva

(HasAg)

300ngz 400nz 500ng

Figura 24: Imunoensaio (ELISA) para detec¢do de anticorpos anti-HBSAg em soro de
pacientes infectados pelo HBV. O grafico mostra o resultado da absorbancia (450nm)
do imunoensaio contendo o extrato de células solubilizadas infectadas com os virus
AcMNPV, vAc-6x-HIS-AcPH e vAc-6x-HISsSHBsAg-AcPH, células mock, controles

positivo e negativo (controles para HBsAg presentes no Kit)
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Figura 25: Imunoensaio (ELISA) para detec¢ao de anticorpos anti-HBSAg em soro de
pacientes infectados pelo HBV. O grafico mostra o resultado da absorbancia (450nm)
do imunoensaio contendo os corpos de oclusdo solubilizados dos virus AcCMNPV, vAc-
6x-HIS-AcPH e vAc-6x-HISsSSHBsAg-AcPH e controles positivo e negativo (controles

HBsAg presente no Kit diagnostico).
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Figura 26: Resultados do ELISA nas 3 concentragdes (300, 400 e 500ng) dos corpos de

oclusdo purificados de lagartas Spodoptera frugiperda infectadas com o virus
recombinante vAc-6x-HISsSSHBsAg-AcPH. Na concentracdo de 500ng nao foi possivel

a detecgdo, pois, ultrapassou o valor maximo de absorbancia do teste.

6. Discussio e Conclusio

Foram construidos neste trabalho dois Baculovirus recombinantes: o
vAcPH3sSHBsAg, que apresenta o gene sSHBsAg fusionado na porgdo Carboxi
terminal do gene da poliedrina do AcMNPV e o vAc-6x-His-AcsSHBsAgPH, que
apresenta o gene sSHBsAg fusionado ao gene da poliedrina do AcMNPV na por¢ao

amino terminal.

Durante a constru¢do do baculovirus recombinante vVAcPH3sSHBsAg foi constado
por sequenciamento, que o vetor de transferéncia pFastPH3sSHBsAg estava com o gene
de interesse na posicdao invertida, mesmo reacdes de PCR confirmando o tamanho
adequado do plasmideo. Durante o ano de 2010 Ji e colaboradores, mostraram em seu
trabalho que a regido Carboxi-terminal da poliedrina ¢ essencial para a formacao dos

corpos de oclusao (poliedro). Essa regido deve ser evitada para fusdo com genes
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heter6logos, pois, pode prejudicar a montagem da massa proteica contendo a poliedrina
e o gene de interesse fusionados gerando um virus recombinante que nao vai conseguir
produzir corpos de oclusdo. De posse dessa informagao, essa construgdo foi abandonada
e um novo vetor onde a fusdo do gene heterdlogo se da na por¢do amino-terminal foi
construido. A partir desse momento, o gene sSSHBsAg foi preparado para fusao no novo
vetor obtendo sucesso na contru¢do e produgdo dos corpos de oclusdo. Nao houve
producdo de poliedros como ocorre na infecgdo com o baculovirus selvagem, houve
produgdo de corpos de oclusdo disformes e rugosos encontrados no nicleo das células
infectadas. Esse formato dos corpos de oclusdo também foi observado nos resultados de
trabalhos realizados com esse novo vetor no labrotatério de microscopia eletronica e

virologia da UnB (dados ndao mostrados).

A construgdo do baculovirus recombinante vAc-6x-His-sSHBsAgPH foi concluida
com sucesso como demonstrado nos resultados (item 4.4). Apds infec¢do de células de
inseto in vivo e in vitro pode-se observar a presenga de corpos de oclusdo disformes

contendo além da proteina poliedrina a proteina sSSHBsAg.

A glicoproteina de membrana HBsAg presente no envelope do virus HBV como
descrito por Ganem, (1996) ¢ formada pelo gene pré sS/S que contém as regides pré S1,
pré S2 e S. A maior proteina que compoe o HBsAg ¢€ a large S, com codon de iniciagdo
localizado no inicio da regido pré S1, a proteina de tamanho intermédiario designada de
middle S, ¢ codificada pelas regides pré S2 e S e a menor proteina, sSmall S, sintetizada a
partir do cddon de iniciacdo localizado no inicio da regido S. O HBsAg ¢ altamente
imunogénico e na maioria dos kit diagnostico ¢ usada em sua totalidade, neste trabalho
somente a menor proteina que compde o HBsAg foi utilizada, proteina ‘small S’

(sSHBsAg), e mesmo assim anticorpos monoclonais foram capazes de identificar essa
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proteina nos testes de imunoensaio. Lanford et al. (1998), também criou baculovirus
recombinantes que expressavam as proteinas ‘small S” e ‘'middle S” juntas e separadas e
constatou que a antigenicidade e imunogenicidade delas juntas ou separadas nao

apresentou diferenga significativa.

A utilizagdo de proteinas recombinates para a producdo de teste de deteccdo
antigeno-especifica e para a produgdo de vacinas vem ganhando espago devido a sua
seguranga e facilidade. A manipulacdo de virus patogénicos como o HBV para
producdo de vacinas e insumos tem sido uma preocupacao latente, sendo a producdo de
virus recombinates uma alternativa cada vez mais utilizada. Price et al. (1989), utilizou
o sistema de expressdo em baculovirus para expressar o antigeno de superficie do HBV,
HBsAg, e uma glicoproteina do envelope do virus Influeza A, neuraminidase (NA). As
proteinas recombinates produzidas foram testadas em imunoensaios e sua
antigénicidade foi comprovada com sucesso. A producdo em larga escala do HBsAg
utilizando o sistema de expressio em baculovirus gerou bons resultados como
demostrado por Wang et al. (1999) em seu trabalho. Wang propos um novo protocolo
de cultivo das células durante a infec¢do pelo baculovirus recombinante HBsAg, onde a
mudanca do pH era corrigido pelo acrécimo de nutrientes essencias como a glicose ¢ a
glutamina. O novo protocolo proposto foi capaz de gerar um aumento na produgdo do
HBsAg em 100% em relagdo ao protocolo de cultivo celular usado anteriormente. O
resultado deste trabalho demostra a possibilidade da producdo de HBsAg em grandes
quantidades utilizando células de inseto, que diferentemente das células de mamiferos

sdo de facil cultivo e baixo custo.

O diagnostico laboratorial especifico confirmatorio utilizado hoje para detecgao da

HBV ¢ realizada através de teste soroldgicos como o ensaio imunoenzimatico (EIA) e
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Radioimunoensaio (RIA) que buscam identificar no soro, os antigenos HBsAg e
HBeAg e os anticorpos Anti-HBcAg, anti-HBeAg e anti-HBsAg. O laboratorios
clinicos devido a alta demanda de diagndstico para HBV tem procurado utilizar Kits
prontos para realizar os testes diagnosticos poupando tempo e diminuindo os custos. Os
laboratdrios de referéncia como os Laboratorios Centrais chegam a realizar mais de mil
exames dia para HBV, e isso faz com que a necessidade de utilizagdo de kit de facil
execusdo, baixo risco de manipulagdo e menor custo aumente significativamente
forcando as empresas a sempre estarem em busca de novas técnicas (Focaccia, 2007). A
utiliza¢do do teste HBsAg ¢ sem duvida o maior dentre os outros testes soroldgicos para
HBYV. Sua utilizagao hoje ¢ estendida para além de casos de pacientes com suspeita de
HBYV para acompanhamento da progressdao da doenca e para seguranca de todo sangue
doado nos Hemocentros e Bancos de sangue privados (Agéncia nacional de vigilancia
Sanitaria RDC numero 57, 2010). A producdo de HBsAg utilizando o sistema de
expressdo em baculovirus ¢ uma boa ferramenta para ser utilizada na criacdo de Kkits
diagnéstico para deteccdo de HBsAg e Anti-HBs, pois, sua produgdo ¢ simples € ndo

oferece risco de contaminagao viral, como demonstrado nesse trabalho.

A imunodetecc¢ao realizada no Laboratorio Central do Distrito Federal, com os Kits
automatizado e manual, mesmo sendo realizado com anticorpos monoclonais foram
bem sucedidas, comprovando a eficicia do sitema de expressdo em baculovirus do
sSHBsAg. Esse resultado demonstra que o sSHBsAg produzido em células de inseto ¢
capaz de ser reconhecido por anticorpos monoclonais comerciais produzidos hoje no
pais, sendo que com isso ele se torna um grande promissor para producdo de kits
diagnostico Anti-HBs nacional, gerando menos onus para o governo na compra €

producdo desses Kits utilizados em larga escala nos laboratorios e centros de referéncia.
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A proteina recombinante HBsAg produzido neste trabalho, pelo sistema de
expressao baseado em baculovirus e células de inseto, pode ser utilizada para produzir
testes diagndsticos do tipo ELISA (EIA) diretos ou indiretos. O HBsAg recombinante
pode ser fixado no fundo da placa de ELISA e servir de antigeno para ligagdo dos
anticorpos presentes no soro dos pacientes infectados pelo HBV (ELISA direto), ou,
através da inoculacdo do HBsAg recombinante em cobaias e produgdo de anticorpos,
ser usado no fundo do pogo da placa de ELISA para detectar antigenos presentes no
soro de pacientes infectados com o HBV. Takehara et al. (1988) em seu trabalho,
fabricou dois testes de ELISA utilizando HBsAg recombinante produzido pelo sistema
de expressdo em baculovirus. No primeiro teste o HBsAg recombinante foi utilizado
como antigeno (ELISA indireto), ¢ no segundo teste o HBsAg recombinante foi
inoculado em cobaias e os anticorpos produzidos ¢ que foram utilizados (ELISA direto).
Ambos os testes foram feitos para detecgdo de anticorpos e antigenos, respectivamente,
presentes no soro de pacientes infectados com o HBV. testes hoje comercializados
também foram testados com o mesmo soro humano e utilizados como controle. A
comparagdo entre o teste recombinante e o comercial mostrou boa concordancia,
demonstrando que o HBsAg recombinate e seus anticorpos produzidos em cobaias sdo

capazes de reconhecer antigenos e anticorpos do soro de pacientes com Hapatite B.

Como o HBV ¢ um agente bioldgico de risco 3, com risco a saude humana
principalmente dos trabalhadores que ficam expostos ao virus como, pesquisadores,
agentes de saude e todos os profissionais que participam dos estudos e producdo de
manufaturas como kits diagndstico e vacinas, ¢ preconizado pelo Parlamento Europeu e
conselho da Unido Européia (7° directiva especial nos termos do n° 1 do artigo 16° da
directiva 89/391/CEE) que devem ser sempre mantidas as atualizagdes de melhora e

aperfeicoamento da protecdo da saude e seguranca dos trabalhadores através de
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manipulagdo de virus recombinantes ou particulas virais mais seguros. O sistema de
expressao em baculovirus ¢ uma boa feramenta para criagao de kits diagnostico seguros,
pois, o baculovirus ndo ¢ patogénico para o homem, sendo ele incapaz de infectar
células humanas, mesmo ele sendo capaz de transduzir células de mamiferos e fazer

entrega génica.

A construgao do baculovirus recombinante vAcHISsSSHBsAgAcPH, um baculovirus
recombinante contendo o gene da por¢do "Small S° do antigeno HBsAg de HBV
fusionado ao gene da poliedrina do baculovirus AcMNPV na sua por¢do Amino-
terminal foi bem sucedida. A andlise da expressdo da proteina recombinante em células
de inseto infectadas mostrou que a proteina recombinante sSSHBsAgPH esta sendo
produzida corretamente tanto in vitro como in vivo. Além disso, o teste feito utilizando
extrato de células de inseto infectadas com o virus recombinante contendo a proteina
sSHBsAgPH produzida e corpos de oclusdo purificados em gradiente de sacarose foram
reconhecidos como antigenos pelos anticorpos comerciais Anti-HBsAg dos testes de
imunoensaio (EIA) realizados no Laboratério Central do Distrito Federal (LACEN-DF).
Porém para uma melhor andlise da proteina construida ¢ necessario a realizacao de
Western Blot utilizando anticorpos Anti-HBsAg e Anti-Poliedrina e a realizacao de um
teste de ELISA onde a proteina produzida sera utilizada como antigeno para reconhecer
anticorpos presentes no soro de pacientes infectados com HBV. Outra possibilidade ¢ a
geracao de anticorpos a partir da inoculacdo de cobaias com a proteina recombinante e
uma nova analise em Western Blot utilizando os anticorpos produzidos para reconhecer
a proteina recombinante € novos testes utilizando a técnica de ELISA com os

anticorpos agora reconhecendo no soro de pacientes infectados o HBV.
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