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RESUMO

O virus da hepatite Delta (HDV) é um patégeno que causa um infecgdo grave e
rapidamente progressiva nos pacientes portadores. A determinagéo da quantidade e do gendtipo do
virus circulante no sangue de pacientes com a infecgao pelo HDV é importante para o diagnéstico,
monitoramento do tratamento e para oferecer suporte para estudos de acompanhamento da
replicacdo viral no curso da doenca. Neste estudo desenvolvemos in house um ensaio capaz de
detectar e quantificar o virus da hepatite Delta através de amostras de soro baseando-se em uma
Transcrigdo reversa—PCR em tempo real quantitativa (HDV RT-qPCR) e uma nested PCR-RFLP
para a genotipagem do HDV. Para a determinagéo da carga viral foram produzidos dois calibradores
padrédo, um cDNA HDV clonado em plasmideo e um transcrito de RNA HDV. Para a validagéo este
ensaio foram utilizadas 140 amostras clinicas de soro, sendo 100 amostras clinicas de pacientes
anti-HDV e antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) reagentes por ELISA, 30
amostras clinicas de doadores de sangue, 5 amostras clinicas monoinfectadas pelo virus da
hepatite B (HBV) e 5 amostras monoinfectadas pelo virus da hepatite C (HCV). Para genotipagem
foi estabelecida uma nested PCR-RFLP, utilizando Xho | e a Sma | para digerir os amplicons, 0s
resultados corroboraram com as analises por sequenciamento. O desempenho do ensaio HDV RT-
qPCR foi melhor quando utilizado o calibrador padrdgo HDV baseado em cDNA clonado em
plasmideo linear com uma eficiéncia de 99,8% e linearidade de R2? 0,97 e uma especificidade de
100% nos ensaios in vitro. Este estudo representa o primeiro ensaio HDV RT-qPCR desenvolvido
com amostras clinicas do Brasil e oferece um grande potencial para novos estudos de eficacia
clinica da terapéutica antiviral para utilizagdo em pacientes com hepatite Delta na regiéo ocidental

da Amazobnia.

Palavras chaves: Virus da hepatite Delta, RNA HDV, PCR em tempo real quantitativa,

Genotipagem.



ABSTRACT

The hepatitis Delta virus (HDV) is a pathogen that causes a severe and rapidly progressive
disease of hepatocytes. The measurement of viral load in the peripheral blood of patients with HDV
infections is important for diagnosis, treatment monitoring, and support for follow-up studies of viral
replication during the course of the disease. This study reports the development of an assay capable
of detecting and quantifying the abundance of HDV particles in serum samples, based on reverse-
transcription quantitative PCR (RT-gPCR) and a Nested PCR-RFLP for genotyping of HDV. Two
standards for calibration were produced for determining the viral load of HDV: a cDNA cloned into a
linear plasmid and a transcribed RNA. For validating this assay, 140 clinical samples of sera were
used, comprising 100 samples from patients who tested positive for anti-HDV and hepatitis B virus
surface antigen (HBsAg) by ELISA; 30 samples from blood donors; 5 samples monoinfected with
hepatitis B virus (HBV); and 5 samples monoinfected with hepatitis C virus (HCV). The HDV RT-
qPCR assay performed better when calibrated using the standard based on HDV cDNA cloned into a
linear plasmid, yielding an efficiency of 99.8% and a specificity of 100% in the in vitro assays. For
genotyping a nested PCR-RFLP was established using Xho | e a Sma | to digest the amplicons, the
results corroborates the analysis by sequencing. This study represents the first HDV RT-gPCR
assay developed with clinical samples from Brazil and offers great potential for new clinical efficacy

studies of antiviral therapeutics for use in patients with hepatitis Delta in the western Amazon region.

Keywords: Hepatitis Delta virus, RNA HDV, Quantitative real-time PCR, genotyping.
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1. INTRODUGAO

1.1 Histoérico

O virus da hepatite Delta ou D (HDV) foi descoberto em 1977 por Rizzetto e colaboradores,
enquanto examinavam biopsias hepaticas de pacientes cronicamente infectados com o virus da
hepatite B (HBV). Este novo antigeno que passou a ser chamado de agente Delta, atualmente
conhecido como antigeno Delta (HDAgQ), foi encontrado nos nucleos dos hepatdcitos e os anticorpos
contra 0 HDAg (anti-HDAg) também estavam presentes circulantes no soro, ambos foram
detectados por imunofluorescéncia. Inicialmente foi idealizado que este HDAg seria um novo
marcador para HBV. A presenga e persisténcia de anticorpos anti-HDAg também foram associados
com a infec¢do cronica por HBV e para o desenvolvimento de danos progressivos no figado
(RIZZETTO, 1979). Em um estudo ultraestrutural deixou ainda mais claro a associagdo entre o
HDAg e o HBV (CANESE, 1979).

Em seguida, iniciaram estudos para desvendar o papel deste novo agente na infecgéo pelo
HBV. Para tanto foram realizados estudos de inoculagdo em chimpanzé, no qual eram inoculados
os soros de pacientes com HBV e HDAg. Onde foi demonstrado que a infec¢do pelo HBV associado
ao HDAg néo se desenvolveu nos chimpanzés que apresentavam previamente titulos de anticorpos
contra 0 HBsAg. Porém, em chimpanzés previamente expostos ao HBV foi verificado um rapido
aumento e a persisténcia da sintese do HDAg do que em animais ndo expostos previamente ao
HBV. A partir deste ponto foi sugerido que o HDAg era, na verdade, um novo marcador de um
agente patogénico transmissivel, ou uma variante do HBV ou ainda outro agente viral que
necessitaria das funcdes auxiliares do HBV, podendo assim interferir na replicagdo do HBV
(RIZZETTO, 1980a).

Em 1980a Rizzetto e colaboradores, em estudo de soroprevaléncia, observou a presencga
do anti-HDAg no soro de pacientes da Italia e de varios lugares do mundo, 0 que sugeria que 0
HDAg era amplamente distribuido geograficamente e o estudo também sugeriu uma prevaléncia em

pacientes portadores de HBsAg poli transfundidos.

A descoberta seguinte foi que no soro de chimpanzés este novo antigeno protéico além de
associado ao HBsAg também associava-se a um RNA de baixo peso molecular (BONINO et al.,
1980), 0 que supunham tratar-se do material genético desse novo agente. Isso era um forte indicio
que se tratava de novo agente viral infeccioso. Incialmente acreditava-se que além da necessidade

de encapsulagdo com o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), importante para a
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transmissdo e acesso aos hepatocitos suscetiveis, este novo virus exigiria as fungdes auxiliares do
HBV para replicagao e expressao de sua proteina. Assim o HDV ficou conhecido por conter o menor
genoma entre os virus de RNA conhecidos (apenas 1.7 Kb), se assemelhando aos virus de plantas
(RIZZETTO, 1980c). O tamanho do genoma do HDV indicou que n&o se tratava de um virus
convencional, pois era nitidamente menor do que todos os virus conhecidos de animal. Em 1986 o
HDV foi descrito como o primeiro virus animal identificado com um genoma de RNA circular. RNAs
circulares s6 tinham sido encontrados em virus de plantas. Notou-se que, além da similaridade de
nucleotideos, o tamanho e suas estruturas secundarias eram semelhantes aos RNAs de virdides e
virusdides de plantas superiores, 0 que sugeriu que HDV pode ter se originado a partir de planta em
vez do mundo animal (RIZZETTO, 1985; KOS et al., 1986).

Uma segunda caracteristica Unica do HDV foi a descoberta, em 1989, que ambas as fitas
de RNA gendmico e antigenémico continham uma ribozima, uma sequéncia de aproximadamente
85 nucleotideos capaz de autoclivar e autoligar (WU et al., 1989; WU & LAI, 1989). As ribozimas
também estdo presentes em viroides, no entanto ribozimas descritas em virus de plantas eram
diferentes das encontradas no HDV (SALEHI-ASHTIANI, 2006)

Uma das questdes existentes nas pesquisas sobre o HDV foi como esse virus poderia se
replicar, em vista do seu genoma muito pequeno que codifica somente o HDAg e que esse genoma
nao é capaz de codificar uma proteina com fungdes tdo complexas necessarias para a replicagéo
independente. Naturalmente presumiu-se que o HDV explorava o HBV e as fungdes celulares,

utilizando a maquinaria do HBV para viabilizar esta replicacdo (BRANCH, 1989).

Em 1993 foi publicado por Fu e Taylor um estudo importante para a compreenséo do papel
do HBV e das células hospedeira (os hepatdcitos) na replicacdo do HDV. Onde hepatécitos
nucleados extraidos de cultura de células foram capazes de reproduzir fielmente o genoma
completo e 0 antigenoma sem qualquer fator estranho. O experimento mostrou que o HDV nao
depende da maquinaria de replicagéo do HBV, porém necessita apenas do HBsAg o qual permite a
propagacdo da infeccdo nos hepatdcitos. O enigma seguinte era como o HDV se replicava no
hospedeiro sem nenhuma polimerase, tendo em vista que seu genoma de RNA necessitaria de uma
RNA-polimerase propria. A explicagédo é que a RNA polimerase II (RNA Pol Il) do hospedeiro é
induzida ao erro pelo HDV, por causa da estrutura secundaria formada pelo RNA viral, tornando
possivel a leitura e reproducao de novas copias do RNA HDV. Presumiu-se que a conformagédo em
bastdo do RNA viral é reconhecida como o DNA dupla fita pela RNA Pol Il (FU & TAYLOR, 1993;
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LAI, 2005; CHANG, 2008). A ultima etapa da replicagdo é o rearranjo do RNA gendmico e
antigendmico do HDV que é catalisado pelas suas ribozimas, que clivam o produto da transcricao
do genomalantigenoma para formagdo de estrutura circular infecciosa (FU & TAYLOR, 1993;
TAYLOR, 2006a).

1.2 O virus da hepatite D

1.2.1 Classificagao

O HDV foi reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV -
International Committee on Taxonomy of Viruses), como uma nova espécie de virus de vertebrados,
sendo estabelecido um novo género chamado Deltavirus para atribui-lo, porém néo Ihe foi imputado
uma ordem ou familia. Pois, embora o HDV tenha muita semelhanga estrutural e no modo de
replicagao aos fitopatdgenos, virdides e virusoides, ele é suficientemente diferente para ser atribuido

a um género separado.

O HDV é popularmente classificado como virus satélite do HBV, pois baseia-se nos
principios biolégicos de que o HDV compde-se de um RNA incapaz de infectar na auséncia do HBV
e por depender da ajuda de um virus constituido de DNA (TAYLOR, 2006b). Porém o HDV nao
possiu similaridade nucleotidica com o seu virus auxiliar e ainda possui a capacidade de replicar o
seu genoma e expessar sua proteina independente, diferente dos virus satélites comumente
encontrados que ultilizam a maquinaria do virus auxiliar. Portanto, taxonomicamente, HDV constitui
uma entidade unica (LAI, 1995).

1.2.2 Estrutura viral

O HDV é constituido de uma pequena particula esférica envelopada pelo HBsAg medindo
aproximadamente 36 nm (figura 1) (BONINO et al, 1986).

Antigeno Delta
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Figura 1. Desenho esquematico de uma particula viral infectante, ou seja, o virion. O virion & composto
externamente pelo antigeno de superficie do virus da hepatite B, HBsAg, que ¢ dividido em trés proteinas a
grande, a média e a pequena (Large, Middle e Small) e seus respectivos genes codificadores, pre-S1, pre-S2
e S. No interior existe 0 RNA HDV complexado as proteinas do HDV, o antigeno Delta, formando a
ribonucleoproteina viral. (Fonte: HIGHLEYMAN, 2009, <http://www.hivandhepatitis.com>, modificado).

No interior do virion ha um pequeno genoma de RNA (TAYLOR, 2006; HUGHES et al.,
2011). O RNA deste virus encontra-se associado as proteinas antigénicas do HDV (HDAg)

formando uma ribonucleoproteina (RIZZETTO et al., 1980a).

1.2.3 RNAs HDV

O genoma é o material genético encontrado no virion, sendo constituido por um RNA de fita
simples (ssRNA), circular e de polaridade negativa de aproximadamente 1,7kb (Figura 2.). Este
genoma € unico para virus que infectam animais e esta mais relacionado com virdides de plantas do
que com patdgenos humanos. Devido a grande quantidade de GC quase 74% dos nucleotideos se
auto-complementam intramolecularmente, podendo dobrar-se numa estrutura secundaria
semelhante a um bastdo e é encontrado complexado ao HDAg (WANG et al., 1986; KUO et al.,
1988; LAI, 2005; TAYLOR, 2006).
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Figura 2. Os trés RNAs HDV que se acumulam durante a replicagéo do genoma. O genoma e o antigenoma,
possuem ribozimas com os seus sitios de clivagem (indicado por circulos). O antigenoma também contém o
gene que codifica a proteina do HDV (HDAg) e um sinal poliadenilado (Poli-A). O gene do HDAg é traduzindo
em um RNA mensageiro (RNAm) de 800 nucleotideos, que possui um CAP-3’ e uma cauda poli-A-5". (Fonte:
TAYLOR, 2008, Virology, modificado).

Sinal
Poli-A

A replicagdo do genoma é totalmente dirigida por RNA, ou seja, toda a sintese de novos
RNAs tém como molde o préprio RNA HDV, n&o tendo nenhum molde de DNA intemediario na

replicagdo. O HDV sintetiza nos hepatdcitos um RNA complementar a partir do seu genoma e
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utiliza-o como molde intermediario, este recebe 0 nome de antigenoma e que jamais foi encontrado
no virion (figura 2.) (LAI, 2005; TAYLOR, 2006).Em 1986, Chen e colaboradores relataram que
durante a replicagéo viral foi detectado um acumulo de cerca de 300.000 copias de RNA gendmico
no interior de cada célula hepatica infectada. E esse nimero diminui 10 vezes para o acumulo do
antigenoma (CHEN et al., 1986).

O genoma e antigenoma contém um dominio de ribozima cada um com cerca de 85
nucleotideos (SHARMEEN et al., 1988; FERRE-D'AMARE et al., 1998), que possuem a capacidade
de autoclivar e autoligar-se, essa atividade € extremante necessaria para a replicagdo do RNA viral
(BENN, 2006). Em geral, ribozima é uma sequéncia de RNA que possui uma capacidade auto
catalitica, ou seja, que podem catalisar reagdes, por essa caracteristica também s&o chamadas de
enzimas de RNA. Essas ribozimas sdo comuns em virdides e virusoides, virus que infectam plantas
(BENN,1992).

1.2.4 Antigeno Delta

O antigeno Delta é a unica proteina codificada pelo HDV. O HDAg é uma fosfoproteina e
pode ser encontrada em duas formas de proteinas, uma curta (short) denominada de HDAg-S e
outra longa (large) chamada de HDAg-L, com 24 kilodaltons (195 aminoacidos) e 27 kilodaltons (214
aminoacidos) de peso molecular, respectivamente (figura 3) (WANG & CHAO, 2003).

HDAg-S HDAg-L
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Figura 3. Mecanismo de edicdo do RNA HDV. (1) O RNA gendmico (retdngulo arredondado em cinza) serve
como molde para a sintese de RNAm que é traduzido em HDAg-S, o qual é necessario para sintese de
novos RNAs. (2) O genoma serve de molde para a sintese do antigenoma (retangulo arredondado em preto),
que também serve de molde para novos RNAs gendmicos. (3) Uma fragdo de RNAs antigendmicos séo
editados através da enzima adenosina deaminase 1 (ADAR-1) no sitio UAG (stop cddon), também chamado
sitio Amber/W (seta ondulada e pontilhada), onde uma adenina é substituida por uma inosina. (4) Os
antigenomas editados servem do molde para genomas editados (retdngulo arredondado editado para ACC).
(5) Genomas editados servem para a sintese de RNA mensageiros editados (com UGG - Triptofano em vez
de UAG-stop codon) que codificam o HDAg-L, que é o fator fundamental para o envelopamento do virus e
para inibicdo da replicagdo. (6) Os genoma e antigenomas editados s&o sintetizados simultaneamente por
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uma mecanismo de replicagdo chamado de circulo-rolagem. Assim os niveis de edigdo acumulam os
produtos da replicagdo. Note que o esquema de numeragao destina-se a indicar um repertdrio crescente de
atividades que persistem enquanto a replicagdo ocorre, em vez de uma progressao gradual em que 0s
processos anteriores sdo encerradas. (Fonte: CASEY, 2012. Curr Top Microbiol Immunol, nossa traducao,
modificado)

As duas isoformas dessa proteina sdo idénticas em sequéncia, exceto que a HDAg-L
contém um adicional de 19 aminoacidos na regido C-terminal (LAl, 1995). Estudos tem demonstrado
que o HDAg-S promove a replicagdo do RNA enquanto o HDAg-L promove o envelopamento do
RNA HDV, para montagem do virion (WANG et al, 1986; MAKINO et al., 1987; CHAO et al., 1990;
GLENN et al., 1991; SHEU et al., 1996; SHEU, 2002).

Durante o ciclo de replicagcdo o antigenoma sofre modificagdo pos-transcricional onde o
gene que codifica o HDAg-S é modificado por uma enzima chamada adenosina deaminase
substituindo uma adenina por uma inosina, indiretamente trocando o UAG-stop cddon por um UGG-
triptofano, conhecido como sitio Amber/W, que dara origem ao gene que codifica 0 HDAg-L com 19
aminoécidos adicionais (CASEY, 2012).

Serz Argi13 L(:PH Seri23 Seri77 Ci(:%ﬁ‘l
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DLR Dcc SLN DLR DLR SNV
2-27 31-52 68-88 97-107 136-146 195-214
HDAg-S - T}
DLR @ Dominio de ligagdo de RNA SLN | Sinal de localizagao nuclear
DCC [==] Dominio coiled-coil SMV | Sinal de montagem do virus

Figura 4. Estruturas dos dois tipos de antigeno Delta. (Fonte: LAI, 2005, Journal of Virology, modificado).

A diferenca entre as duas formas do HDAg esta nos 19 aminoéacidos adicionais na regido C-
terminal do HDAg-L. Estas duas formas HDAg possuem varios dominios funcionais em comum,
incluindo o dominio de ligacdo de RNA (DLR), um sinal de localizagdo nuclear (SLN), um dominio
coiled-coil (DCC), e um trecho C-terminal da sequéncia rica em prolina e glicina. Os 19 aminoacidos
adicionais do HDAg-L constituem o sinal de montagem do virus (SMV), que consiste de uma
sequéncia altamente variavel e especifica para cada genétipo (CHAO et al., 1990). Sendo
fundamental para a montagem do virus, pois serve como sitio de ligagdo interagindo com o
HBsAg/membrana (figura 4) (LAI, 2005).
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O HDAg sofre varias outras modificagdes pos-transcricionais, como por exemplo
fosforilagdo (CHANG et al., 1988; MU et al., 1999), acetilagdo (MU et al,. 2004) e metilagdo (LI et al.,
2004) e, no caso de HDAg-L, isoprenilagdo (GLENN et al., 1992). A metilacdo de Arg13, a
acetilacdo da Lis72, e fosforilagdo de Ser177 e Ser123 foram relacionados com a localizagéo
subcelular do HDAg e replicacdo de RNA (figura 4). A maior parte destas modificagbes séo
importantes para as fungdes de HDAg-S na replicagdo do RNA HDV que age estimulando
diretamente o alongamento da transcricdo através da substituicdo do fator de alongamento

repressor de transcrigao ligado @ RNA polimerase Il (LAI, 2005).

1.2.5 Replicagéo viral

O HDV utiliza uma via de replicagdo chamada, em inglés de double-rolling circle, ou duplo
rolamento em circulos (figura 5) que é muito semelhante a estratégia utilizada por virides,
virusdides e RNAs satélites semelhantes a viroides (do inglés; viroid-like satellite RNAs) (EIRAS et
al., 2006). De modo geral, as principais caracteristicas deste tipo de replicacdo é a utilizagéo de
uma fita de RNA circular como molde, no qual é transcrito por uma RNA polimerase dependente de
RNA do hospedeiro ou do virus auxiliar. Porém no caso do HDV onde a sua célula hospedeira é o
hepatocito e o fato de ndo existir RNA Polimerase dependente de RNA em células eucarioticas,
nesta replicagéo o virus engana e utiliza a propria RNA Polimerase do hepatdcito. Posteriormente
as novas fitas de RNA sofrem clivagem catalisada por ribozimas e, finalmente, sdo ligadas por
enzimas da célula hospedeiro (FLORES et al., 2011).
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Figura 5. Mecanismo do tipo double-rolling circle e as estruturas sub nucleares envolvidas na replicagao
viral. Note que quando RNA gendmico serve como molde para a sintese de RNA antigenémico e vice-versa é
polimerizado uma fita linear maior que, por sua vez, é clivada pelo sitio da ribozima para retirar sequéncias
excedentes e ligada por ligases do hospedeiro para produzir uma fita circular. (Fonte: PASCARELLA &
NEGRO, 2010, Liver International, modificado.)
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O ciclo replicativo do HDV (Figura 6) inicia-se com a ades&o do virion através da interagéo
entre 0 HBsAg-L e o receptor ainda desconhecido do hepatocito. Pelo fato do HDV e o HBV
compartilharem o mesmo envelope, acredita-se que 0s mecanismos de adeséo e entrada também
sejam comuns entre os dois virus. Porém sabe-se que o HBsAg-L é fundamental para manter o
HBV infeccioso (BARRERA et al., 2005; ENGELKE et al,. 2006).

O HBsAg se funde com a membrana plasmatica, liberando a ribonucleoproteina no
citoplasma da célula. Mediado pelo HDAg através do sitio sinal de localizagao nuclear (SLN) (ver
figura 4), a ribonucleoproteina é importada por importinas celulares para o nucleo da célula (XIA et
al., 1992; TAVANEZ et al., 2002; ALVES et al., 2008).

No nucleo, especificamente no nucleoplasma, o RNA gendmico € transcrito pela RNA
polimerase Il (FU & TAYLOR, 1993; MODAHL et al., 2000; LAI, 2005; LI et al., 2006; CHANG, 2008)
em RNAm ndo modificado que, por sua vez, migra para o citoplasma onde é traduzido em HDAg-S
(requerido para a replicacdo do RNA HDV) (Lai, 2005). Ainda no nucleo, mais especificamente no
nucleossomo, 0 RNA gendmico é transcrito pela RNA polimerase | (GRECO-STEWART et al., 2009)
em um RNA molde complementar, chamado de RNA antigenémico. No nucleoplasma o RNA
antigendmico é transcrito pela RNA polimerase || em novos RNAs gendmicos (figura 5) (MODAHL et
al., 2000; LI et al., 2006).
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Figura 6. Esquema do ciclo de replicacdo e montagem. (1) O virion adere-se ao hepatécito através de uma
interacdo entre 0 HBsAg-L e um receptor de membrana ainda néo caracterizado na célula hospedeira, (2) o
virion entra na célula e perde o envelope. (3) A ribonucleoproteina (RNA HDV complexado ao HDAg) é
importada para o nucleo da célula, (4) o RNA gendmico é transcrito no nicleo em RNAm e o RNA
antigendmico que, por sua vez, serve como molde para novos transcritos de RNA gendmico. (5) O RNAm é
exportado para o citoplasma, onde ele é traduzido em HDAg-S no reticulo endoplasmatico, (6) as novas
moléculas de HDAg-S retornam para o nucleo da célula para dar suporte a replicagdo do mais RNA. As duas
formas do HDAg se associam aos novos RNA genémicos para formar novas ribonucleoproteinas, (7) que séo
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exportadas para o citoplasma onde irdo interagir com as proteinas do envelope do HBV através do HDAg-L
no reticulo endoplasmatico para formar novas particulas virais. (8) Estas particulas por meio de um
brotamento em compartimento intermediarios (9) s@o exportadas do hepatdcito através de da rede trans-golgi
para reinfectar novas células. (Fonte: HUGHES, 2011, Lancet, modificado.)

Mas tardiamente, uma fracdo de RNAs antigenomicos sofrem uma edi¢do pela ADAR1, que
servirda de molde para RNAs gendmicos editados, consequentemente a RNAm editados e,
posteriormente, dardo origem ao HDAg-L (CASEY, 2012). Ambos os HDAgs novos sé&o
encaminhados para o nucleo para associarem aos novos RNA genomicos ndo editados, formando a
uma nova ribonucleoproteina, a qual é exportada para o citoplasma (TAVANEZ et al., 2002) onde,
mediado pelo HDAg-L, irdo interagir com o HBsAg no reticulo endoplasmatico para montagem do
virion (HWANG & LAI, 1993; LEE et al., 2004). E por fim ocorre a liberagdo das novas particulas

virais através do complexo de Golgi.

1.2.6 Gendtipos e epidemiologia

A definicdo de gendtipo baseia-se na comparagao da similaridade entre as sequéncias de
RNA HDV que foram descobertas e caracterizadas até o momento. A porcentagem de similaridade
de nucledtidos corresponde diretamente ao numero de posi¢des nucleotideos idénticos entre pares
de sequéncias, dividido pelo comprimento do alinhamento. Devido a pouca atividade revisora da
RNA polimerase a sequéncia genémica do HDV é altamente variavel (ROGGENDORF, 2012)
podendo existir uma divergéncia de até 16% dentro do mesmo gendtipo e essa variagdo chega em
20-40% entre os diferentes gendtipos (IMAZEKI et al., 1991; CASEY et al., 1993; WU et al., 1998;
DENY, 2006; HUGHES et al., 2010). Porém essa heterogeneidade ndo é distribuida uniformemente
por todo genoma, mas esta localizada na regi@o C-terminal no sinal de montegem do virus (SMV)
no HDAg. Por sua vez a sequéncia da ribozima e o dominio de ligacdo ao RNA sao altamente
conservados (CHAO et al., 1990; LAI, 2005; DENY, 2006; HUGHES et al., 2010). A diversidade
genética viral esta relacionada com a origem geografica dos isolados (Figura 7), sendo que até o
momento foram identificados oito genotipos classificados de HDV-1 @ HDV-8 (IMAZEKI et al., 1991;
CASEY et al., 1993; WU et al., 1998; RADJEF et al., 2004; DENY, 2006; LE GAL et al., 2006;
HUGHES et al., 2010).

Dos 350 milhdes de portadores cronicos do HBV em todo 0 mundo , mais de 15 milhdes
tém evidéncia sorolégica de exposicdo ao HDV (FARCI, 2003; HUGHES et al., 2010).
Tradicionalmente, as regides com altos indices de endémicidade s&o o centro e o norte da Africa, a
Bacia Amazonica, o leste Europeu e Mediterraneo, o Oriente Médio e partes da Asia (RIZZETTO et
al., 1990). O HDV-1 é onipresente (SHAKIL et al., 1997), porém ¢ frequentemente isolado no
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Estados Unidos, Europa e Oriente Médio, mas também ja foi isolado na Russia, na Africa, Asia e no
Brasil (MAKINO et al., 1987; CHAO et al., 1990; CASEY et al., 1993; SHAKIL et al., 1997; LE GAL
et al., 2006; PARANA et al., 2006). O HDV-2, anteriormente conhecido como genétipo lla, é
encontrado no Japao, Taiwan e Russia (IMAZEKI et al., 1991; WU et al., 1998; IVANIUSHINA et al.,
2001). O HDV-3 foi isolado na regido amazonica (Peru, Colombia, Equador e Brasil) (CASEY et al.,
1993, PARANA et al., 2006; GOMES-GOUVEA et al. 2009; ALVARADO-MORA et al. 2011). O HDV-
4 (o0 antigo gendtipo Ilb) é encontrado em Taiwan e Japdo (WU et al., 1998; SAKUGAWA et al.,
1999; IVANIUSHINA et al., 2001). Os gendtipos HDV-5, HDV-6 HDV-7 e HDV-8 s&o encontrados na
Africa (RADJEF et al., 2004; LE GAL et al., 2006). Recentemente foi isolado 0 HDV-8 na zona rural
do estado do Maranh&o (Brasil) em dois individuos nativos (BARROS et al., 2011).

Figura 7. Prevaléncia mundial do HDV e a distribuicdo geografica de seus genotipos. (Fonte: HUGHLES,
2011, Lancet, modificado).

O HDV-3 é responsavel por epidemias de hepatite grave e fulminante comum no nordeste
da América do Sul (CASEY et al., 1993). Estudos mostram que o HDV-3 é prevalente na Amazonia
brasileira. Esse gendtipo esta, aparentemente, relacionado a maior agressividade do HDV (CASEY
et al., 1993b; VIANA et al., 2005; PARANA et al., 2006; GOMES-GOUVEA et al. 2009; ALVARADO-
MORA et al. 2011).

No Brasil segundo o Ministério da Saude, em 2012, no ultimo boletim epidemioldgico das
hepatites virais, no periodo de 1999 a 2011 foram confirmados 2.197 casos de hepatite D
notificados no Sistema de informacao de agravo e notificagdo (SINAN) sendo que 79,2% destes
casos encontram-se na regido Norte do pais (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
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1.2.7 Curso natural da doenga

A hepatite Delta é uma doenga infecciosa viral severa que causa grave inflamagéo no
figado (SARACCO et al., 1987; LE GAL et al,, 2005; FARCI & NEGRO, 2012). Varios estudos tém
demonstrado que a infecgdo cronica pelo HDV conduz a uma doenga hepatica mais grave do que a
monoinfecgao cronica causada pelo HBV, com acelerada progressao para fibrose, descompensagéo
precoce por cirrose e aumento do risco de carcinoma hepatocelular (BENSABATH et al., 1987a;
BENSABATH et al., 1987b; ROMEO et al., 2009; NIRO et al., 2010; WEDEMEYER, 2010; BUTI et
al., 2011) (figura 8).
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Figura 8. Evolugéo tipica de marcadores soroldgicos e virolégicos nos cursos naturais da infecgao pelo HDV.
(A) Coinfecgédo simultanea com HBV e HDV, o que resulta na eliminagdo de ambos os virus, na maioria do
casos. (B) Resultado da superinfecgdo pelo HDV autolimitada num portador do HBV. A eliminagéo
espontanea de RNA HDV pode levar anos para ocorrer (indicado pela quebra no eixo x) e, em alguns casos,
pode acontecer o declinio do HBsAg (n&o retratado). (C) superinfec¢éo pelo HDV num portador de HBV com
replicagdo viral persistente cronica, o resultado mais comum apds a superinfeccdo. ALT: Alaminia amino
transferases. (Fonte: HUGHLES, 2011, Lancet, nossa tradugéo, modificado).

A infeccdo pelo HDV pode ocorrer de duas formas diferentes: a coinfeccdo e a

superinfecgdo. A coinfeccdo € uma infec¢do simultdnea com ambos os virus HBV e HDV,
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clinicamente néo se distingue da monoinfec¢do aguda causada pelo HBV. Embora possa ser mais
grave que a monoinfecgdo pelo HBV 95% dos casos de coinfec¢do em individuos adultos resulta
numa eliminagao viral espontanea (WEDEMEYER 2010). A superinfeccédo é a infec¢do pelo HDV
em um individuo cronicamente infectado com HBV (SMEDILE et al., 1982). Ocasionalmente a
superinfecgao pelo HDV pode ser autolimitada e neste caso, ocorre a eliminagédo do RNA HDV em
alguns anos. Também pode acontecer a depuragéo viral quando tratado com terapia antiviral,
podendo em alguns casos ocorrer diminui¢do dos anticorpos contra 0 HDV e desaparecer o HBsAg
no soro. Na superinfec¢do pelo HDV com replicagdo viral persistente, comumente € encontrado
niveis de RNA HDV detectaveis, Alamina aminotranferase elevada e anticorpos contra o HDV
flutuantes e persistentes (HUGHES et al., 2011).

Embora os primeiros estudos identificaram que os gendtipos HDV afetam a curso natural da
hepatite Delta, os genotipos mais recentemente identificados (HDV-5 ao 8) nédo sdo t&o bem
caracterizados (HUGHLES et al., 2011). Um estudo de Taiwan (SU et al., 2006) mostrou uma menor
taxa de remisséo e os resultados mais adversos em pacientes com o gen6tipo 1 do que naqueles
com genotipo 2. Pacientes com genétipo 4, muitas vezes tém doenca hepatica leve (WU 2006), mas
uma variante do genétipo 4 na llha Miyako, em Okinawa, no Jap&o, estd associada a uma maior

progressao para cirrose do que é o gen6tipo 4 em Taiwan (WATANABE et al., 2003).

O gendtipo 3 tem sido associada a graves surtos de infec¢édo pelo HDV (febre de Labrea),
culminando em insuficiéncia hepatica aguda e morte na Bacia Amazobnica da América do Sul
(BENSABATH et al,. 1987; CASEY et al., 1993, GOMES-GOUVEA et al,. 2009). Surtos de hepatite
relacionadas ao genotipo 1 também tem sido relatados, (NIRO et al., 1997), tornando a relagéo

entre 0 genotipo e o curso natural da doenca dificeis de interpretar.

1.2.8 Diagndstico laboratorial

O primeiro passo para o diagnostico do HDV é pesquisar os anticorpos contra 0 HDAg (anti-
HDV IgM e 1gG) em individuos HBsAg positivos. Em pacientes com anti-HDV reagente, o proximo
passo é a pesquisa pelo RNA HDV no soro para determinar se a presenga do anticorpo contra o
HDAg reflete uma infeccdo ativa persistente (RNA HDV positivo) ou se apenas representa uma
cicatriz soroldgica decrescente (RNA HDV negativo). No individuo com infec¢do pelo HDV e com
doenga hepatica (alteragdo das ALT, ver figura 8) é fundamental distinguir o tipo de infecgédo pelo

HDV/HBV, se coinfecgdo aguda ou se superinfeccdo em pacientes cronicamente portadores de
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HBsAg (Figura 9), pois o prognostico e gestdo dos dois tipos de infecgao sao diferentes (BUTI et al.,
1988; BUTI et al., 1993).

Em individuos reagente para HBsAg e em area endémica para hepatite Delta (como por
exemplo a Amazonia ocidental) é recomendado a determinagdo da fase da infecgdo pelo HBV
(aguda ou crbnica) através da pesquisa dos anti-HBc total e IgM. A infeccdo aguda pelo HBV é
caracterizada pela presenga anti-HBc IgM, e quando acompanhado ao anti-HDV total e/ou IgM
reagentes corresponde a uma coinfecgdo pelo HDV. A infecgdo cronica pelo a HBV é caracterizada
pela presenca do anti-HBc IgG (anti-HBc total reagente com anti-HBc IgM n&o reagente), e quando

acompanhado ao anti-HDV total e/ou IgM reagentes corresponde a uma superinfec¢éo pelo HDV.

Paciente em area
endémica
para hepatite Delta

_ _p/ Anti-Hey
RNA HCV

\ 4

A 4

Infecgido
cronica
pelo HBV

'";eﬁg? .| Anti-HBc total + ArtitiBe fotal 7
pelgo HBY Anti-HBc IgM + Anti-HBc IgM -

Anti-HDV total + Anti-HDV total +
Anti-HDV IgM + Anti-HDV IgM +

Super
infecgdo

RNA HDV

RNA HDV

quantitativo Repetir PCR
Imuno- ALT
Genotipagem histoquimica

Figura 9. Fluxograma para o diagnéstico da hepatite Delta.

Tanto na coinfec¢do quanto na superinfec¢do pelo HDV faz-se necessario a pesquisa do
RNA HDV, através de técnicas moleculares como a reagao em cadeia da polimerase (PCR), como o
objetivo de quantificar o virus circulante no sangue (PCR em tempo real) e determinar o genétipo
(PCR convencional, restriction fragment length polymorphism — RFLP ou sequenciamento) (JARDI

et al., 1995). Em caso em que o RNA HDV for negativo é recomendado a repeticao da PCR e/ou se
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virais como o virus da hepatite C (HCV) através da pesquisa do anti-HCV e/ou RNA HCV (BUTI et
Os testes soroldgicos para o diagnostico do HDV nao reflete uma infeccdo ativa, pois é

al., 1996).
baseado na detecgao indireta do virus através da pesquisa por anticorpos contra 0 HDAg (anti-HDV

a forma crénica. Apenas em 25% dos individuos € possivel detectar o HDAg, provavelmente porque
quando este antigeno é liberado no soro, forma imunocomplexos com o anti-HDV, dificultando a sua

geralmente, desaparece com o HBsAg, de forma que a maior parte dos pacientes ndo evoluem para
detecc@o (SMEDILE et al., 2004) (ver tabela 1).

necessario 0 uso de outros métodos de diagnostico como a imuno-histoquimica por bidpsia hepatica
e bioquimicos como a verificagdo das ALTs. Também é importante a pesquisa de outras infecgdes
IgM e 1gG) (JARDI et al., 1994). Segundo Smedile e colaboradores (2002) na infec¢do aguda, por
coinfecgé@o, o0 HDAg pode n&o ser detectado porque embora aparega cedo, a duragdo é curta e,

rabela 1. Principais marcadores envolvidos no diagnostico para infecgdo pelo HDV e sua importancia

lade Importéncia e significado

SlE e Positivo em todos os individuos expostos a HDV, e persiste a longo prazo, mesmo depois de a eliminagéo virai.

Indica infecgdo aguda pelo HDV ou infecgdo cronica pelo HDV com doenga ativa. Pode ser usado para determini

’S Ig contra pacientes com an-HDV IgG. As vezes usado como marcador subsituto para a replicagdo HDV, mas nzo é 100%
disponiveis ndo sdo padronizados.
Marcador de replicagédo HDV e infecgéo afiva, constitui o padrdo-ouro para determinar a infecgéo pelo HDV. Positi

IDV. infecgdo cronica. Negafivo na depuragdo viral espontdnea ou induzida por fratamento. Teste pode ser falso-r
ofimizados para todos os genétipos HDV.

!l de HDV Método Uil para prever ou controlar a resposta ao tratamento. N&o ha associagdo entre os niveis séricos de RNA

doenga hepética.

o6tipo do HDV. Diferentes genétipos de HDV pode ser associada com os cursos clinicos distintos

guda. Na hepatite Delta aguda

Deve ser positivo para infectividade pelo HDV. Deve ser posiivo para HDV infectividade, esta associada com nivei: (©
jno sangue.  determinagéo o nivel de HBsAg no sangue (HBsAg quatitatuivo) também pode ser aplicada, pois o clearance @
erradicagdo do HDV e, portanto, o monitoramento do nivel de HBsAg pode ser Ufil durante o tratamento antviral.
Aindicagdo do tratamento com inibidores de polimerase do HBV depende da quanidade de DNA HBV detectavel nc q,
negativa ou baixa, por pode ocorrer a supressdo pelo HDV. Mas Pode ser aumentar, especialmente em pacientes
reafivar apds eliminagdo espontanea ou induzida por tratamento do HDV.

fas

!l de HBV DNA

senca do Cerca de 15 a 20% dos pacientes com infecgdo pelo HDV é positivo para HBeAg, o qual esta associado com a rep
orpos ant- com inibidores da polimerase do HBV pode ser indicada se o fratamento com IFN-a ndo é possivel. O HBeAg € it
dos pacientes; associado com ant-HBe detectavel.

3 d ) ' - L .

M__H_OM<M a Até um tergo dos pacientes na Europa, com infecgéo pelo HDV estdo coinfectados com HCV. A tiagem para HCV di
\do HCV uma vez. RNA de HCV é frequentemente suprimida.

__S.m Deve ser realizada em todos os pacientes com hepatite D, pois os marcadores nédo-invasivos de fibrose hepatic:
stadiamento ou e - i . . =

- capazes de prever com precisdo o estagio da doenga hepatica em pacientes com infecgdo pelo HDV

senga das x . ~ SN

inshorases Normalmente presenta-se elevada, mas néo se correlaciona bem com o grau de leséo hepatica histolégica.

2 hepatite B; DNA gendmico do virus da hepatite B; *Antigeno E do virus da hepatite B e “Alaninas aminotransferases.

O anti-HDV IgM ndo € um marcador especifico

autolimitada, este anticorpo aparece tardiamente (5 a 7 semanas ap6s o inicio da infecgdo) mas
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estd presente em altos titulos durante a infecgdo Delta crénica (PURCELL, 1984). Em pacientes
cirréticos, a alta positividade do anti-HDV IgM indica a manuteng&o da atividade replicativa do HDV
e correlaciona-se com a severidade da hepatopatia embora, algumas vezes, este anticorpo possa

ser encontrado na auséncia do HDAg no figado por bidpsia hepatica (JARDI et al., 1994).

Segundo Wu e colaboradores (1995) nas formas cronicas de hepatite Delta, a presenga do
HDAg no soro € um fato incomum, enquanto nas formas agudas e fulminantes, o indice de
positividade é de 35% e 20%, respectivamente. Na superinfecgdo, observa-se o declinio do HBsAg

enquanto o HDAg permanece no soro (WU et al., 1995).

Na coinfecgéo o titulo do anti-HDV total (pesquisa de IgM e IgG) é frequentemente baixo,
podendo declinar a niveis indetectaveis apos a resolu¢do da doencga, ndo permanecendo nenhum
marcador soroldgico indicativo de infeccdo ou exposi¢do ao HDV. Na hepatite Delta aguda, por
superinfecgéo, 0 anticorpo anti-HDV total aparece tardiamente, apresentando-se em altos titulos

quando a infecgéo torna-se cronica.

1.3. Bases moleculares do diagndstico
1.3.1 PCR convencional: Pesquisa do RNA HDV

A pesquisa do RNA HDV pode ser realizada por técnicas moleculares, geralmente €
utilizada a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction). A PCR foi

desenvolvida em 1980 por Kary Mullis, que recebeu o Prémio Nobel em 1994.

Mullis e colaboradores (1980) desenvolveu um processo pelo qual o DNA poderia ser
multiplicado artificialmente através de ciclos de temperaturas repetidos cuja reagao seria catalisada
pela DNA polimerase. Esta técnica baseia-se na amplificacdo exponencial seletiva de uma
quantidade reduzida de DNA alvo, correspondendo a um mecanismo de sintese artificial de DNA
num processo em cadeia que imita a replicagdo do DNA através de uma Thermus aquaticus (Taq)
DNA polimerase. Assim pequenas quantidades de material genético podem ser amplificadas
milhdes de vezes em poucas horas, permitindo assim uma deteccdo rapida e confidvel dos
marcadores genéticos de doengas infecciosas, doengas genéticas, entre outras aplicagdes. Pode
ainda ser aplicada no mapeamento genético, na clonagem de genes, em testes de paternidade e na
construgéo de arvores filogenéticas (KOLMODIN & BIRCH, 2002; SANTOS et al., 2004; ISHMAEL &
STELLATO, 2008; VALONES, 2009; OLIVEIRA, 2010).
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Uma mistura da PCR, contendo a amostra de DNA molde, ou seja, amostra a ser
investigada (template), a Tag DNA polimerase, um par de primers, os Desoxirribonucleotideos

Fosfatados (ANTP’s), o tampéo e o cloreto de magnésio (MgCl2), passa por trés etapas:

e Desnaturagdo. O DNA-alvo se desnatura pelo calor (94-96°C), quebrando as pontes
de hidrogénio que unem a dupla fita de DNA, de modo a separar as duas fitas de
DNA.

o Anelamento ou hibridagdo. Os primers sé@o oligonucleotideos iniciadores que se
anelam por complementariedade através de ligages ndo covalentes de hidrogénio
(pontes de hidrogénio) ao DNA alvo desnaturado. Para permitir essa associagéo a
temperatura geralmente varia de 50 e 65°C.

e Extensdo: A Taq DNA Polimerase inicia a polimerizagdo, ou seja, a adicdo dos
nucledtidos trifosfatados — dNTP’s (dATP - desoxiadenosina trifosfato; dTTP -
desoxitimidina trifosfato; dGTP - desoxiguanosina trifosfato e dCTP - desoxicitosina
trifosfato) que estéo livres e em excesso na solugdo da reagado a partir dos primers,
assim sintetizando novos fragmentos de DNA complementar ao DNA-alvo. O
produto da PCR com milhdes de novas cdpias de DNA é chamado de amplicons.
Geralmente esta etapa ocorre na temperatura de 72°C (KOLMODIN & BIRCH,
2002; SANTOS et al., 2004; ISHMAEL & STELLATO, 2008; VALONES, 2009;
OLIVEIRA, 2010).

B oy =

T Desnahxrat;éo1

Exten(;éo3

Temperatura °C

Anelamento?

30

Figura 10. As etapas com os respectivos ciclo de temperatura da PCR. (1) A temperatura é aumentada para
cerca de 95 ° C para desnaturar o DNA de fita dupla, (2) a temperatura é baixada para permitir que os
primers se anelem e (3) por fim a temperatura é ajustada a 72 ° C para deixar a Taq polimerase alongue a
novas fitas a partir do primers (Fonte: KUBISTA, 2006, Molecular Aspects of Medicine, modificado).

Este ciclo de temperatura é repetido por varias vezes, entre 25 a 45 vezes, 0 que leva a
uma amplificagdo do DNA-alvo de forma exponencial, elevando o numero de copias desse DNA-
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alvo. O ritmo de variagédo da temperatura, o tempo de incubagdo e o numero de vezes que cada

ciclos se repete s&o controlados por um termociclador (MACKAY, 2002).

A separagéo do produto da PCR convencional é através da técnica de eletroforese, que
consiste numa técnica de separagcdo de moléculas por migragdo em gel de agarose quando
submetidas a uma diferenca de potencial. As moléculas se separam de acordo com seu tamanho.
Quanto maior o tamanho da molécula menor é a migracdo, enquanto, as menores migram mais
rapidamente através do gel de agarose. A revelagdo € através de fluoréforos intercalantes que
marcam 0 DNAse ligando entre as pontes de hidrogénio, e quando excitado por luz ultravioleta
emite fluorescéncia, como por exemplo o gel red (KOLMODIN & BIRCH, 2002; SANTOS et al.,
2004; ISHMAEL & STELLATO, 2008; VALONES, 2009; OLIVEIRA, 2010).

A pesquisa do RNA do HDV tem importancia fundamental no diagnéstico da hepatite Delta.
E importante lembrar que o HDV possui o material genético de 4cido ribonucléico (RNA) por isso é
aplicado uma variagdo da PCR chamada RT-PCR (Transcrigdo Reversa-PCR), na qual o RNA HDV
é convertido em DNA complementar (cDNA) através da técnica de transcricdo reversa (RT)

utilizando a enzima Transcripitase Reversa (HEID et al., 1996) antes de submeter a uma PCR.

1.3.2 Aplicagao da PCR para Genotipagem do HDV

A PCR-Polimorfismos do comprimento de fragmentos de restrigdo (RFLP), em inglés
Restriction Fragment Length Polymorphism, é uma variagdo da PCR convencional que pode ser
aplicada para determinagdo do gendtipo do HDV (WU, et al., 1995; 1998; WANG & CHAO, 2005;
CHAO, et al., 2006; RAMIA, et al., 2007; MIRSHAFIEE, et al., 2009). Esta técnica esta baseada na
pesquisa de polimorfismos através da anélise do tamanho do fragmento resultante de digestdo
enzimatica de amplicons. A digestdo enzimética de amplicons é mediada por enzimas
endonucleases bacterianas recombinantes que possuem a capacidade de clivar DNA dupla fita em
sequencias especificas (NATHANS & SMITH, 1975; LOENEN, et al., 2013). A anélise do RFLP

geralmente é realizada através da eletroforese em gel de agarose ou de poliacrilamida.

Outra aplicagdo da PCR convencional é o sequenciamento dos amplicons. Os fragmentos
da amplificados na PCR s&@o sequenciados, comparados como outras sequencias do HDV
depositadas nos bancos do dados através de anélises filogenéticas para a determinagdo dos
gendtipos do HDV (CHAO, et al., 1990; ZHANG, et al., 1996; SHAKIL, et al., 1997; RADJEF, et al.,
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2004; LE GAL, et al., 2006; GOMES-GOUVEA, et al, 2008; MAKUWA, et al., 2009; ALVARADO-
MORA, et al., 2011)

1.3.3 PCR quantitativa

A técnica PCR em tempo real ou PCR quantitativa (QPCR) é uma evolugdo da PCR
convencional que possibilita a monitoramento da reagao e da quantificagdo de acidos nucleicos com
maior sensibilidade, reprodutibilidade e precisdo. Esse monitoramento da amplificagdo, 0 aumento
do numeros de copias do DNA-alvo, em tempo real tem sido possivel gragas os primers marcados
com fluoréforos chamados de sondas ou por fluoréforos intercalantes a produtos de amplificagao
com moléculas fluorogénicas. A velocidade de uma gPCR é menor, pois possui ciclos com tempos
reduzidos, ndo necessita de procedimentos pds-PCR para revelagdo (eletroforese) da reagéo
(MACKAY et al., 2002; NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004; DEEPAK et al., 2007).

A gPCR necessita de uma molécula fluorescente chamada de reporter que se liga ao
produto formado na PCR e revela a sua presenca por fluorescéncia. O reporter gera um sinal de
fluorescéncia, que reflete a quantidade de produto formado. Durante os primeiros ciclos da PCR o
sinal € fraco e ndo pode ser distinguido, & medida que a quantidade de produto se acumula o sinal
fluorescente inicial se desenvolve aumentando exponencialmente, gerando um grafico da curva da
amplificagdo. Posteriormente os niveis de emissdo de sinal satura, e isso pode estar relacionado
com os primers, reporter ou 0s dNTPs. Além disso, o numero de moléculas de Taq DNA polimerase
pode ser limitativo, no caso em que a amplificagdo exponencial entra em uma fase de amplificagéo
linear (fase platd). E importante notar que, em uma qPCR tipica todas as curvas de amplificacdes

alcangam o mesmo nivel de saturagéo (figura 11).

Por isso, uma PCR convencional de ponto final ndo nos dizem nada a respeito da
concentracao inicial de moléculas do DNA-alvo que estavam presentes nas amostras, pois ele é
somente qualitativo (sé distingui um resultado positivo ou negativo de uma amostra). Por outro lado,
as curvas de amplificagdo sdo separados na fase de crescimento exponencial da reacéo (figura 11),

entdo é esta fase que reflete a diferenca na concentragéo inicial de DNA-alvo nos amostras.

A diferenga na concentracéo inicial é quantificada por comparagao do numero de ciclos de
uma PCR necesséarios para que as curvas de amplificagdo alcance um nivel de sinal de
fluorescéncia minimo ou limiar especifico (chamado de threshold). O nimero de ciclos necessarios

para o sinal de amplificag&o alcancar o limiar é chamado de CycleThreshold (Ct), figura 11.
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Figura 11. Curvas de amplificaaéo de dﬁgs amos?r’és numamPCR em”iempo rggl. O nivel do threshold é
ajustado de modo suficientemente acima do backgroud € o nimero de ciclos necesséarios para alcancar o
threshold, CT. (Fonte: KUBISTA, 2006, Molecular Aspects of Medicine, modificado)

As curvas de amplificagdo sao dispostos paralelamente na fase de crescimento exponencial
da reacdo e o ajuste do nivel do threshold pode ser realizado por diferentes softwares, métodos e
algoritmos, porém seu ajuste pode ser feito manualmente. Por isso, deve-se evitar comparar valores
Cts individuais entre os experimentos, e incluir uma amostras de referéncia por ensaio para o qual

todas as outras curvas de amplificagédo possam ser relacionado (KUBISTA, et al., 2006).

Uma caracteristica essencial de uma PCR que deve ser avaliada é a eficiéncia. Entdo
assumindo que uma PCR é 100% eficiente duplica o nimero de DNA-alvo em cada ciclo, a
proporcao entre o numero inicial de copias de DNA-alvo em duas amostras (A e B) (figura 11), em
que a curva de amplificacdo da amostra A aparece quatro ciclos mais tarde do que a amostra B, ou
seja, é necessario quatro ciclos de PCR adicionais para atingir o mesmo nivel threshold, logo a
amostra A deve ter contido inicialmente (1+1)* ou 2 x 2 x 2 x 2 = 16 vezes menos moléculas de
DNA-alvo que a amostra B. Assim o sinal da amostra que continha inicialmente menos moléculas
requer maior numero de ciclos de amplificacdo para alcangar o threshold e, portanto, se desenvolve
mais tarde (figura 11). Assim teriamos a seguinte equago, [No]a/[No]s = 2(CB - CtA) (RUTLEDGE &

COTE, 2003; KUBISTA, et al., 20086).

No caso de uma PCR com uma eficiéncia de 90% (0,9), o que é bastante comum quando se
utiliza as amostras bioldgicas. A diferenca entre as duas amostras € de 4 ciclos de amplificagao, em
seguida, reflete uma relagdo de proporcionalidade de (1 + 0,9)* = 13 entre os nimeros iniciais de
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copias de moléculas de DNA-alvo das amostras B e A. 16 e 13 vezes sdo estimativas bastante

diferentes, por isso a importancia de estimar a eficiéncia de uma qPCR. Assim teriamos a seguinte

equacdo, [NoJa / [NoJs = (1 + E)(CB~CtA) (RUTLEDGE E COTE, 2003; KUBISTA, et al., 2006).

A eficiéncia de um ensaio de PCR pode ser estimada a partir de uma curva padrdo baseada
em diluicdo seriada de um calibrador padrdo conhecido, que pode ser um produto de PCR
purificado ou um plasmideo purificado contendo o DNA-alvo (RUTLEDGE & COTE, 2003). Os
valores dos Cts das diluicdes do padrao sdo mensurados, e representados graficamente versus o

logaritmo da concentragao das amostras, nimero de copias da DNA-alvo ou contra fator de diluigao

(figura 12) (RUTLEDGE & COTE, 2003; KUBISTA, et al., 2006).

Fluorescéncia
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Figura 12. Curva Padrdo de uma PCR em tempo real. (a) As curvas de amplificagdo da PCR em tempo real,
mostrados em escala logaritmica para cinco amostras do padrdo diluido. Os pontos de cruzamento com a
linha de limite sdo os valores do CT. (b) No eixo Y encontra-se os valores dos Cts que s&o correlacionados
com o logaritmo do nUmero inicial de copias de DNA-alvo nas diluigbes do padrdo, no eixo X. (Fonte:
KUBISTA, 2006, Molecular Aspects of Medicine, modificado).

A diluicdo seriada do padrdo, ou seja, a curva padrao proporciona uma boa estimativa da
eficiéncia do ensaio de PCR. Mas estes padrdes purificados nédo refletem os efeitos de uma amostra
bioldgica real, pois as amostras biolégicas sdo complexas e podem conter substéncias inibidoras,
que ndo estdo presentes nos padrées baseado em modelo purificado, e isto pode reduzir a
eficiéncia da PCR.

1.3.3.1 Corantes fluorescentes aplicados em PCR em tempo real

Diferentes fluoréforos ou moléculas fluorogénicas (chamados de repdrters), moléculas que

emitem fluorescéncia em um comprimento de onda especifico, sédo usados na qPCR para a
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revelacdo dos amplicons. Existem dois tipos de reporters; as sondas que € um primer marcado com
sequéncias especificas; e o0s marcadores ndo especificos, ou intercalantes, que emitem
fluorescéncia apds se intercalarem em moléculas de DNA dupla fita (MACKAY et al., 2002 e
NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

1.3.3.2 SYBR® GREEN

Um dos principais e mais populares fluoréforos intercalantes é o SYBR® Green |, um
corante assimétrico de cianina, que praticamente ndo tem nenhuma fluorescéncia quando estéo
livres em solugdo devido ao sistema aromatico com nitrogénio, assim convertem a energia de
excitagdo em calor que se dissipa no solvente. Porém estes corante tornam-se fluorescentes
quando se ligam @ DNA, gPCRs que utilizam o SYBR® Green pode ser menos especificos pelo fato

de se ligar inespecificamente a qualquer DNA dupla fita (MACHAY et al., 2002).
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Figura 13. Método utilizando corantes intercalantes. (A) Durante a desnaturacéo, o SYBR Green | livre na
solugdo apresenta pouca fluorescéncia. (B) Na temperatura de anelamento, algumas moléculas de SYBR
Green | se ligam ao primer/DNA-alvo de cadeia dupla, resultando na emisséo de luz por excitagéo. (C)
Durante o passo de polimerizagdo, uma quantidade maior de moléculas de SYBR Green | se ligam ao novo
DNA sintetizada, e 0 aumento na fluorescéncia podem ser monitorizadas em tempo real. (D) Na
desnaturagé@o, as moléculas de SYBR Green | sdo liberadas e o sinal de fluorescéncia regressa ao
background (Fonte: BUSTIN, 2000, Journal of Molecular Endocrinology, modificado).

Na PCR com estes corantes intercalantes, a fluorescéncia aumenta com o aumento do

numeros de novos DNA dupla fita produzidos (figura 13). Uma das desvantagens do uso desse tipo
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de corante intercalante é que ele se liga & qualquer fita dupla de DNA e n&o apenas ao DNA-alvo,
neste caso podendo gerar resultados falso positivo, e existe também uma restrigdo na ligagéo
desses corantes em regides mino grovers e nas rotagdes ao redor do grupo metino na cadeia de

DNA, podendo subestimar ou gerar resultados falso negativos.

Eles emitem um sinal de fluorescéncia na presenca de qualquer DNA de dupla fita, inclusive
na presenca de dimeros de primers indesejados na reagdo. A formagao de dimeros de primers
interfere com a formagao dos produtos de DNA especificos, devido a competi¢do de reagentes das
duas reacOes e pode levar a leituras erréneas. A produgéo de produtos de DNA inespecificos pode
ser controlado através da anélise da curva de dissociagéo, também conhecida como melting curve,
dos produtos. A fluorescéncia é medida em fungdo da temperatura, ou seja a fluorescéncia diminui
com o aumento da temperatura. Entdo na PCR, o0 aumento da temperatura desnatura, separando os
produtos de DNA dupla fita, neste momento o corante se desliga e a fluorescéncia diminui
rapidamente. Esta temperatura, recebe o nome de temperatura de melting (Tm) - a temperatura na
qual 50% das moléculas primer/DNA estdo desnaturadas (ou desemparelhadas). Cada produto tem
um temperatura de dissociacdo especifica, o que diferencia o produto-alvo de produtos
inespecificos. Dado que os produtos de dimeros de primers sdo tipicamente mais curto do que os
produto de DNA-alvo, que dissociam a uma temperatura mais baixa e a sua presenca € facilimente
reconhecido por analise da curva de dissociacao (figura 14) (BUSTIN, 2000; KUBISTA, 2006).
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Figura 14. Gréfico esquematico de uma analise da Tm (ou dissociag@o) ao final de uma PCR. Dimeros de
primers apresentam uma Tm de 77 °C que é perceptivelmente diferente da Tm da amplificagdo do DNA
pesquisado especifico, com uma Tm de 87 °C. (Fonte: PANG, 2004, Journal of Clinical Microbiology,
modificado)
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1.3.3.3 Sondas de hidrdlise

Os primers marcados com fluoréforos, chamados de sondasTagman ou sondas FRET, séo
mais comumente usados em qPCRe basiam-se em Transferéncia de Energia por Ressonancia de
Fluorescéncia (FRET). Nas extremidade 5" da sonda ha um fluoréforo que emite fluorescéncia,
chamado de Repdrter, e na outra extremidade ha um fluoréforo supresor, chamado de Quencher,
que dispersa a energia em forma de calor, em vez de fluorescéncia (figura 15) (MACKAY et al.,
2002).

O método aplicado na qPCR usa a atividade 5’ exonucleasica da Taq DNA polimerase, a
sonda hibridizada ao DNA-alvo é degradada na fase de extensdo da PCR, resultando no aumento
da emisséo fluorescente que é proporcional a amplificagdo da amostra. Na degradagéo da sonda a
emissdo da energia fluorescente pelo repérter ndo é mais absorvida de forma eficiente pelo

quencher, elevando a emissao de fluorescéncia (HEID et al., 1996).

-

Desnaturagao e
a anelamento

e 5

» L2

BRI L i

b l Polimerizacao
| e s

» ¢

=
(IR STHEE BT T T T

C l Deslocamento da sonda
R 1111113 0 10

G ,'urhf

1001 i 1 et

d l Clicavem da sonda

Figura 15. Métodos utilizando sondas de hodrdlise. (a) Primeiro passo a desnaturagdo e anelamento de
primers e da sonda (b) Inicia-se a polimerizagéo e a sonda ainda esta intacta, e os dois fluoréforos estéo
préximos, 0 quencher (pentano) suprime o sinal de fluorescéncia do repérter (circulo). (C) A polimerase
desloca e (d) hidrolisa a sonda. O reporter fluorescente € libertado perdendo a proximidade com o quencher,
e a fluorescéncia é detectada (Fonte: BUSTIN, 2000, Journal of Molecular Endocrinology, modificado).
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A técnica de PCR em tempo real permite detectar poucas copias do genoma viral no soro,
pois descarta a necessidade de métodos que prolonguem a revelacdo do ensaio, como por
exemplo, a eletroforese. Além disso, permite a visualizagdo da detecgéo ainda durante o ensaio, €
vem sendo empregada para determinacdo da carga viral do virus HDV devido a sua rapidez,
precisao e exatidao (YAMASHIRO et al., 2004).

1.3.4 Validagdo de uma RT-gPCR

Um ensaio de gqPCR validado é aquele que foi avaliado quanto um gradiente ideal de
temperatura de anelamento dos primers, a eficiéncia da reacdo e a especificidade usando um
controle padrdo. Isto deve assegurar que as condi¢bes da reagao, tampdes e dos primers foram
otimizados e que as amostras de cDNA n&o estdo contaminados com inibidores de PCR. Para
nortear as qPCR e RT-qPCR existem guias de orientagdo para tentar normatizar as informagdes
minimas para a validacdo e publicacdo de experimentos com PCR em tempo real quantitativas
(MIQE Guidelines — Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments) (BUSTIN et al., 2009; BUSTIN et al., 2010a; BUSTIN, 2010b, TAYLOR et al., 2010;
JOHNSON et al., 20013; TAYLOR et al., 2014).

1.3.4.1 Determinacdo da temperatura de anelamento, analise da curva de dissociaco,

andlise de eletroforese em gel de agarose e controle negativo

Um dos passos mais importantes na validagdo de uma PCR ¢é avaliagdo da temperatura de
anelamento dos primers. E decisivo que os primers esteja otimizados a uma temperatura adequada
anelarem eficientemente no seu DNA-Alvo, de modo a impedir ligagdes inespecificas e a formagéao
de dimeros de primers. O caminho mais rapido para determinar a temperatura ideal é a utilizacdo de
um termociclador que possibilita a realizagdo do um gradiente de temperatura. Uma faixa de

temperaturas devem ser testadas e devem ser calculadas a partir da Tm (TAYLOR et al., 2010).

E importante verificar a especificidade da qPCR por andlise dos amplicons através da
eletroforese em gel de agarose. A analise da curva de dissociagéo, realizada no final dos ciclos
PCR, deve ser utilizada para confirmar a especificidade dos primers. A curva de dissociagdo deve
exibir um Unico pico agudo (Figura 14). Além disso, as amostras devem ser submetidas a
eletroforese gel de agarose ou gel de poliacrilamida, para confirmar se o fragmento amplificado é do
tamanho esperado (TAYLOR et al, 2010). E sugerido a realizagdo dos ensaios a inclusdo uma
duplicata do controle negativo (amostras sem o DNA-AIvo) para avaliar se os reagentes estao livres
de contaminag¢do com o DNA-Alvo (BUSTIN, 2010b; TAYLOR et al., 2010).
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1.3.4.2 Estabelecimento de uma curva padrdo (para avaliar a eficiéncia PCR)

A eficiéncia de um PCR é uma medida da velocidade a que a polimerase converte os
reagentes (ANTPs, oligonucleotideos e DNA molde) em novas moléculas de DNA-Alvo. O aumento
méximo do fragmento amplificado por ciclo é de 2 vezes o que representa uma reagéo que é 100%
eficiente. E importante determinar a eficiéncia da reagdo, uma vez que esta serve de parametro,
pois a mesma pode oferecer um indicativo de problemas com o gPCR que podem causar resultados
errbneos. A baixa eficiéncia de reagdes (<90%) pode ser causada por contaminagdo com inibidores
da Taq DNA polimerase, temperatura de anelamento abaixo ou acima do ideal, Taq polimerase
inativa, primers mal desenhados ou DNA-Alvos com estruturas secundérias. Uma exagerada
eficiéncia da reagao (>110%) é geralmente o resultado de dimeros de primers ou de amplificacéo de
sequéncias inespecificas. As causas mais comuns de uma exagerada ou baixa eficiéncia de reagéo

sao pipetas mal calibradas a ma técnica de pipetagem (BUSTIN 2010a; TAYLOR et al., 2010).

Uma curva padrao € geralmente usada para determinar a eficiéncia da reagdo de qualquer
gqPCR. Normalmente o padréo utilizado € um amplicon, ou seja, um fragmento amplificado da
amostra (uma pequena parte) do DNA-Alvo ou um DNA ligado em plasmideo. E recomendado a
produgao inicial de uma série de diluigdes de 10 vezes ao longo de oito pontos a partir do padréo de
DNA mais concentrado. Para assegurar uma curva padrdo que abranja todas as concentrag¢des em
potencial, isto € um amplo intervalo dindmico. Cada diluicdo deve ser submetida a qPCR em
triplicata, a curva padrao é construida representando graficamente o logaritmo da concentragao
inicial das diluicbes do padréo versus os valores de Cts obtidos. A equagao da linha de regresséo
linear, juntamente com o coeficiente de correlagéo de Pearson (r) ou o coeficiente de determinagéo
(r2), pode entéo ser utilizado para avaliar se 0 ensaio de gPCR é otimizado (BUSTIN 2009; TAYLOR
etal., 2010).

Idealmente, a diluigdo seriada deve produzir curvas de amplificagdo uniformemente
espagados, se correr as perfeita duplicacdo a cada ciclo de amplificagdo, o espagamento entre as
curvas de amplificagdes sera determinada pelo 2" = fator de diluicdo equagéo, onde n é o numero
de ciclos que separa as curvas no threshold de deteccdo (em outras palavras, a diferenga dos
valores de Cts das curvas). Por exemplo, com uma diluicdo em série de 10 vezes do DNA padréo,
temos 2" = 10. Por conseguinte, n = 3,32, e os valores dos Cts devem ser separados por 3.32 ciclos

de amplificacdo da PCR. As curvas de amplificagdo separadas uniformemente no threshold ira
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produzir uma curva padrao linear ideal num intervalo de 90-110% de eficiéncia de reagéo (TAYLOR
etal., 2010; BUSTIN 2009).

O valores de R? ou R de uma curva padrao representa 0 quao bem os dados experimentais
se encaixam a linha de regresséo, isto €, quanto os dados s&o lineares. Linearidade, por sua vez,
oferece a avaliagédo da variabilidade entre repeti¢des do ensaio e se a eficiéncia de amplificacdo é o
mesma para diferentes nimeros de cépias das diluicdo padrdo. Uma diferenca significativa nos
valores observados entre o Cts das repeti¢cdes ira diminuir o valor de R ou de R2. Um r com um valor
absoluto >0,99 ou um valor de R2>0.98 ¢é desejavel para RT-qPCRs. Exclusdo de pontos em ambas
as extremidades da curva padréo pode ser necessario para se obter um slope aceitavel (eficiéncia).
Porém, consequentemente isso ira redefinir intervalo dindmica da curva padrdo (BUSTIN 2009;
TAYLOR et al., 2010).

1.3.5 RT-gPCR para RNA HDV

Estudos moleculares baseando-se na quantificacdo do RNA HDV através de uma Reverse
Transcription — Polymerase Chain Reaction quantitativa (RT-qPCR) em tempo real com Light Cycler
DNA Master SYBR Green | mix (Boehringer Mannheim), demonstraram uma correlag&o entre os
niveis de RNA HDV circulante no soro e a lesao hepatica, sendo que os niveis do HBV DNA né&o

apresentavam dita correlagéo nos diferentes estagio clinicos (YAMASHIRO et.al., 2004).

A quantificacdo do RNA HDV circulante no soro é fundamental tanto no diagnostico da
infeccdo, como no monitoramento do tratamento, permitindo identificar diferentes perfis de resposta
virolégica a terapia com Interferon (IFN) com maior precisdo do que os testes meramente
qualitativos (Le Gal et al., 2005; Mederacke et al., 2010). Em 2009, Kiesslich e colaboradores
utilizaram a técnica RT-qgPCR em tempo real para avaliar a influéncia do gendétipo do HBV no curso

da doenga em pacientes coinfectados HBV-HDV através da afericdo da carga viral.

Recentemente em 2012, Ferns e colaboradores padronizaram uma RT-gPCR em tempo
real utilizando um transcrito de RNA HDV do genoma completo com objetivo de minimizar o risco de
producdo de resultados falso-negativos e subestimar a carga viral. Outro estudo realizado por
Shang e colaboradores (2012) desenvolveu uma técnica de RT-gPCR em tempo real capaz

determinar a carga viral através de soro ou plasma de todos os gendtipos do HDV.

2. JUSTIFICATIVA
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Muitos estudos tem utilizado ensaios RT-qPCR in house para monitoramento do tratamento
(YAMASHIRO et al., 2004; LE GAL et al., 2005; CASTELNAU et al,. 2006; FARCI et al., 2006), por
isso muitos laboratdrios tém desenvolvido ensaios RT-gPCR em tempo real in house com o objetivo
de diagnosticar e monitorar o tratamento da infeccdo HDV, pois ndo existe testes comercial
confidveis disponiveis (BRICHLER et al., 2013). Como esses ensaios sdo muito limitados e ainda
nao foi definido um padrao de identificacdo e quantificagdo para HDV o objetivo deste estudo é
produzir um ensaio in house que permita o diagndstico precoce qualitativo, quantitativo e
genotipagem do HDV para o monitoramento do tratamento dos pacientes, tendo em vista que a

regiao da Amazonia Ocidental é considerada uma area de alta endémicidade para este virus.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver de um sistema para répida detecgéo, quantificagdo e genotigem do virus da

hepatite Delta através de transcricao reversa-PCR em tempo real e Nested PCR-RFLP.

3.2 Objetivos especificos
e Implantar os testes moleculares para quantificacdo e genotipagem do HDV na
rotina laboratorial do Ambulatério de Hepatites Virais da Fiocruz/CEPEM.
4, METODOLOGIA

4.1 Amostras clinicas

Foram incluidos neste estudo 100 amostras clinicas de soro de pacientes com infecgdo pelo
HDV/HBV atendidos no Ambulatério Especializado de Hepatites Virais do Centro de Pesquisa em
Medicina Tropical de Rondbnia — CEPEM. Todas essas amostras apresentavam evidéncias
laboratoriais da presenca de anticorpos contra 0 HDAg no sangue através da técnica de Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA). Para testar a especificidade da HDV RT-qPCR foi incluido
um grupo controle de 30 doadores de sangue atendidos no banco de sangue da Fundagédo de
Hematologia e Hemoterapia do Estado de Ronddnia (Fhemeron), sendo todos negativos para virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) 1 e 2, HBsAg, Anti-HBc e Anti-HCV. Também foram incluidas 05
amostras clinicas de soro de individuos cronicamente monoinfectados com HCV e 05 amostras
clinicas monoinfectadas com HBV. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética, com o parecer
33/10 CEP/CEPEM e numero de registro 110/2010.

4.2 Extragao do HDV RNA
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A extracdo do RNA HDV foi realizada com o Kit QIAamp®Viral RNA Mini (Qiagen,
Alemanha), utilizando 200 uL de soro, de acordo com as instrugdes do fabricante através do
protocolo spin Viral RNA QIAamp. O RNA precipitado foi ressuspendido em 50 pL de tampéo de
eluicdo. O Kit QlAamp Viral RNA Mini representa uma tecnologia de uso geral bem estabelecida
para a extragdo de RNA viral, combinando as propriedades de ligagéo seletiva de uma membrana a
base de gel de silica com rapidas centrifugacées, sendo ideal para o processamento simultaneo de
multiplas amostras. Para obtengdo do RNA HDV as amostras de soro foram primeiro lisadas sob
condigdes altamente desnaturante para inativar RNases e para garantir o isolamento do RNA viral
intacto. Condigdes tamponantes foram ajustadas para fornecer uma étima ligagdo do RNA HDV a
membrana de silica, e a solugao foi transferida para a coluna contendo a membrana de silica e
centrifugada para favorecer a interagdo do RNA viral e membrana de silica. Os contaminantes sao
removidos por lavagens e centrifugagdes. O RNA viral foi eluido em 50uL de tampao livre de
RNase.

Em seguida uma fragdo do eluido contendo o RNA HDV foi transformada em cDNA e a

outra fragao foi armazenada a -80 °C.

4.3 Transcri¢ao Reversa (RT)

Para a producdo de um DNA complementar (cDNA) a partir do RNA HDV foi utilizada uma
transcricdo reversa utilizando a enzima transcriptase reversa. O HDV RNA foi desnaturado a 95°C
por 5 minutos, com o objetivo de desfazer as estruturas secundarias, e convertido em cDNA a partir
de15ul de RNA da extragdo com 200 unidades da enzima Moloney murine leukemia virus (M-MLV)
(Sigma Aldrich®, Saint Louis, USA), 1uL do Tampdo 10X M-MLV Reverse Transcriptase, 1ul de
primer randémico e 1uL de dNTP MIX a 10mM. As condigdes de termociclagem para sintese do

cDNA foram: 70°C por 10 minutos, 37°C por 50 minutos e 94°C por 10 minutos.

4.4 Desenho e otimizagao de primers e sonda

Os primers e a sonda de hidrélise (TagMan Probes) foram desenhados baseados em
sequéncias HDV completas conhecidas e depositadas no GenBank através do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando o software CLUSTAL W 2.1 (THOMPSON et al., 1994)
via European Bioinformatics Institute. Sequéncias nucleotidicas dos oito gendtipos descritas no
banco de dados foram alinhadas e mapeada as regides conservadas. A especificidade dos primers
foi analisada in silico através do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al.,
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1997) no banco de dados americano através NCBI e também in vitro através da avaliagdo da curva

de dissocia¢do da PCR em tempo real com SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).

Para otimizagédo de concentragdo dos primers foi realizado um gradiente de concentragéo
de 50nM & 900nM utilizando a PCR em tempo real com SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Ap0s a otimizagao dos primers a concentragéo da sonda também foi otimizada através
de um gradiente de concentragdo de 50nM & 300nM através do sistema TagMan® PCR Master Mix

(Applied Biosystems).

4.5 HDV real-time PCR quantitativa (HDV-qPCR)

A HDV-gPCR foi realizada na plataforma ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) com volume de reacgdo de 25ulL contendo 12,5uL Tagman Universal Master Mix 2x (Applied
Biosystems), SuL do cDNA, 100nM do primer sense HDVq (nt) 5-
TGGCTCTCCCTTAGCCATCCGA-3’, 100nM  do primer antisense HDVgb (nt) 5™
GGGTTTCCACTCACAGGTTTGC-3, 100nM da sonda 5'-FAM-
CCGCGAGGAGGTGGAGATGCCAT-TAMRA-3’ que amplificam um fragmento de aproximadamente
135nt correspondente a ribozima. A sonda € marcada com um corante fluorescente reporter [FAM
(6-carboxifluoresceina)] no extremo 5' e um corante fluorescente quencher [TAMRA (6-carboxi-

tetrametilrodamina)] na extremidade 3'.

4.6 Producao da curva padrao

4.6.1 Transcricdo Reversa-PCR

Para producgéo do controle padrao foi realizado uma reverse transcrition-PCR (RT-PCR) do
RNA HDV extraido, conforme descrito nas se¢des 4.3 e 4.5, de uma amostra controle positivo com
HBsAg e Anti-HDV total reagente por ELISA (Diasorin, Saluggia, Italia). Na RT-PCR foi utilizado
10uL de extragdo de RNA adicionado a 40 uL de PCR mix [Tris 20 mM-HCI (pH 8,3), KCI 50 mM,
MgCI2 1,5 mM, 0,2 mM de cada um dos quatro dNTPs, 10 pmol de primers sense HDV(q e antisense
HDVgb e 1,25 unidades de Taq DNA polimerase (Life Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA,
EUA)]. A PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des: 2min a 94-C, seguido de 40 ciclos de 30s a

94-C, 50s a 60-C e 45s a 72°C, com uma etapa de extensao final de 5 min a 72-C.

4.6.2 cDNA HDV clonado em plasmideo e RNA transcrito in vitro

O produto da PCR foi purificado através da enzima ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, Ohio,
USA), para tanto foi utilizado 5 uL de amplicons com 2uL de ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, Ohio,
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USA). Em seguida um mix de ligagdo contendo 345 ng/uL do amplicons purificado, 55 ng/uL de
plasmideo de clonagem pTZ57R/T (Thermo Scientific® Fermentas,), tampao de ligagdo 1X [60 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 60 mM MgClz, 50 mM NaCl, 1mg de albumina bovina, 70 mM B-mercaptoetanoal,
1mM ATP, 20 mM dithiothreitol e 20 mM spermidine] e 4U/uL de T4 DNA Ligase (Promega,
Madison, USA) foi incubado por 16 horas a 4 °C para a inser¢do do fragmento do HDV no

plasmideo, denominado de cDNA HDV recombinante.

Células competentes foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por Messing
e colaboradores em 1977. Bactérias E. coli quimicamente competentes da linhagem TOP10F’ (Life
Technologies InvitrogenTM, Carlsbad, CA, EUA), que contém o gene de resisténcia ao antibidtico
tetraciclina, estocadas a -80 °C em meio Luria Bertani (LB)/DMSO 10% (Dimetillsulféxido) foram
semeadas em placas de petri contendo LB agar suplementado com 50 pg/uL de tetraciclina. As
placas foram incubadas a 37 °C por 18 horas. Posteriormente uma coldnia foi selecionada e
inoculada em 5SmL de LB liquido suplementado com 50 pg/uL de tetraciclina incubada a 37 °C por
18 horas em agitacdo de 125 rpm. Uma aliquota de 0,5 mL da cultura foi t em 50mL de LB liquido
suplementado com 50ug/uL de tetraciclina foi incubada a 37 °C e monitorada até atingir a fase de
crescimento exponencial bacteriana, indicado pelo valor da absorbancia entre 0,350 e 0,450 por
espectrofotometria com filtro de 600 nm. As bactérias foram sedimentadas por centrifugagéo a 4.000
rpm por 10 minutos a 4 °C e ressuspendidas delicadamente em 0,5 volumes de solugéo de CaCl; a
50mM. Apéds 2 horas de incubagdo em gelo, as bactérias foram centrifugadas novamente e o
sedimento foi ressuspenso em 0,8 volumes de tampdo FSB (10 mM [pH 7,5] Acetato de potassio,
45mM MgClz, 10mM CaCl2, 100mM KCl e 10% de glicerol). Para o armazenamento foi adicionado
DMSO a 10% e a preparacéo distribuidas em aliquotas de 100 pL, congeladas em nitrogénio liquido

e estocadas a -80 °C.

Posteriormente o mix de ligagdo contendo o cDNA HDV recombinante foi introduzido nas
células competentes através de choque térmico, este procedimento recebe o nome de
transformacado. Para a transformagao das células competentes foi utilizado 5 uL do mix de ligagao
contendo o DNA recombinante e 50 uL de TOP10F’, posteriormente, incubado em gelo por 15
minutos, 42 °C por 1 minuto e 10 minutos novamente em gelo. Ap6s a incubagao foi adicionado 110
uL de SOC médium [2,0g Bacto®-tryptone, 0,5g Bacto®-yeast extract, 1M NaCl, 1M KCI, 2M Mg?,
2M glucose) e incubado por 2 horas a 37 °C em agitacdo de 215 rpm. Posteriormente foi semeado
20 pL da solugéo de transformagdo em placas de petri com LB agar suplementado com 100 ug/uL

de ampicilina, 50 ug/uL de tetraciclina, 0,1 M de IPTG (isopropylthio-B-galactoside) e 20 ug/uL de X-
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gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactoside) e incubar por 16 horas a 37 °C. Para o controle da

transformacao foi utilizado um plasmideo circular pUC19.

A selegao das células recombinantes foi realizada através da técnica de triagem Blue/White,
onde o principio da técnica consiste selecao dos clones recombinantes cultivados na presencga do
X-gal. Células competentes transformadas com o cDNA HDV recombinante (plasmideo + 135 pb
HDV) cultivadas na presenca de X-gal crescem em col6nias com coloragdo branca. E células
competentes transformadas somente com plasmideo crescem em coldnias azuis (MESSING et al.,
1977).

Para a extragdo do cDNA HDV recombinante foram selecionadas colénias brancas e submetidas a
extracdo plasmidial através do QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante utilizando o protocolo QlAprep Spin Miniprep usando uma Microcentrifuga.
O cDNA HDV recombinantes extraido foi digerido com 15 U/uL de EcoRl (Life Technologies
InvitrogenTM, Carlsbad, CA, EUA) e 15 U/uL de BamHI (Life Technologies InvitrogenTM, Carlsbad,
CA, EUA) para confirmacéo em eletroforese em gel de agarose a 1,5%. E posteriormente o cDNA
HDV recombinante foi linearizado com 15 U/uL de EcoRI, que constitui o calibrador padrdo de cDNA
HDV.

Para produgao in vitro do transcrito de RNA HDV foi utilizado 10uL do cDNA HDV ligado ao
plasmideo linearizado e 40 unidades de Phage RNA polimerase de T7 (Promega®, USA) com
volume de reagéo de 100uL, contendo no mix o tampé&o de otimizagéo da transcrigdo 1X , 100mM
de DTT, 40U/uL de ribonuclease Inibidor, 2nM de cada um dos quatro rNTP e 19U/uL de Phage

RNA Polymerase incubados a 37°C por 2 horas, assim obtivemos o calibrador padrdo de RNA HDV.

4.6.3 Analise da pureza, integridade e quantificacdo dos calibradores padrao

A Pureza de ambos os calibradores padréo foram avaliadas em relagdo a contaminagao
com proteina através de espectrofotometria utilizando o NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific
NanoDrop Products, Wilmington, Delaware), medindo a proporgdo da densidade o&ptica por
absorbancia com os filtros Azsa/A2s0. Um valor entre 1,8-2,0 da relagao Azsa/Azs0indica um calibrador
padrdo com um bom grau de pureza, ou seja, livre de proteinas e fenol. No entanto, nenhuma
informac&o a respeito da integridade pode ser obtida a partir de uma leitura espectrofotométrica.

Integridade foi avaliada por observagéo visual a partir de uma eletroforese em gel de agarose.
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A concentracdo de ambos foi medida por espectrofotometria através do NanoDrop® ND-
1000 (Thermo Scientific NanoDrop Products, Wilmington, Delaware) e expresso em ng/uL, que foi
convertido em copias/uL com a seguinte formula especifica: ([xng/uL x 10-°)/[DNAbpsx660]) x
6.022e23 = y copias/uL e ([xng/uL x 10-9]/[RNAbps x 350]) x 6.022e23 = y copias/uL (Qiagen, West
Sussex, UK). Ambos os padrées HDV produzidos foram diluidos seriadamente para obtengéo das

curvas padrao, e posteriormente a curva padrédo de RNA HDV foi convertida em cDNA.

4.7 Desempenho analitico

4.7.1 Sensibilidade analitica e intervalo dindmico linear

O limite de detecgéo (LDD) e o intervalo dinamico foi estabelecido pela producéo de curva
de regresséo linear com ensaios in vitro HDV-qPCR de trés repeti¢ces de uma diluigéo seriada de

6-log1o (102 @ 107 copias/reagao) de ambos controles padrao (BUSTIN, 2009).

4.7.2 Especificidade analitica

Para mostrar a especificidade analitica testamos100 pacientes com infeccdo HDV/HBV
(HBsAg, Anti-HBc total e Anti-HDV reagente por ELISA), 30 amostras de doadores de sangue, 5
amostras de soro de individuos cronicamente monoinfectados com HCV e 5 amostras
monoinfectadas com HBV. Todas as amostras foram submetidas a HDV-qPCR para a determinagédo

da carga viral.

4.7.3 Eficiéncia da amplificagdo e linearidade HDV-qPCR

A linearidade da HDV-qPCR foi avaliada por meio de quatro corridas de uma diluigao
seriada de 6-log1o de ambos controles padréo (BUSTIN, 2009). A eficiéncia foi calculada através da
formula: Eficiéncia da Amplificagdo = [10(-"/slore) — 1] x 100 (LE GAL et al, 2005).

4.7.4 Reprodutibilidade e Repetibilidade

A reprodutibilidade foi avaliada através de testes intra-ensaios, por meio de quatro corridas
de uma diluicdo seriada de 6-log1o de ambos controles padrdo. Para avaliar a repetibilidade nds
realizamos os testes inter-ensaio, por meio de quatro corridas de 06 amostras em dias consecutivos
(BUSTIN, 2009).

4.7.5 Analise estatistica

As analises estatisticas de ambos controles padrdo, foram realizadas utilizando o software

GraphPad 5.0 Prism (GraphPad Software, Inc. Califérnia, USA). Os dados néo-paramétricos foram
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comparados usando o teste de Mann-Whitney U, 2-tailed com um valor de p <0,05 considerado

estatisticamente significativo.

4.8 Genotipagem do HDV
4.8.1 HDV nested-PCR

Para a caracterizacdo do genotipo do HDV foi utilizado uma Nested-PCR, contendo 10 pL
de cDNA em 40 yL de PCR mix com 25 pmol de primers 853IU (5' -CGG ATG CCC AGG TCG
GAC C- 3') e 13020D (5' -GGA TTC ACC GAC AAG GAG AG- 3') descritos anteriormente em
literatura (CASEY et al., 1993; ZHANG et al., 2006) que amplificam um fragmento de 406pb do
genoma do HDV correspondente a uma porgao do antigeno Delta, 0,2mM dNTPs, 1,5mM MgCl, 1X
de tampéo da enzima e 2,0/UuL de Tag DNA polimerase (Invitrogen®, USA), na primeira PCR. E
seguiu as seguintes condigdes no termociclador: 2mim a 94 °C, 36 ciclos de 30s a 94 °C, 50s a 55
°C e 45s a 72 °C com um estagio final de extensao de 5 min a 72 °C. A nested-PCR foi realizada
contendo 5 L do produto da primeira PCR e 45 pL de PCR mix com 25 pmol de primers HDV-E nt)
5-GAGATGCCATGCCGACCCGAAGAG-3' e HDV-A (nt) 5 -GAAGGAAGGCCCTCGAGAACAAGA-
3', mantendo mesmas condigdes de ciclagem de temperatura (GOMES-GOUVEA et al., 2008). O

resultado das amplificagdes foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

4.8.2 Polimorfismos do comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)

Para a determinacdo do gendtipo foi utilizada a técnica RFLP. Foram digeridos 15 uL de
amplicons no mix de digestdo contendo 10U de Smal (Invitrogen®, USA), 1x do tampao da enzima
em volume final de 20 uL, posteriormente foi incubada t a 30 °C, overnight. Também foram digerido
15 uL de amplicons no mix de digestdo contendo 10U de Xhol (Invitrogen®, USA), 1x do tampao da
enzima em volume final de 20 uL e em seguida incubada a 37 °C, overnight. Os fragmentos

resultantes da restrigéo serao analisados por eletroforese em gel de agarose 3% (tabela 2).

Tabela 2. Perfil genotipico da digestdo com Smal e Xhol para um fragmento de 406 pb
correspondente ao HDAg.

Tamanho do fragmento da restrigdo enzimatica

SMA | (pb) Xho | (pb)
Genétipo | 225+ 181 388+18
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Genétipo Il 406 (Nao digerido) 85+303+18

Genotipo Il 306+135 24+382
(FONTE: MIRSHAFIEE, ARCH IRANIAN MED, 2009. MODIFICADO)

4.8.3 Sequenciamento e analise filogenética

Foram selecionadas 12 amostras caracterizadas como HDV-3 e 4 HDV-1 por nested PCR-
RFLP. Estas foram enviadas para sequenciamento no Laboratério Centro de Genomas®, com o
objetivo de validar a nested PCR-RFLP. As anélises filogenéticas foram realizadas utilizando o
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis — MEGAS (TAMURA et al,. 2011). Foram
produzidas as sequéncias consenso e estas foram alinhadas com 241 sequéncias do HDV
depositadas no NCBI. E para elucidar a linhagem evolutiva das sequéncias do HDV isoladas das
amostras de soro utilizamos 0 método de méxima verossimilhanga (Maximum Likelihood) baseado
no modelo de substituicdo de Hasegawa-Kishino-Yano (HASEGAWA et al., 1985) para gerar uma
arvore filogenética. O bootstrap consenso da arvore foi inferido a partir de 1000 repeticdes
(FELSENSTEIN, 1985).

5. RESULTADOS

5.1 Analise in silico dos primers e da sonda de hidrélise

A analise in silico dos primers e da sonda de hidrdlise através de alinhamento multiplo pelo
Clustal W e o alimento local pelo BLAST demonstraram que os mesmos sdo altamente especificos
para 0 genoma do HDV. Os primers e a sonda podem ligar-se em regides conservadas entre 0s oito

gendtipos RNA-HDV atualmente isolados, com alta especificidade (figura 16).
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Sonda Antisense
CGCGAGGAGETGEAGATECCAT ~- === === === === = == m = mm o GCAAACCTGTGAGTGGAAACCA

U81988.1|HDV-1 CCTT-CGGAT {CCGCGACCAGGTCEAGATGCCA GCARACCTGIGAGIGGCCGACC! GMGA~GGmGMGGA
MB4517.1|HOV-1 --TG-" Iccrccn CGGAT TTATT C
AF104263.1|HDV-1

D01075.1 | HOV-1 AGC T GCGTCCT 5 TTAT
X85283.1|HDV-1 X 'CTCCCTTAGCCAT c GGAGATGCC AL ~TGGARACECGCTTTAT
AY633627.1|HDV-1 u TCCCTTAGCCAT GcGchch‘:I T i CCTGTGAG-" TTAT"
AB088E7S.1|HDV-2 'CTCCCTTAGCC, Tel - GAGG-CGAAC-CGTGAG-TEGRACCETCGATCCTTTATIGEGE
AF309420.1|HDV-2 ~CCETCC! 'rr‘r'v"r T TGGAA TCCTITATTIGGGE
AF104264.1|HDV-2 ~ ATCGAGAGARRRAQIGGCTCTCCCTT ~TCGTC o GGAGATGCC Fe AAGCTCL ATTGGG!
U19598.1|HDV-2 TCCCT! g TTATTGAGG
X60193.1|HDV-2 X TCCCTTAGCCAT ~TCGTCCTCCTA T £ GAAC-CGTGAG-" §CIGATCCTITATIGEGE
122063.1 | HDV-3 TT B ‘TCTA---1-TTGCCCTITATTGITG
AB037945.1|HDV-3 TCCCTTTGCCRT T GGAGATCCCATGE! - GAGGACRAAC CﬁAAGTTCTA -TTGCCCTTTATICITG
1AB037947.1|HDV-3 AAGT' TITATTGITG

2 CGTAAGTTCTA -CTGCCCTTTATIGITG

1AB037948.1|HDV-3 TCTCCCTTTGCCAT

AF209859.1|HDV-4 CTCCCTT! T 12 TCCTTTATTGGGG
RF018077.1|HDV-4 CTCCCTTAGCCA -CTGTCCTCCTT-CGG! GGAGATGCC A-GA G—CGAAC~CGTGAG-TGGAACC<:TCGATCCTTTATTGGGG
AX741154.1|HDV-5 -GICCTCCTT TGGAAC-GTTATICCTITATTGGGE
AX741155.1|HDV-5 ACC TCCCT: TY T -G §TTTATCTTTTACTGGGG
AX741145.1|HDV-5 TCCTT- CTCGTGAG-" ¢TTATTCCTITACTGGGG
AM183331.1|HDV-5 ATC TT] ~CTGTCCTCCTT T GGAG: £ GG~ TTTCACATTTATIGGGE
AM183326.1|HDV-5 CTCCCTTAGCC! -~CTGTCCTCCTT-CGE GGAGATGCC -GAGG-CGA -TGGAAC-¢TTARTCCTITATTGGGE
AM183328.1|HDV-5 ACC CTCCCTTAGCCAT TTCGTCCTCCTT-CGGATY GGAGATGCCATGE! -Gl - FTTAATCCTITATTGGGG
AM183325.1|HDV-€ 'CTCCCTTAGCC ~YTGTCCTCCTA- 'GGAGATGCCATGECE! =G ~TGGAAC-CTTTAT TGGGE
AJ584847.1|HDV-6 T T ¢

AM183333.1|HDV-7 AT TCCCTTTGCCR’ 'r{'r'rr'r‘rr‘r"v'v‘ 'GGAGATGCCI TTCG-GAGA- -
AM183327.1|HDV-8 TGCATTCCCT ICTCATCCTITATTGGGG

Figura 16. Alinhamento multiplo através do CLUSTAL W 2.1 das sequencias RNA-HDV retiradas do
GenBank as sequencias escolhidas correspondem aos oito genétipos (HDV-1 a HDV-8). O primer sense
demonstrou um score de 90 a 100, o primer antisense demonstrou um score de 95 a 77 e a sonda
demonstrou um score de 95 a 100 entre as sequencias de RNA HDV alinhadas (IDs das sequencias
GenBank: U81988; M84917;, AF104263; D01075;, X85253; AY633627;, AB088679; AF30942; AF104264;
U19598; X60193; L22063; AB037949; AB037947; AB037948; AF209859; AF018077; AX741154; AX741159;
AX741149; AM183331; AM183326; AM183328; AM183329; AJ584847; AM183333; AM183327) (Fonte:
BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of Viroligical Methods).
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atve

Figura 17. Curva de dissociagdo da PCR em tempo real utilizando o SYBR Green |. No ensaio de
especificidade in vitro foi observado uma Tm de 77 °C, em média, para 15 amostras positivas para o RNA
HDV.

O ensaio de especificidade in vitro através da analise da curva de dissociagéo gerou gréafico
com um unico pico agudo na Tm de 77 °C para as amostras positivas para RNA HDV (Figura 17), o
que € sugestivo que uma 6tima especificidade nos teste in vitro corroborando com as anélises in

silico por alinhamento local e multiplo, BLAST e CLUSTAL W respectivamente.

5.2 Controle de qualidade da curva padrao
5.2.1 pureza, integridade e quantificagao dos calibradores padréo
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O RNA HDV foi amplificado & partir de 3 amostras de soro de pacientes anti-HDV e HBsAg
reagentes através de uma RT-PCR para obtengao do fragmento de 135pb. A eletroforese em gel de

agarose a 1,5% revelou a presenga do fragmento esperado (figura 18).

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da RT-PCR. A eletroforese mostrou bandas de
amplificacdo de uma fragmento de aproximadamente 135pb do HDV. M (pb): marcador de pares de base.
Pocos 1 a 3: amplicons de amostras de soro de pacientes.

Posteriormente, o amplicon 3 foi purificado utilizando a enzima ExoSAP-IT® (USB,
Cleveland, Ohio, USA), em seguida o fragmento foi inserido no plasmideo de clonagem pTZ57R/T

(Thermo Scientific® Fermentas,) ligado com T4 DNA Ligase (Promega, Madison, USA) (figura 19).

Pdml 2564
Hin1l 2505
Bogl 2485

278
N Psll 258
Scal, Tatl 244/\ S

pTZ57R/T
2886 bp

AQH YNO@?

Gsul 2054__
Eco31l 2036
Eam11051 1984~

qd gg} ap ojuawbely

\.Lgul 853"

\
( \Bse¥l 1380 \
Icail 1487 \_ BamHI 654
17 promoter

Figura 19. Ligag&o do inserto de 135 pb HDV ao pTZ57R/T para a construgdo do cDNA HDV recombinante.

As células competentes transformadas foram observadas em culturas de LB a&gar
suplementado com tetraciclina, ampicilina, IPTG e X-gal através da presenca de col6nias brancas
(figura 20). A integridade do cDNA HDV recombinantes extraido a partir de col6nias brancas foi
demonstrada através de sua digestdo enzimatica e linearizagéo visualizada em gel de agarose a
1,5% (figura 21).
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N ‘
Figura 20. Cultivo de células recombinantes. (a) Colonia azuis de células transformadas com o plasmideo
controle de transformagdo pUC19. (b) Nesta placa é observado col6nias brancas e azuis correspondentes a
coldnias transformadas com cDNA HDV recombinante e coldnias transformadas somente com o pTZ57R/T
circular sem inserto, respectivamente.

= o1Z57RT

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da digestdo enzimatica. As enzimas EcoR/ e BamH/
descaram o fragmento clonado de 135 pb do HDV.

Um cDNA HDV recombinante ligado em plasmideo linearizado foi transcrito em RNA e

demonstrou sua integridade através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% (figura 22)

w—  PTZSTRT

- RNA HDV transcrito

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 1,5% do RNA HDV transcrito. Um RNA HDV foi sintetizado a
partir do cDNA HDV ligado em plasmideo linearizado.
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Foi obtido o padrédo de cDNA HDV ligado em plasmideo linearizado concentrado a 44,1

ng/uL com um grau de pureza de 1,92 Az0/A2s0, S€gUe 0 célculo para a quantificagdo do padrao:

([44,1 ng/uL x 10-9]/[3021bps x 660]) x 6.022e23 = 1,3e'0 copias/uL
Logo,
1,3e0 copias/uL x 1000 = 1,3e3 cOpias/mL
Para o padrdao de RNA HDV transcrito foi obtido uma pureza de 1,88 Azo/A20 @ uma

concentragéo de 656,8 ng/uL, segue o calculo para a quantificagéo do padrao:

([656,8 ng/uL x 10-°)/[135bps x 350]) x 6.022e23 = 8,3e'2copias/uL
Logo,
8,3e'2 copias/uL x 1000 = 8,3e’5 copias/mL

5.3 Desempenho analitico

5.3.1 Sensibilidade analitica e intervalo dindmico linear

O intervalo dindmico linear aprovado nos ensaios in vitro na HDV-qPCR foram de 1,3 x 102
a13x10" e 83 x 10" a 8,3 x 108 cdpias/mL para o HDV padrdo cDNA e padrdo de RNA,
respectivamente (Figuras. 18 e 19). O limite de detecgéo foi de 1.3 x 102 ou 130 e 8.3 x 10! ou 83
copias/mL para o HDV padrdo cDNA e padrdo de RNA, respectivamente (figuras 23 e 24).

401
30- ¢
5 20-
y =-3,325x + 40,12 'Y
R? = 0,9699
104 p <0000L
0 L] T T 1
0 2 4 6 8
Log4g cOpias/mL RNA HDV
RT-gPCR

Figura 23. Curva de regresséao linear do calibrador HDV padrdo de cDNA. A curva de regresséo linear
demonstrou ser significante (p < .0001), slope de -3,325, correlagdo linear de R? = 0,96 e gerou a seguinte
formula para a determinagéo da carga viral: y = -3,325x + 40,12. (Fonte: BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of
Viroligical Methods).
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401

354
O 30

y =-2,926x + 42,71
251 R? = 0,9971
)
2() L] L] L] 1
0 2 4 6 8
Log,o cOpias/mL RNA HDV
RT-qPCR

Figura 24. Curva de regresséo linear do calibrador HDV padrdo de RNA. A curva de regressao linear
demonstrou ser significante (p < .0001) e slope de -2,926, correlagdo linear de R2=0,99 e gerou a seguinte
formula para a determinagdo da carga viral: y = -2,926x + 42,71 (Fonte: BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of
Viroligical Methods).

5.3.2 Especificidade analitica in vitro

Das 100 amostras de soro HBsAg e Anti-HDV reagente submetidas a HDV-qPCR 54 foram
positivas com carga viral maior ou igual ao limite de deteccédo e 46 foram consideradas negativas,
pois estavam abaixo do limite de detec¢do do ensaio utilizando o calibrador HDV padrdo de cDNA
(figura 25). Todas as 30 amostras de doadores de sangue, 5 amostras de soro de individuos

cronicamente monoinfectados com HCV e 5 amostras monoinfectadas com HBV foram negativas.

50- . .
: Carga viral
40 ~. (amostra HBsAg e Anti-HDV reagente)
30- .
® : ~
20 :
104
0 I: L] L] T 1
0 2 4 6 8 10
Logqg cOpias/mL RNA HDV
RT-qPCR

Figura 25. Carga viral (Log1o copias/mL) das amostras de soro HBsAg e Anti-HDV reagente por ELISA. A
linha tracejada representa o limite de detec¢&o inferior do ensaio HDV-qPCR (2.11 Log ou 1.3 x 102
copias/mL). Ao lado esquerdo da linha tracejada estéo as 46 consideradas negativas utilizando o calibrador
HDV padrao de cDNA, e ao lado direito da linha tracejada estéo as 54 amostras positivas com carga viral
maior ou igual ao limite de detecc&o inferior do ensaio HDV-qPCR. Para a determinagéo da carga viral das
amostras de soro foi utilizado a equacéo da figura 23 (Fonte: BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of Viroligical
Methods).

5.3.3 Eficiéncia da amplificacéo e linearidade HDV-gPCR
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A linearidade da HDV-qPCR foi avaliada através da curva de regresséo linear de cada
corrida das diluicdes seriadas de 6-logto dos calibradores HDV padrdo cDNA e RNA, onde foi
encontrado uma forte correlagdo entre as dilui¢des (coeficiente de correlagdo R2 = 0.97 e 0.99) de
ambos os padrdes (Tabelas 3 e 4). A eficiéncia de amplificagao foi calculada a partir do slope de -
3.325 (99.8%) e de -2,92 (119%) para os calibradores HDV padrdo de cDNA e RNA,

respectivamente.

Tabela 3. Avalia¢do do intra-ensaio de repetibilidade com o padréo de cDNA HDV através de 3
repeticdes de 6-logqo diluigdes.

cDNA copies/mL 1°Ensaio (Ct) 2’Ensaio (Ct) 3’Ensaio (Ct) Média DP(%) CV (%)
1.3 x 107 14,95 15,71 16,16 15,61 0,61 0,04
1.3 x 106 18,92 19,81 20,32 19,68 0,71 0,04
1.3 x 105 22,92 24,35 2512 2413 112 0,05
1.3 x 104 26,55 27,09 27,47 27,04 046 0,02
1.3 x 103 30,07 30,60 30,82 30,50 0,38 0,01
1.3 x 102 31,52 32,04 31,87 31,81 027 0,01
Slope -3,427 -3,336 -3,211 -3,325 0,07

Intercept 39,95 40,31 40,10 4012 0,27

Correlagio (R?) 0,98 0,97 0,96 0,97

(Fonte: BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of Viroligical Methods)

Tabela 4. Avaliagao do intra-ensaio de repetibilidade com o padrédo de RNA HDV através de 3 repetices
de 6-log+o diluicoes.

cDNA coépias/mL 1°Ensaio (Ct) 2°Ensaio (Ct)  3’Ensaio (Ct)  Média DP(x) CV (%)

8.3 x 106 22,09 22,10 22,07 22,09 0,02 0,00
8.3x10° 25,76 25,51 26,00 25,76 0,25 0,01
8.3x104 28,29 28,19 28,38 28,29 0,10 0,00
8.3x10° 31,57 31,50 31,63 31,57 0,07 0,00
8.3x 102 33,95 33,83 34,07 33,95 0,12 0,00
8.3x 10 37,00 37,35 36,65 37,00 0,35 0,01
Slope -3,146 -2,9860 -2,867 -2,9260 0,14

Intercept 41,66 42,95 42,47 42,36 0,65
Correlagao (R?) 0,99 0,99 0,99 0,99

(Fonte: BOTELHO-SOUZA, 2014, Journal of Viroligical Methods)

5.3.4 Reprodutibilidade e Repetibilidade
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A repetibilidade foi avaliada através desvio padréo (DP) dos testes intra-ensaios, onde o
desvio padréo variou de 0.27 a 0.71 e de 0.02 a 0.35para os calibradores HDV padrdo de cDNA e
RNA, respectivamente (Tabelas 3 e 4). A reprodutibilidade do ensaio HDV-qPCR foi confirmada nos
testes inter-ensaio, onde o RNA HDV foi quantificado em seis amostras de soro através de trés
corridas em dias consecutivos (tabela 5.). O ensaio HDV-qPCR é altamente capaz de determinar
carga viral (usando a equacao da Figura 23) de amostras de soro com uma baixa variabilidade entre
as corridas, 0s ensaios apresentou um desvio padrao de 1.1 x 10" a 2.8 x 102 copias/mL e

coeficiente de variagao (CV) de 0,05 a 0,18.

Tabela 5. Avaliagao do inter-ensaio de reprodutibilidade do padrao de cDNA HDV através de 3 repeticbes de seis

amostras.

1° Ensaio 2° Ensaio 3’ Ensaio - 0
Amostra (copias/mL) (copias/mL) (copias/mL) Media DP(Z) CV (%)
1 9,1x 102 8,3x 102 8,1 x 102 85x102 53x10 0,06

2 1,3x103 1,2x 103 1,2x103 1,2x10% 6,2x 10! 0,05

3 8,6 x 102 7,6 x102 5,9 x 102 74x102  1,3x102 0,18

4 2,5x 102 2,0 x 102 2,5x102 2,3x102  29x10 0,13

5 1,3x102 1,5 x 102 1,3x 102 1,3x102  1,1x10! 0,08

6 1,9x 103 1,7x 103 1,3x103 1,6x10% 28x10? 0,17

5.4 Genotipagem

5.4.1 Nested PCR-RFLP

Das 100 amostras de soro HBsAg e Anti-HDV reagente submetidas a nested PCR-RFLP 52
foram positivas e 48 foram consideradas negativas (figura 26). Todas as 30 amostras de doadores
de sangue, 5 amostras de soro de individuos cronicamente monoinfectados com HCV e 5 amostras

monoinfectadas com HBV foram negativas.
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Figura 26. Eletroforese de gel de Agarose a 1,5% apresentando o fragmento esperado de 405bp do HDV. As
amostras estdo numeradas de 1 a 13, a amostra 8 é negativa para RNA HDV. M (pb): marcador de pares de
bases. C-: controle negativo, amostras sabidamente negativa para RNA HDV. C+: controle positivo, amostra
sabidamente positiva para RNA HDV.

Das 52 amostras amplificadas na nested PCR e submetidas ao RFLP, 48 deram o perfil

para o genétipo 3 (HDV-3) e 4 para o gendtipo 1(HDV-1) (figura 27).

Xhol Smal Xhol Smal Xhol Smal Xhol

Figura 27. Eletroforese de gel de Agarose a 3% apresentando o RFLP dos amplicons da Nested PCR
esperado de 405bp do HDV.

5.4.2 Andlise filogenética

O resultado da analise filogenética pelo MEGAS gerou automaticamente uma éarvore
filogenética (figura 28) onde foi observado que das 16 amostras analisadas, as 12 sequéncias
previamente caracterizadas como HDV-3 por PCR-RFLP também confirmaram-se por
sequenciamento e analise filogenética. O mesmo aconteceu para as 4 amostras HDV-1. Todos os
resultados de nested PCR-RFLP corroboraram com as anélises por sequenciamento.
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Figura 28. Anélise filogenética molecular pelo método de méaxima verossimilhanga. Os tdxons marcados com
um tridngulo preto corresponde as sequencias do estudo alinhadas com outras sequencias depositadas no
Genbank. As amostras denominadas DST-0001 a 0012 s&o correspondentes as sequencias HDV-3. As

amostras DST-0013 a 0016 s&o correspondentes ao HDV-1.

6. DISCUSSAO
A alta diversidade genética do HDV tem sido um problema para padronizagao de ensaios de

PCR em tempo real produzidos in house, principalmente quando se utilizam técnicas baseadas em
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sondas de hidrolises, pois 0 pequeno genoma combinado a alta diversidade genética do HDV
dificultam a escolha de primers e sonda que anelem com eficiéncia em todos os gendtipos virais
(YAMASHIRO et al., 2004; LE GAL et al., 2005; SCHAPER et al., 2010; SHANG et al., 2012). No
presente estudo foram desenhados primers e sonda com capacidade de detectar todos os
gendtipos do HDV (Figura 17), sem a necessidade de primers adicionais conforme descritos em
outros estudos (LE GAL et al., 2005; SCHAPER et al., 2010). Yamashiro e colaboradores (2004)
desenvolveu uma HDV-qPCR especifica para a detecgao dos gendtipos 1, 2 e 4 do HDV. Le Gal e
colaboradores (2005) propds o desenho um primer adicional especifico para a detecgdo do HDV-3
em casos em que ha suspeita clinica da infecgdo pelo HDV-3, a origem geogréafica dos pacientes e
quando h& a presenca de anti-HDV IgM e na auséncia do RNA HDV. Shaper e colaboradores
(2010) utilizou uma HDV-gPCR com duas sondas simultaneamente da reagcdo na tentativa de
detectar todos os gendtipos, porém isso pode aumentar os fatores de interferéncias numa qPCR. Os
gendtipos do HDV sao distribuidos geograficamente pelo mundo. O HDV-3 n&o possui uma
distribuicdo mundial pois esta presente, restritamente, a regido Amazénica. Isso é um problema
para a detecgdo deste gendtipo através de HDV RT-qPCRs padronizadas em outros lugares do
mundo. O que explica a utilizagdo de primers adicionais para detecgao especialmente do HDV-3 (LE
GAL et al., 2005; SCHAPER et al., 2010).

O desenho dos primers e a escolha cuidadosa da sequéncia alvo é essencial para
assegurar uma amplificacdo especifica e eficiente em uma qPCR. A sequéncia alvo deve ser Unica,
de 75-200 pb de comprimento, com um teor de GC entre 50-60% e n&o deve conter estruturas
secundarias. Recomenda-se que os primers devem conter de 50-60% de GC e uma temperatura de
anelamento de 55-65 ° C. Comumente, para a HDV-qPCR tém se escolhido como alvo sequéncias
conservadas da ribozima e HDAg-S (YAMASHIRO et al., 2004; LE GAL et al., 2005; KIESSLICH et
al., 2009; MEDERACKE et al., 2010; SCHAPER et al., 2010; FERNS et al., 2012; SHANG et al.,
2012). A presenga de G ou C ao longo dos primers deve ser evitada, mas recomenda-se ter G ou C
nas extremidades para favorecer a fase de extensdo da PCR (TAYLOR et al., 2010). Existem uma
série de programas disponiveis para ajudar a escolher os primers, sondas e sequéncias alvo. Por
exemplo, Vector NTI software — Life technologiesTM (LU & MORIYAMA, 2004), Primer3 -
http://bicinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ (KORESSAR & REMM, 2007), OLIGO 7 (Rychlik, 2007),
PRIMEGENS (SRIVASTAVA & XU, 2007), MPprimer (SHEN et al., 2010), software miRprimer
(BUSK, 2014), FastPCR software (KALENDAR et al., 2014).


http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/%20(KORESSAR%20&%20REMM,%202007)
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A otimizagéo da concentragdo dos primers na solugdo de PCR é importante, pois influéncia
no resultado final de uma gPCR, visto que a baixa concentragdo induz a ma polimerizagéo e
concentragdes excessivas induzem ao aparecimento de produtos inespecificos e formagédo de
dimeros de primers (CHEN & JANES, 2002; PELT-VERKUIL et al., 2008). Entdo para avaliar a
melhor concentragdo dos primers na RT-gPCR HDV foi aplicado o método de gradiente de
concentragdo, na qual a concentragdo ideal de primers e sonda foram escolhidas. Outro ponto
critico para a otimizagdo de uma gPCR é a escolha da temperatura de anelamento dos primers.
Esta temperatura € determinada a partir da Tm, frequentemente temperatura de anelamento é
selecionada de acordo com a Tm consensual entre os primers sendo diminuido 2 a 4°C (CHEN &
JANES, 2002; PELT-VERKUIL et al., 2008; LORENZ, 2012).

No presente estudo foram desenhados primers e sonda capazes de amplificar uma
sequéncia-alvo de 135 pb correspondente as sequéncias auto cataliticas da ribozima (CHAO et al.,
1990). Os primers alinharam com sequéncias de RNA HDV isoladas e depositadas no GenBank
com score de 90-100, 95-77 e 95-100% para os primer sense, antisense e sonda, respectivamente,
0 que corresponde a uma O6tima especificidade in silico. Yamashiro e colaboradores (2004)
produziram primers com score de 98% para o genotipo 1, 98% para o genotipo 2, e de 100% para o
gendtipo 4. Ferns (2012) e Shang e colaboradores (2012) demostraram através de ensaios in silico
ter produzido primers que reconhecem todos os genotipos do HDV. A especificidade e a otimizagao
da concentragdo dos primers foram testadas in vitro através da analise da curva de dissocia¢do de
uma RT-gPCR utilizando o SYBR Green | (VOGTHERR et al., 1999; LIND et al., 2006; HUNG et al.,
2011). Assim como in silico, foi confirmada e aprovada a especificidade e o ajuste da concentragéo
in vitro dos primers, pois a RT-qPCR produziu curvas de dissociagdo com picos Unicos e com pouca
variacdo de Tm. Baseados nesses resultados podemos concluir que a HDV RT-PCR nao produz
primers dimeros e nem amplicons inespecificos. Yamashiro (2004) e Shang (2012) utilizaram o
SYBR Green | em suas respectivas HDV-qPCRs, no primeiro estudo na foi expresso a eficiéncia da
reacdo e no segundo foi observado uma eficiéncia da curva padrao de 91,4% e a eficiéncia clinica
de 93,2%.

A PCR em tempo real quantitativa & uma ferramenta eficientemente usada para pesquisa e
diagnéstico, pois fornece um nimero absoluto de cépias para um alvo especifico. No entanto, é
necessario a produgéo de padrdes confiaveis. Yamashiro e colaboradores (2004) escolheram uma
sequéncia de RNA HDV transcrito de 477pb. Ferns (2012) também escolheram um padréo de RNA

HDV transcrito, porém utilizaram a transcricdo do genoma completo do HDV. A utilizagdo de
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padrdes de RNAs transcritos mimetizam melhor o genoma selvagem do HDV, por isso podem
expressao resultados mais proximos de uma amostra real. Também podem expressar a eficiéncia
da transcri¢do reversa. No entanto possui as desvantagens de serem instaveis, facil degradacéo e a
possibilidade de formagao de estruturas secundarias, tudo isso aliado ao tamanho da sequéncia
escolhida pode diminuir a eficiéncia da HDV-qPCR. Outros autores como Le Gal (2005), Kiesslich
(2009), Mederacke (2010), Shaper (2010), Shang (2012) e colaboradores optaram por utilizar
padrdes de cDNA HDV ligado em plasmideo que requerem menos cuidados pré-analiticos em
relacdo aos padrdes de RNA. Ferns (2012) descreveu a utilizagdo de carreadores de RNA por
escolherem como padrdo o genoma completo do HDV transcrito em RNA ap6s clonagem, onde
observaram uma eficiéncia de 93,8% porém um limite de detecgéo de 7000 copias/mL. No presente
estudo foram utilizadas medidas para garantir e controlar a qualidade na produgéo dos padrdes para
a HDV RT-qPCR. A especificidade e integridade dos amplicons de 135 pb do genoma do HDV
produzidos na RT-PCR foi observada através de eletroforese em gel de agarose, esta constitui uma
etapa importante de sele¢cdo de amplicons com tamanho e integridade desejados. Os amplicons
selecionados precisam de um alto grau de pureza para evitar a inser¢do de sequéncias indesejadas
ou de primers aos plasmideo. Para tanto foi realizada a purificagdo dos amplicons através da
enzima ExoSAP-IT® (USB, Cleveland, Ohio, USA).

Os amplicons purificados foram ligados em plasmideo e clonados em células competentes.
Para avaliar a clonagem foi utilizado a técnica de sele¢do de col6nias recombinantes por inibi¢do de
crescimento através de antibiéticos e por triagem Blue/White, também foi adicionado aos ensaios 0s
controles de transformagéo, o pUC19, e de células semeadas em LB suplementado com tetraciclina
e ampicilina para o controle de qualidade. Apds a extragao plasmidial o cDNA HDV recombinante
ligado em plasmideo foi avaliado quanto a sua integridade e pureza através da digestdo enzimatica
e quantificagdo por espectrofotometria, no qual foi credenciado para ser utilizado como um padrao e
também para ser usado como molde para transcrigdo do padrdo de RNA HDV. A sintese e
integridade do padrdo de RNA HDV foi confirmada através da eletroforese em gel de agarose. A
pureza e quantificacdo foi mensurada por espectrofotometria o qual foi aprovado para ser usado
como o padrao de RNA HDV.

A especificidade analitica da HDV RT-qPCR foi confirmada com ensaios in vitro onde as
amostras de doadores de sangue, de individuos monoinfectados HCV e monoinfectados HBV foram
negativas nos testes, demonstrando que o teste ndo produz resultados falso-positivo (especificidade

in vitro de 100%). A analise da especificidade analitica avaliou a capacidade da HDV RT-qPCR de
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detectar a sequéncia alvo apropriada em vez de outros alvos inespecificos presentes nas amostras.
A especificidade de diagnéstico foi mensurada através do percentual de individuos ndo infectados

com o virus da hepatite Delta identificados nos ensaios como negativo para o HDV.

Yamashiro e colaboradores utilizaram 48 amostras de pacientes anti-HDV e HBsAg
reagentes, sendo 14 portadores assintomaticos, 20 crénicos com constantes anormalidades nos
niveis de ALT, 14 tinham cirrose hepatica. Kiesslich e colaboradores (2009) utilizaram 50 amostras
anti-HDV e 100 amostras nao reagentes para anti-HDV. Le Gal e colaboradores (2005) utilizaram
um ensaio de especificidade com 26 amostras controle negativo, sendo 5 positivas para HBsAg e
HBV-DNA, 6 positivas para HCV-RNA, 4 reagentes para anti-HAV IgM, 5 positivas para HIV-RNA, 1
amostra positiva para HEV-RNA e 5 amostras negativas para HBV, HCV, HAV, HEV e HIV.
Kiesslich e colaboradores (2009) analisou a especificidade através de 50 amostras anti-HDV e 100
amostras sem HDV. Mederacke e colaboradores (2010) observou a especificidade analitica com 17
amostras positivas para 0 RNA HDV, 20 amostras de pacientes saudaveis, 20 positivas para DNA
HBV, 20 amostras anti-HCV reagentes e 20 amostras anti-HIV reagentes. Shang e colaboradores
(2012) utilizou 87 pacientes com anti-HDV (53 anti-HDV IgG positivos com HDV RNA detectavel, 46
RNA HDV indetectavel, 4 de amostras com HBV, 8 com HCV, HAV, HIV e 10 amostras de pacientes
com causas hao virais de doencas do figado. Ferns (2012) testou a especificidade com 59 amostras
anti-HDV reagentes, 5 com HBV, 5 com HCV, 5 com HAV e 5 com HIV. Em todos desses estudos
observamos a utilizacdo do modelo in vitro de ensaio de especificidade através de amostras
contendo outros virus além do HDV e apresentaram especificidade in vitro de 100% utilizando

amostras controles negativos, estes resultados sé@o semelhantes com obtidos neste estudo.

Na avaliacdo da sensibilidade da HDV RT-qPCR, das 100 amostras HBsAg e Anti-HDV total
positivas utilizadas em nosso estudo, 54% foram positivas através do método HDV-gPCR. O
diagndstico soroldgico da infecgao pelo HDV revela-se complexo em decorréncia da prépria historia
natural da infecgdo. E importante considerar que o teste soroldgico de ELISA usado na avaliagéo
rotineira dos pacientes, constitui um diagndstico indireto através da deteccao de anticorpos IgM e/ou
IgG contra 0 HDAg. A presencga desses anticorpos podem nao refletir a presenga do RNA viral no
soro destes individuos, pois cada paciente pode encontrar-se numa fase diferente da infecgéo
(JARDI et al., 1994; WEDEMEYER, 2010). O estudo de Jardi e colaboradores (1994) demonstrou
que a pesquisa no soro por anti-HDV IgM é menos especifica para a infec¢do cronica pelo HDV do
que a pesquisa de RNA HDV, quando comparados com o diagnéstico por detecgéo intra-hepatica

do HDAg. No nosso trabalho o método desenvolvido é capaz de detectar o HDV no soro do paciente
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de modo direto, pois baseia-se na aferigdo do RNA HDV, o que pode explicar o fato de 46%
amostras Anti-HDV total reagente serem negativas para presenca de RNA HDV (LE GAL et al.,
2005). Podemos pensar que este grupo de pacientes corresponde aqueles pacientes possivelmente
superinfectados autolimitados que evoluiram através da resposta imune para o clareamento viral do
HDV, ou pacientes que clarearam o virus através de tratamento antiviral, ou ainda, pacientes com
cargas virais abaixo do limite de detecgdo. Seja como for, o teste ja orienta para exclusao de terapia
antiviral ou para o acompanhamento desse grupo de pacientes. Comumente o diagnostico
laboratorial de rotina do HDV é realizado por métodos imunoenzimaticos, no entanto nos ultimos
anos os métodos moleculares de amplificacdo de acidos nucléicos (NAT) baseados na técnica in
house de PCR em tempo real quantitativa tem se mostrado mais especificos para o diagnéstico de
varias doencgas (SALDANHA, 2001; SALDANHA, et al., 2005; BAYLIS, et al., 2008)

Segundo Bustin (2009) a sensibilidade analitica refere-se ao numero minimo de copias do
RNA HDV presente numa amostra que podem ser medidos com precisao pela RT-gPCR, ao passo
que a sensibilidade clinica € a percentagem de individuos infectados com o HDV que o ensaio
identifica como positivo. Comumente, a sensibilidade analitica é expressa como o limite de detecgédo
da RT-gPCR, que é a concentragdo que pode ser detectada com certeza razoavel (95% de
probabilidade € comumente utilizado). Procedimentos experimentais incluem, geralmente os passos
de processamento da amostra (isto é, a extragdo e transcricdo reversa) no qual quando sao
considerados podem expressar valores de limite de detec¢do mais proximos da realidade de uma
amostra biologica (BUSTIN, 2009). No presente estudo o limite de detecgdo e o intervalo dindmico
linear validados na HDV RT-qPCR (1.3 x 102 a 1.3 x 107 e 8.4 x 10" a 8.4 x 108 cdpias/mL)
demonstrou uma sensibilidade analitica capaz detectar até 130 e 84 copias/mL para o padrdo cDNA

e RNA HDV, respectivamente.

O menor limite de detecgdo publicado até o momento € de 75 cépias/mL (MEDERACKE et
al., 2010) numa HDV-qPCR baseada em sonda de hidrélise e um padrdao de cDNA do genoma
completo do HDV ligado em plasmideo, porém n&o é relatado a eficiéncia da HDV-gPCR. Os
maiores limites de deteccdo publicados até o momento sdo de 1.000 copias/mL de Le Gal e
colaboradores (2005) no qual utilizaram um padréo de 865pb de cDNA HDV ligado em plasmideo
(93% de eficiéncia), Shaper e colaboradores também observou um limite de deteccdo de 1.000
copias/mL utilizando um padrao do genoma completo de cDNA HDV ligado em plasmideo (81% de
eficiéncia), Shang e colaboradores (2012) apresentou um limite de detecgéo de 640 copias/mL com
um padrao de 768pb de cDNA HDV ligado em plasmideo (91,4% de eficiéncia) e Ferns (2012)
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observou um limite de deteccédo de 7.000 copias/mL através de um padrdo de transcrito do genoma
completo de RNA HDV (93,8% de eficiéncia) (FERNS et al., 2012),

O coeficiente de correlagdo (Pearson) da nossa HDV RT-qPCR foi R? =0,97 e 0,99
demonstrando uma excelente linearidade das curvas de regresséo linear produzidas. A eficiéncia do
nosso ensaio HDV-qPCR utilizando o HDV padrdo de cDNA é excelente, alcangcando em média
99,8% (slope de -3.325). No entanto a mesma eficiéncia néo foi atingida quando utilizamos o HDV
padrdo de RNA, mostrando um resultado insatisfatério em relagédo ao padréo de cDNA de 119%
(slope de -2,926). Este ultimo resultado de baixa eficiéncia pode ser explicado pelo fato da
instabilidade natural do acido ribonucleico (RNA), principalmente quando existe a necessidade de
armazenamento. Em 2010, Dhanasekaran e colaboradores compararam a estabilidade durante o
armazenamento de quatro tipos de padrées comumente usados; amplicons com e sem purificagéo e
sequéncia alvo clonadas em plasmideo circular e linearizado através da analise da variagéo do
numero de copias, a eficiéncia da qPCR e o coeficiente de correlagéo da curva de regresséo (R2).
Verificou-se uma variagdo no numeros de cdpias devido a degradacdo dos padres durante um
periodo de 14 dias durante o armazenamento a 4 ° C e -20 ° C, o que afetou significativamente a
eficiéncia da PCR. As sequéncias alvo clonados foram mais estaveis do que os amplicons, o0 que
pode conduzir a uma grande variagdo nos resultados usando padrdes construidos por diferentes
metodologias (DHANASEKARAN et al., 2010).

Os testes de precisdo a curto e a longo prazo, os chamados teste de repetibilidade e
reprodutibilidade, foram realizados através do intra e inter-ensaio, respectivamente. A repetibilidade
refere-se a precisao e robustez do ensaio utilizando as mesmas amostras repetidamente no mesmo
ensaio. E pode ser expressa através do DP da variagdo dos valores de Ct. Alternativamente, pode
ser usado o DP ou o CV para o numero de cdpias ou variagdo de concentragdo. CV ndo deve ser
utilizado com os padrdes (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008)

A reprodutibilidade de uma RT-qPCR refere-se a variagdo dos resultados da quantificagao
entre as execugdes (ou ensaios), em dias ou entre laboratérios diferentes. E é geralmente expressa
como o DP ou o CV do numero de copias. O valores de Ct gerados a partir de diferentes ensaios
estdo sujeitos a variagao inerente nos inter-ensaio, portanto, ndo € apropriado relatar os valores de
Ct nos testes inter-ensaios (HELLEMANS et al., 2007).

Os testes de repetibilidade mostrou que o teste de HDV-qPCR desenvolvido neste estudo, é

preciso e confiavel através do intra-ensaio (DP £ 0,38 e 0,35), para ambos os padrdes (tabelas 1 e
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2), e o teste de reprodutibilidade através do inter-ensaio (CV de 0,18 a 0,05) demonstrou baixa
variagdo de resultados na quantificagdo viral no soro (tabela 3). Le Gal e colaboradores (2005)
relatam um coeficiente de variagdo de 2,6% e 0,6% para as diluigbes do padrdo 10° e 10°
copias/mL, respectivamente. Kiesslich e colaboradores (2009) observou um coeficiente de variagao
de 16% na concentragdo de 106 copias/mL e 28% na concentragdo de 102 copias/mL do padréo.
Shang e colaboradores (2012) observou um coeficiente de variagao de 2,87% para um controle com
carga viral baixa (3.200 copias/mL) e 2,03% para um controle com alta carga viral (2.500.000

copias/mL).

Vérios ensaios HDV RT-qPCR in house foram desenvolvidos com intervalo dindmico linear,
limite de detecgdo, eficiéncia, sondas de hidrolise, primers diferentes e utilizando calibradores
padréo diferentes entre si, ndo existindo um consenso internacional para quantificacdo deste virus
(YAMASHIRO et al., 2004; LE GAL et al., 2005; KIESSLICH et al., 2009; MEDERACKE et al., 2010;
SCHAPER et al., 2010; FERNS et al., 2012; SHANG et al., 2012).

A gPCR e RT-qPCR tornou-se a tecnologia de referéncia para a detecgéo e quantificagao
de acidos nucléicos nas pesquisas, configuracdo de diagndstico, investigacdo forense e
biotecnologia. No entanto, as condi¢es pré-analiticas mal sucedidas, ensaios mal desenhados e
metodologias inadequados analise de dados levam a resultados que s&o, na melhor das hipdteses,
inconsistentes e, na pior, irrelevantes e até mesmo enganosos (BUSTIN, et al., 2013). Segundo
Bustin (2010) existe uma lamentavel falta de transparéncia dos protocolos em relagdo aos materiais
e métodos de diversas publicagdes, principalmente aquelas com altos fatores de impacto. Isto
representa um problema na integridade das literaturas cientificas, com consequéncias graves ndo
SO para a pesquisa basica, mas implicagdes potencialmente desastrosas para o desenvolvimento de
medicamentos e monitoramento da doenca. Pensando nisso foi desenvolvido um conjunto de
diretrizes que propdem um padrdo como as informagdes minimas para a publicacdo de
experimentos de qPCR (MIQE Guidelines) (BUSTIN et al., 2009; BUSTIN et al., 2010; BUSTIN,
2010). Os MIQE Guidelines foram utilizados para o desenho metodologico do presente estudo. A
implementagcdo dessas diretrizes € um requisito importante para o desenvolvimento de uma
tecnologia quantificagdo de acidos nucleicos precisa e confiavel robusta, como por exemplo a HDV
RT-PCR (BUSTIN 2010).

Os resultados apresentados neste estudo foram validados cientificamente através de
publicacdo em revista indexada na Journal of Virological Methods (BOTELHO-SOUZA et al., 2014)
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(APENDICE A), Em Ronddnia recentemente um estudo de desenvolvimento e validagdo de uma
qPCR para detecgdo do HBV (SANTOS et al., 2014) (APENDICE B) possibilitara o estudo da

interacdo entre os dois virus durante a replicagéo e terapia.

A determinacao de genotipos do HDV ja é bem estabelecida através de sequenciamento e
PCR-RFLP em literaturas anteriores demonstrando boa sensibilidade e utilidade (WU et al., 1995;
WU et al,. 1998; MIRSHAFIEE et al., 2009). Foi caracterizada uma prevaléncia de 92% do HDV-3
(48 amostras). A boa surpresa do estudo foi o isolamento do HDV-1 (prevaléncia de 8%, 4
amostras). Até o presente estudo havia uma certa desconfianga a respeito da presenga do HDV-1
na regido amazonica, mesmo ja tendo sido descrito o isolamento a partir de uma unica amostra de
soro em 2006 por Parana e colaboradores. Essa duvida persistia pelo fato de que em estudos
posteriores 0 HDV-1 n3o foi encontrado (GOMES-GOUVEA et al., 2009; ALVARADO-MORA et al.,
2010). Os resultados obtidos na nested PCR-RFLP foram avaliados através do sequenciamento de
16 amostras, sendo 12 HDV-3 e 4 HDV-1. Os 12 isolados HDV-3 se alinharam com sequencias de
HDV-3 do Brasil e do mundo e 0 mesmo aconteceu para o genétipo 1. Com isso podemos inferir
que a nested PCR-RFLP foi validada através da comparagdo com o sequenciamento e analise
filogenética, indicando a confiabilidade do ensaio para a determinagao do genétipo de HDV isolados
na regido Amazobnia. Este resultado nos da autonomia em relacdo a genotipagem por

sequenciamento, pois ndo existe uma plataforma de sequenciamento disponivel no estado.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo foi desenvolvido um sistema de HDV-gPCR e nested PCR-RFLP capaz
de quantificar e genotipar o HDV RNA através de amostras de soro de pacientes portadores do
HDV, que serve de ferramenta para um diagndstico rapido, preciso e confidvel para o
acompanhamento antiviral dos pacientes na regido da Amazénia Ocidental. Com estes resultados
se abrem enormes possibilidades de novos estudos clinicos de eficacia da terapéutica antiviral
empregada nos pacientes portadores de hepatite Delta, assim como no entendimento da cinética
viral e dos papéis dos gendtipos do HDV concomitante com o HBV que nos permita entender como
estes dois virus interagem em diferentes momentos da infeccdo e, especialmente, durante o

tratamento.

8. PERSPECTIVAS

e Avaliar a especificidade analitica in vitro com amostras contendo HDV-2, HDV-4,
HDV-5, HDV-6, HDV-7 e HDV-8;
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o Avaliar o desempenho analitico e estabilidade utilizando os padrdes de cDNA e
RNA HDV liofilizado;
e Avaliar o desempenho analitico e estabilidade utilizando os padrdes de cDNA e

RNA HDV encapsulado em nanoparticulas biodegradaveis.
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