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1. INTRODUGAO

A epidemiologia das hepatites virais corresponde a um desafio de saude
publica, sendo responsaveis por 1,4 milhdes de 6bitos ao ano no mundo. Entre os
anos de 2000 e 2015 foram identificados 665 &bitos no Brasil associados a
hepatite D (HDV). No Brasil, ha uma concentragdo de casos HDV principalmente
na regiao norte, com prevaléncia do genétipo lll, devido a sua alta patogenicidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

A sua infecgdo sO ocorre na presenga do virus da hepatite B (HBV),
apresentando dependéncia do antigeno de superficie HBsAg para completar o
seu ciclo bioldgico, onde a co-infecgdo resulta em um grau agudo de infecgcéo
tanto da hepatite B como da hepatite D (MASOOD e JOHN, 2017). O HDV é o
principal virus, em comparacdo aos virus da hepatite B e C, que pode
desenvolver uma hepatite crénica, evoluindo para uma cirrose em até 70% dos
casos. A hepatite fulminante neste caso € dez vezes mais comum que as demais
(FONSECA, 2002), que além de uma rapida progressao, aumenta os riscos do
desenvolvimento de um cancer hepatico (NOUREDDIN e GISH, 2014).

A detecgao dos anticorpos anti-HDV € um dos métodos utilizados para o
diagnostico da hepatite D, a partir de um ensaio de imunotransferéncia - um teste
bioquimico capaz de detectar proteinas em uma amostra (MASOOD e JOHN,
2017). A deteccao do virus também pode ser feita com a replicacao do RNA viral
no soro do paciente (GHAMARI, 2012). Ambos métodos de diagndsticos sao
tecnologias laboriosas e que necessitam de um servigo especializado. A
tecnologia do DNA recombinante fornece uma alternativa ao atual diagnéstico, de
producao simplificada e de baixo custo.

O presente trabalho objetiva a produgdo de uma proteina recombinante e a
analise de sua expressdo em Escherichia coli, a fim de futuramente facilitar o
diagnéstico do HDV a partir da elaboragdo de um teste imunocromatografico
rapido e simples.

2. METODOLOGIA

2.1. Escolha da proteina e alinhamento das sequéncias proteicas

Inicialmente, foi feita uma revisdo bibliografica nos bancos de dados do
NCBI/PubMed, que resultou na escolha da proteina HDAg como um potencial
antigeno recombinante. As ferramentas BLAST e Vector NTI foram utilizadas para
alinhamento das 66 sequéncias da proteina depositadas no Genbank, com alta
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identidade para o gendtipo Ill. O produto do alinhamento foi utilizado para o
desenho de um gene sintético.

2.2. Sintese do inserto

A sintese do inserto, bem como a clonagem no vetor de expressao pET28a
utilizando as enzimas de restricdo Hindlll e EcoRI foi realizada pela empresa
Epoch Life Science (EUA).

2.3. Expressao do gene sintético

Para averiguacdo da expressao do gene sintético, foi escolhido as
seguintes cepas de E. coli - BL21 (DES3), BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) pLysE,
BL21 CodonPlus RP, BL21 star (DE3), C41 (DE3), C43, BL21 Rosetta (DE3),
BL21-SI, BL21 CodonPlus (DE3) RIL e pT-TRX.

Foi realizada uma transformacdo por choque térmico com o plasmideo
recombinante pET28a-S-HDAg3 com cada uma das cepas de E. coli
mencionadas acima. Posteriormente, as cepas transformadas foram transferidas
para 10 mL de meio Luria Bertani (LB) ou meio LB Low Salt, destinado a cepa
BL21-Sl, com 100 pg/mL de canamicina e adicionado mais 100 pg/mL de
cloranfenicol nos meios destinados as cepas (DE3) RIL, Rosetta (DE3),
BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3) pLyskE e BL21 CodonPlus RP, onde todas foram
cultivadas em agitador orbital (180 rpm, 37°C) por 18 h.

Foi coletado 1 mL do pré-inéculo e transferido para o inéculo, o qual
continha 10 mL de meio LB (ou LB Low Salf) nas mesmas condigdes ja descritas,
que foram cultivados (37°C/ 180 rpm) até atingirem 0,6 de densidade o6tica de
600nm e entdo adicionado 1 mmol/L de B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) para
induzir a expressao da proteina recombinante durante 3 h (37°C/ 180rpm).

Aliquotas referentes as fragdes nao-induzidas e induzidas foram
centrifugadas (10.000 rpm/ 4 minutos), onde o sobrenadante foi descartado, e
adicionado tampao de amostra Laemmli Sample Buffer 5% no pellet, para a
preparagao para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western
Blot.

ApoOs a eletroforese dos geéis, o primeiro gel foi corado com azul de
Coomassie em temperatura ambiente. O segundo gel, apds a eletroforese, foi
preparado para a transferéncia para uma membrana de nitrocelulose em tampao
de transferéncia (1h hora/ 100 volts). Posteriormente, uma solugéo bloqueadora
(5% de leite em p6 em PBS-T) foi adicionada a membrana (1h sob agitagdo a
temperatura ambiente). Apds, foi lavada a membrana com PBS-T e adicionado
um anticorpo anti-histidina, em agitacao (1 h em temperatura ambiente). Apds
nova lavagem com PBS-T, foi preparado entdo uma solugdo de revelagdo com
substrato de ortofenilenodiamina (OPD) para Western Blot, revelando a presenca
ou auséncia da proteina na expressao em cada cepa de E. coli.

2.4. Caracterizagao da solubilidade da proteina

Foi adicionado no pellet celular do cultivo induzido que apresentou o maior
nivel de expressao 2 mL de tampao Akta Wash (0,234% de NaH2PO4, 2,92% de
NaCl e 0,068% de Imidazole), e mais 100 ug/mL de lisozima, e entdo incubadas
(1h/37°C). Apds, foi utilizado um tratamento de ultrassom, a fim de romper as
células; foram feitos 6 ciclos de 60 Hz de 20 segundos. Em seguida, foi
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centrifugada a solugédo por 10 minutos a 10.000 rpm. Depois, o0 sobrenadante foi
armazenado, denominado como a fracdo soluvel da proteina, e o pellet foi lavado
trés vezes com uma solugédo de PBS 1X e centrifugado apéds, onde foi adicionado
2 mL de tampao Akta Wash com ureia 6 M, para solubilizar as proteinas dos
corpos de inclusdo, e incubados overnight agitando em uma camara fria (4°C),
perfazendo a fragcdo insoluvel da proteina. Para caracterizacdo das fragdes
soluveis e insoluveis, foi realizada uma corrida em gel de poliacrilamida 12% e
feita a técnica de dot blot.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram a presenga de uma banda cuja massa
molecular é de aproximadamente 26 KDa, correspondente ao tamanho predito in
silico do HDAg (Figura 1).

i
Figura 1. Expresséo da proteina S-HDAg em membrana de nitrocelulose pela técnica de Western
blot na cepa BL21-RP. 1- Marcador de Western blotting Perfect Protein™ (Novagen). 2- Controle
positivo. 3- Expressao da proteina 30 minutos apds o inéculo. 4- Expressao da proteina 1h apos o
inéculo. 5- Expressao da proteina apos 1h e 30 minutos apds o inéculo. 6- Expressao da proteina
apos atingir a densidade otica de 0,6 de 600nm. 7- Expressdo da proteina nao induzida. 8-
Expressdo da proteina apds 1h de inducdo com IPTG. 9- Expressdo da proteina apés 2h de
inducdo com IPTG. 10- Expressao da proteina apés 3h de indugédo com IPTG.

A partir da expressao do vetor pET28a-S-HDAQ3 nas diferentes cepas de
E. coli foi possivel observar um maior nivel de expressao desta proteina na cepa
BL21-RP, a qual possui cépias extras do gene argU, capaz de reconhecer os
coédons raros de arginina - AGG e AGA (SAXENA e WALKER, 1992), um dos
provaveis motivos de uma maior expressao nesta cepa em comparacado as
demais, uma vez que o gene HDA possui ambos cdédons (MIERTZSCHKE e
GREINER-STOFFELE, 2003).

Apos a caracterizagao da solubilidade, foi possivel obter a proteina
recombinante das fragdes soluveis e insoluveis, contudo uma maior concentragao
proteica na fracdo insoluvel foi observada. Devido a caracteristica insoluvel da
proteina, se faz necessario um processo de desnaturagcao através da adigao de
agentes desnaturantes como a ureia, a fim de solubilizar a proteina. Tal adigdo
pode modificar a estrutura terciaria da proteina e, consequentemente, modificar a
interagcdo antigeno-anticorpo, mesmo apos dialise e remocdo do agente
desnaturante (YAMAGUSHI e MIYAZAKI, 2014). Alternativas como a redugéo da
temperatura de expressao, redugdo da concentracdo do indutor e aumento do
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tempo de expressao podem auxiliar na obtencdo de maiores concentragcbes de
proteinas soluveis (EUROPEAN MOLECULAR BIOLOGY LABORATORY, 2017).

4. CONCLUSOES

A partir deste trabalho é possivel concluir que a expressdao do HDAg
recombinante (gendtipo Ill) foi possivel em E. coli, contudo mais estudos devem
ser realizados a fim de averiguar a imunogenicidade do antigeno recombinante
para a confirmagéo da existéncia de uma alternativa viavel a atual metodologia de
diagnostico.
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