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RESUMO

Introdugao: O virus da hepatite B (HBV) é classificado em oito gendétipos (A-H), que
apresentam uma distribuicdo geografica caracteristica nas diferentes regides do
mundo. No Brasil, sdo encontrados principalmente os gendtipos A, D e F. A infecgao
pelo HBV é comumente diagnosticada pela presenga do antigeno de superficie viral
(HBsAg) no soro de individuos infectados. Muta¢cdes no HBsAg podem afetar os
niveis de secrecdo deste antigeno, bem como, alterar a sua conformacgao, e
consequentemente, inibir a sua detecgao pelos testes imunoenzimaticos. A detecgao
do DNA viral em pacientes com sorologia negativa para o HBsAg caracteriza a
ocorréncia de infecgdo oculta pelo HBV. Particulas hibridas de HBsAg, também
denominadas quimeras, tém sido utilizadas com bastante eficiéncia na apresentagao
de epitopos exdgenos. Objetivos: Realizar estudos de expressao in vitro do HBsAg
em células eucaridticas visando (i) associar infecgao oculta pelo HBV com mutagdes
de aminoacidos no HBsAg; (ii) avaliar possiveis diferengcas na deteccdo do HBsAg
relacionadas aos diferentes gendtipos do HBV; e (iii) possibilitar a construgdo de
quimeras de HBV e do virus da hepatite C (HCV) para producdo de proteinas
hibridas imunizantes. Metodologia: A clonagem das regides gendmicas do envelope
do HBV foi realizada utilizando-se os vetores de expressdo em células eucaridticas
pcDNA3 e/ou pCl. Para a insergdo do segmento de HCV no HBsAg, foi utilizado um
sitio de restrigdo natural localizado na regido do epitopo neutralizante do HBsAg.
Ensaios de transfeccao transitoria foram realizados em células CHO e/ou HuH7. O
meio de cultura e os extratos celulares foram analisados quanto a deteccao de
HBsAg por ensaios imunoenzimaticos. Ensaios de imunofluorescéncia, utilizando um
anticorpo  monoclonal anti-HBs, foram realizados para detectar a localizagao
intracelular do HBsAg. Resultados: 1) A infecgao oculta pelo HBV foi detectada em
6/43 (14%) pacientes infectados pelo HIV. A ocorréncia de hepatite B oculta nédo
teve relagdo com a elevacdo dos niveis de transaminases, porém foi
significativamente associada a presenca de infecgao pelo HCV. Todos os pacientes,
exceto um, apresentaram baixa carga viral para o HBV. O sequenciamento da regido
S revelou mutagdes em dois pacientes que podem ser responsaveis pela falta de
deteccdo do HBsAg pelos testes comerciais. 2) O gendtipo A apresentou os maiores
niveis de deteccao de HBsAg em comparagéo aos genétipos D (redugao de 37%) e
F (reducédo de 30%). Entretanto, a presenga de duas unicas substituicoes (T143M,
em um clone do gendtipo A, e T125M, em um clone do gendtipo D) alterou
consideravelmente os niveis de detec¢cdo do HBsAg. 3) Uma mutagao identificada na
porcao carboxi-terminal da proteina S do HBsAg no residuo 215 (L215Q), em um
isolado de HBV do gendtipo F, foi responsavel pela inibicdo da secregdo deste
antigeno. Através de microscopia de imunofluorescéncia, foi observada uma
localizagédo intracelular do HBsAg mutante indicativa de retengcdo no reticulo
endoplasmatico. 4) A inser¢cdo de um segmento do HCV dentro do epitopo
neutralizante do HBsAg através de um sitio natural de restricdo, ndo alterou os
padroes de secrecdo e a antigenicidade do HBsAg quimérico. Conclusées: A
deteccdo de mutagbes no HBsAg e a baixa viremia do HBV confirmam que
mecanismos multifatoriais estdo envolvidos na infecgcao oculta pelo HBV. Mutacgdes
unicas no HBsAg podem ter mais influéncia nos padrdes de detecgéo e secregéo do
HBsAg do que o conjunto total de variagdes caracteristicas de cada genotipo. A
utilizacdo do sitio de restricdo natural identificado neste estudo para a insercéo de
epitopos do HCV néo alterou as propriedades antigénicas do HBsAg.
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ABSTRACT

Introduction: Hepatitis B virus (HBV) is classified into eight genotypes (A-H) that
have a distinct distribution in different geographical regions. In Brazil, genotypes A, D
and F are the most prevalent. HBV infection is commonly diagnosed by the presence
of the surface antigen (HBsAg) in serum. Amino acid mutations may affect HBsAg
secretion levels, as well as, alter HBsAg conformation, and thus, inhibit its detection
by immunoassays. The detection of HBV DNA in HBsAg negative patients
characterizes the occurrence of occult HBV infection. HBsAg hybrid particles, also
known as chimeras, have been successfully used as vectors for presentation of other
epitopes. Objectives: To conduct HBsAg expression assays in eukaryotic cells
aiming to (i) associate occult HBV infection with amino acid mutations in HBsAg; (ii)
analyze possible differences in the levels of HBsAg detection related to HBV
genotypes; and (iii) construct hybrid particles of HBsAg and hepatitis C virus (HCV)
epitopes to produce chimeric immunogenic proteins. Methods: Cloning procedures
of the coding regions for the HBV envelop proteins were done by using pcDNA3
and/or pCl eukaryotic expression vectors. A natural restriction site located at the
HBsAg neutralizing epitope was used for insertion of the HCV segment into the
HBsAg. Transient transfection assays were carried out in CHO and/or HuH7 cells.
Medium and extracts of transfected cells were analyzed for the presence of HBsAg
by immunoassays. The intracellular localization of HBsAg was observed by
immunofluorescence using a monoclonal anti-HBs antibody. Results: 1) Occult HBV
infection was detected in 6/43 (14%) HIV-infected patients. It was not associated with
alanine aminotransferase elevation but significantly correlated with the presence of
HCV infection. All except one patient, showed low HBV loads. S gene sequencing
revealed mutations in two patients that may inhibit HBsAg detection by commercial
assays. 2) HBV genotype A displayed the highest levels of HBsAg detection in
comparison with genotypes D (reduction of 37%) and F (reduction of 30%). However,
the presence of two single mutations (T143M, in a genotype A clone, and T125M, in
a genotype D clone) changed considerably HBsAg detection levels. 3) A unique
amino acid mutation in the carboxi-terminal region of the HBsAg at residue 215
(L215Q), from a genotype F isolate, that inhibits secretion of HBsAg, was identified.
By immunofluorescence microscopy, an intracellular localization of the HBsAg
mutant, indicating retention in the endoplasmic reticulum, was observed. 4) The
insertion of the HCV segment into the HBsAg neutralizing epitope by a natural
restriction site did not alter patterns of secretion and antigenicity of the chimeric
HBsAg. Conclusions: The detection of HBsAg mutants and low HBV loads confirm
that multifactorial mechanisms are involved in occult HBV infection. Single mutations
in HBsAg may have more influence on the patterns of HBsAg detection and secretion
than the set of variations characteristic of each genotype. The natural restriction site
identified in this study for insertion of HCV epitopes did not change HBsAg antigenic
characteristics.
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1 - INTRODUGAO

1.1 — Historico

Relatos da ocorréncia de ictericia epidémica sao encontrados desde o
periodo anterior a Era Crista, e foram descritos inicialmente por Hipécrates (400 AC).
Entretanto, somente no final do século XIX, apds a vacinacdo contra a variola
(vacina preparada com linfa humana) de 1.289 trabalhadores do estaleiro de
Bremen, Alemanha, dos quais 15% se tornaram ictéricos, tornou-se evidente a
associacao desta enfermidade a um agente de transmissao parenteral (Lurman,
1885).

Durante a primeira metade do século XX, surtos de hepatite de “periodo de
incubacao longo” (50 a 180 dias) foram observados em muitos paises e foram
associados as transfusdes de sangue, ao uso de medicagao injetavel com seringas
e agulhas néao esterilizadas e a administragdo de vacina, como por exemplo, o surto
de hepatite/ictericia ocorrido entre os militares que foram vacinados contra a febre
amarela durante a Segunda Guerra Mundial (Krugman, 1989).

A década de 1940 foi o periodo no qual se distinguiu a presengca de mais de
um agente viral para as epidemias de ictericia. Em 1947, MacCallum designou os
termos “virus da hepatite A” (HAV) e “virus da hepatite B” (HBV), referindo-se aos
supostos agentes etiolégicos das hepatites de periodo de incubagdo curto ou
infecciosa (18 a 37 dias) e de periodo de incubagéo longo ou soro-homéloga (50 a
180 dias), respectivamente. Esta terminologia foi adotada pelo comité das hepatites
virais da Organizagdo Mundial de Saude, permanecendo até os dias atuais
(Hollinger, 1991).

Em 1965, Blumberg e colaboradores publicaram o que viria a ser uma das
mais importantes revelagbes sobre as hepatites virais. Com o objetivo de estudar
caracteristicas polimorficas hereditarias, Blumberg e sua equipe examinaram
milhares de amostras de soro de diferentes areas geograficas do mundo. Durante o
curso da investigacdo, a equipe descobriu que uma amostra de soro de um
aborigine da Australia continha um antigeno que reagia especificamente com um
anticorpo presente no soro de um paciente hemofilico dos Estados Unidos. Estudos
subsequentes revelaram que este “antigeno Australia” era relativamente raro na
populagcdo da América do Norte e Oeste Europeu, porém prevalente em algumas

regides Africanas e Asiaticas e entre pacientes com leucemia, sindrome de Down e



hepatite aguda (Blumberg et al., 1967; Bayer et al., 1968). Em 1968, a correlagdo do
antigeno Australia (agora designado antigeno de superficie do virus da hepatite B ou
HBsAg) com a infec¢ao pelo HBV, pbde ser estabelecida (Okochi & Murakami, 1968;
Prince, 1968). Posteriormente, a purificacdo do HBV foi realizada a partir do soro de
portadores do antigeno Australia e a particula completa ou virion foi detectada por
microscopia eletronica (Dane et al., 1970).

Atualmente é conhecida uma série de virus hepatotropicos humanos, sendo o
HBV o primeiro deles a ter sido identificado (1970), seguido pelo virus da hepatite A
(HAV) (Feinstone et al., 1973), virus da hepatite D (HDV) (Rizzeto et al., 1977), virus
da hepatite E (HEV) (Balayan et al., 1983) e virus da hepatite C (HCV) (Choo et al.,
1989). Outros novos agentes foram identificados em individuos com hepatite pos-
transfusional ndo A-E, porém uma relagdao causal entre infeccdo por estes virus e
hepatopatias ainda ndo péde ser confirmada. Dentre eles, destacam-se o virus da
hepatite G (HGV) (Simons et al., 1995), Torque Teno virus (TTV) (Nishizawa et al.,
1997), Torque Teno Mini virus (TTMV) (Takahashi et al., 2000) e Torque Teno Midi
virus (TTMDV) (Ninomiya_et al., 2007)

1.2 — Epidemiologia da Infecgao pelo Virus da Hepatite B

A OMS calcula que mais de 350 milhdes de pessoas estdo cronicamente
infectadas pelo HBV no mundo. Os portadores crénicos de hepatite B apresentam
um maior risco de falecer por complicagdes relacionadas a hepatite crénica, como
cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), com relato de 500 mil a 1,2 milhdes de
Obitos por ano. Estes portadores crénicos servem como fonte de infeccdo para
outros individuos (Zuckerman, 1999).

A infeccao pelo HBV exibe alta prevaléncia para o HBsAg (8 a 15%) no
Sudeste asiatico, China, Filipinas, Africa, bacia amazénica e Oriente Médio. Uma
prevaléncia intermediaria (2-7%) é observada no Leste Europeu, Asia Central,
Japao, Israel e ex-Unido Soviética, enquanto, uma baixa prevaléncia (<2%), é
encontrada na América do Norte, Europa Ocidental, Australia e Sul da América
Latina (Margolis et al., 1991) (Figura 1).

O Brasil é considerado uma area de prevaléncia intermediaria para a infecgao
pelo HBV, porém observam-se taxas variaveis de ocorréncia da infeccdo em

diferentes regides do pais, inclusive em nivel de sub-regides, uma vez que



localidades vizinhas podem apresentar graus distintos de endemicidade (Souto,
1999) (Figura 2). A regidao Sul, que sempre apresentou os menores indices de
hepatite B do pais, teve caracterizada sub-regides, mais precisamente as regides de
Francisco Beltrdo (PR), Cascavel (PR) e Chapeco (SC), com prevaléncia moderada
a elevada do HBsAg. A mesma situagao € observada na regido Sudeste, onde a
prevaléncia € baixa, porém ha a presenga de sub-areas com altos indices de
infeccdo pelo HBV, localizadas nos estados do Espirito Santo e Minas Gerais
(Souto, 1999). Ao contrario, na regidao Norte, que €& a principal area de alta
prevaléncia do HBV no Brasil e que tem recebido maior atengdo dos estudiosos e
das autoridades sanitarias, verificou-se uma sub-regido (em Barcellos) no Norte do
Estado do Amazonas, cuja prevaléncia para o HBsAg é baixa (1,6%) (Arboleda et
al., 1995). Na regido Nordeste, os poucos estudos de soroprevaléncia da hepatite B
que foram realizados, apontam indices baixos na cidade de Salvador e nos estados
do Ceara e Rio Grande do Norte (Lyra et al., 1986; Souto, 1999). Para a regiao
Centro-Oeste, os numeros conhecidos sugerem que a regido pode ser dividida em
duas grandes areas quanto ao padrao epidemiolégico da hepatite B: a primeira mais
ao Sul, englobando o Mato Grosso do Sul, Goids e Sul do Mato Grosso, com
prevaléncia baixa a moderada, e a regiao Norte do Mato Grosso, correspondendo a

Amazobnia, com comportamento semelhante ao da regido Norte (Souto, 1999).

Prevaléncia do HBsAg v 0‘;
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Figura 1: Distribuicdo Mundial do HBV.

Disponivel em http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_b/slide_9.htm

[acesso em 10 abril 2008] (Figura adaptada para o portugués).
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Figura 2: Distribuicdo do HBV no Brasil (Fonte: Adaptada de Souto, 1999).

1.3 — Classificagao

O HBV é o protétipo de um grupo de virus DNA hepatotropicos, classificados
na familia Hepadnaviridae, os quais compartilham caracteristicas comuns, tais como,
tamanho, ultraestrutura do virion, organizacdo da molécula de DNA e um mecanismo
exclusivo de replicagdo por transcricao reversa. Esta familia € dividida em dois
géneros, Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus, representando o0s virus cujos
hospedeiros sdo mamiferos e aves, respectivamente. Os representantes do primeiro
género sao encontrados em humanos (HBV), marmotas (WHV) (Summers et al.,
1978), esquilos (GSHV) (Marion et al., 1980) e primatas n&do humanos (HBV) (Vaudin
et al., 1988; Hu et al., 2000; Robertson, 2001). Em 1998, Lanford e colaboradores
isolaram de um primata do Novo Mundo (Lagothrix lagotricha), um novo
representante deste género, denominado de “WMHBYV — Woolly Monkey Hepatitis B
Virus”. Os virus pertencentes ao género Avihepadnavirus infectam patos (DHBV)
(Mason et al., 1980; Zhou, 1980), gargas (HHBV) (Sprengel et al., 1988) e cegonhas
(STHBV) (Pult et al., 2001).



1.4 — Transmissao do HBV

O HBV ¢é principalmente encontrado no sangue de individuos infectados. A
carga viral pode ser maior que dez bilhdes de virions por mililitro de sangue em
portadores com sorologia positiva para o HBeAg (antigeno indicador de replicagao
do HBV). Além disso, o HBV pode ser detectado em outros fluidos corporais, como
na urina, saliva, fluido nasofaringeano, sémen e fluido menstrual (Alter et al., 1977;
Davison et al., 1987). O HBV n&o foi ainda detectado em fezes, provavelmente
devido a inativagcdo e degradacdo do virion na mucosa intestinal ou pela flora
bacteriana (Grabow et al., 1975).

A transmissdo do HBV ocorre pela exposicao perinatal, através da relagao
sexual, pela exposicdo a sangue ou derivados, pelo transplante de érgéos ou
tecidos, através de seringas compartilhadas por usuarios de drogas endovenosas,
por lesGes de pele, por picadas de agulhas ou através de outras exposi¢cdes de
origens desconhecidas (Gongales, 1997). Nas areas de alta incidéncia de infecgéo
pelo HBV, a disseminagdo ocorre principalmente na infancia, seja ao nascer
(perinatal), ou nos primeiros anos de vida por transmissao horizontal entre familiares
(Margolis et al.,, 1991). Na exposi¢cao perinatal, a transmissao mae-filho pode se
fazer durante o parto pela exposicdo do recém-nascido ao sangue ou liquido
amniotico (onde esta presente o HBV), durante a passagem pelo canal vaginal, ou
pela amamentagdo (Gongales, 1997). O préprio contato familiar continuado de
criangas com maes reativas para os antigenos HBsAg/HBeAg nos anos seguintes ao
nascimento, levara ao um risco consideravel de aquisicdo do HBV, se as criangas
nao forem vacinadas (Beasley & Hwang, 1987). Em areas de baixa prevaléncia, a
infeccdo ocorre principalmente em individuos adultos, sendo a via de transmissao
dependente de padrbes ambientais e comportamentais, tais como, o
compartilhamento de seringas ou agulhas na utilizacdo de drogas injetaveis (Alter,
1993; Oliveira et al., 1999), relagbes sexuais com multiplos parceiros (homossexuais
ou heterossexuais) (Piot et al., 1990), profissionais de saude através de acidentes
com materiais perfurocortantes contaminados com sangue (Beltrami et al., 2000) e
pacientes politransfundidos e/ou submetidos a cirurgia ou a outros procedimentos

invasivos (Teles et al., 1998).



1.5 — Quadro Clinico

Acredita-se que o HBV ndo exergca um efeito citopatico direto sobre os
hepatocitos (Alberti et al., 1983). A hepatite B pode, no entanto, variar desde uma
doencga aguda auto-limitada, até uma forma grave como a hepatite fulminante. Pode,
ainda, apresentar um curso crénico com evolugdo para a cirrose hepatica e
hepatocarcinoma. Cerca de 90-95% dos pacientes adultos infectados evoluem para
a cura, e menos de 1% dos individuos desenvolvem uma hepatite fulminante.
Entretanto, criancas infectadas através de transmissao perinatal, apresentam mais
de 90% de chance de se tornarem portadores cronicos.

O periodo de incubagao da hepatite B é de 50 a 180 dias, com média de 75
dias. Decorrido este tempo, inicia-se o chamado periodo prodrémico (pré-ictérico),
que dura varios dias e se caracteriza pelo aparecimento de fraqueza, anorexia e
mal-estar geral. Nesta fase, os doentes podem referir dores abdominais difusas,
nauseas, intolerancia a varios alimentos, disturbios gustativos, desconforto
abdominal e vomitos. A ocorréncia de artrites, artralgias e mialgias € descrita nos
casos de hepatite B, bem como a observacdo de exantemas cutaneos rubeoliformes
ou lembrando urticarias (Mcintyre, 1990). O exame fisico pode revelar
hepatomegalia dolorosa. O aparecimento de ictericia, com coluria e hipocolia fecal
(periodo ictérico), ocorre em somente 20% dos doentes, sendo a hepatite B uma
doenga assintomatica no restante dos casos. Quando aparece a ictericia, os
sintomas gerais, como febre e mialgias, diminuem de intensidade. Neste momento
se elevardo os niveis séricos das bilirrubinas, principalmente da fracdo direta. As
transaminases estarao muito elevadas no soro, expressando a ocorréncia de lesdes
hepatociticas. Este quadro ictérico costuma durar cerca de 20 dias ou mais, e pode,
as vezes, provocar pruridos cutaneos. Os demais sinais observados nas ictericias
hepatocelulares, como hipocolia ou acolia fecal e coluria, tornam-se bastante
evidentes no periodo ictérico da hepatite B. Com a evolugdo da doencga, a
hepatomegalia dolorosa e a esplenomegalia, se presentes, vao diminuir
paulatinamente, bem como todos os sintomas dispépticos e aqueles relacionados
com a ictericia. Este periodo de convalescenca dura, em meédia, 20 a 30 dias
(Gongales, 1997).



1.6 — Patogénese

Como o HBV nao é diretamente citopatico, existem evidéncias consideraveis
de que a hepatite B se inicia por uma resposta imune-celular dirigida contra
antigenos virais especificos que levardao ao dano hepatico. Acredita-se que a
participacdo dos dois componentes da resposta imune (celular e humoral) seja
necessaria para que ocorra a eliminagdo do virus, além da inativagdo viral
intracelular produzida por citocinas liberadas pelas células linfomononucleares, tais
como interferon-gama e o fator de necrose tumoral (TNF) (Rapicetta et al., 2002).
Durante a fase aguda da hepatite viral, os hepatdcitos expressam na sua superficie
um complexo formado por peptideos do core (HBcAg) do HBV e proteinas de classe
I do HLA. O linfécito T citotdéxico reconhece este complexo de peptideos do
core/MHC classe | e ao atacar este hepatécito infectado produz a lise hepatocitica.
Sem duvida a resposta das células T as proteinas do HBV, que se expressam
associadas a antigenos HLA de classe | na superficie dos hepatécitos infectados,
representa o maior determinante da lise destas células. Quando este mecanismo é
totalmente eficiente, leva a recuperagédo da infecgdo (Rapicetta et al., 2002). Esta
lise imunoldgica dos hepatécitos infectados €, portanto, a base histopatoldgica da
enfermidade aguda produzida pelo HBV. O individuo podera desenvolver hepatite B
crénica porque nao ocorre expressao da classe | do HLA, ou porque o linfocito T
citotoxico ndo é apropriadamente estimulado ou, ainda por algum outro mecanismo
desconhecido (Thomas, 1991).

A integracao do DNA do HBV no genoma do hospedeiro pode acarretar no
desenvolvimento de hepatocarcinoma celular. Esta alteragcdo cromossémica,
frequentemente envolvendo o cromossomo 17, leva a transformacdes celulares, que
produzem, apds alguns anos, o carcinoma de células primarias do figado (Hino et
al., 1986; Zhou et al., 1988). Através de técnicas de biologia molecular, pode-se
inserir o gene que produz o antigeno X (HBxAg) do HBV em ratos, e os animais
produziram este antigeno e desenvolveram carcinoma hepatocelular, mesmo na
auséncia de lesao hepatocitica (Kim et al., 1991). Estes fatos apontam para a

participagcao do HBV no desenvolvimento de neoplasias hepaticas.



1.7 — Diagnostico Laboratorial da Hepatite B

Do ponto de vista clinico, as hepatites virais apresentam um quadro bastante
similar. O diagndstico etiolégico consiste em identificar o agente causador da
infeccao e pode ser realizado através de técnicas soroldgicas, imunohistoquimicas
ou moleculares, onde pesquisam-se 0os marcadores sorologicos, teciduais e o acido
nucléico viral, respectivamente (Brasil, Ministério da Saude, 1995).

O HBV inicia a replicagdo no hepatdcito na semana que antecede as suas
manifestagdes clinicas. Nesta fase, o HBsAg pode ser determinado sem que o
individuo tenha ainda sintomas ou evidéncias de necrose hepatocelular (Hoofnagle
& Di Bisceglie, 1991). Ao iniciar a sintomatologia e a elevagdo de aminotransferases,
aparecem o anticorpo anti-HBc da classe IgM, com o marcador anti-HBc total. O
anti-HBc IgM, juntamente com o HBsAg, constituem a chave do diagndstico da
infeccao aguda, uma vez que a fragdo IgG deste anticorpo serve apenas como
evidéncia de memdria imunoldgica. Apesar de ser um anticorpo de longa duragao, o
anti-HBc, nao confere imunidade ao individuo, pois nao possui capacidade
neutralizante (Sjogren, 1994). Na fase inicial da doenga os marcadores de replicagao
(HBeAg e o HBV-DNA) s3o encontrados em titulos altos. A medida que a infeccéo
se instala, a resposta imunolégica do hospedeiro modula a infecgdo, diminuindo
progressivamente a replicagdo viral. Os individuos que apresentam resposta
imunoldgica satisfatoria conseguem debelar a replicagdo viral, geralmente até o 3°
més da doenga, fazendo com que o HBeAg desapareca dando lugar ao anticorpo
anti-HBe, que esta associado a uma baixa replicacdo do HBV. A auséncia da
soroconversdo HBeAg/anti-HBe até o 3° més da doenga aguda é sinal de mau
prognéstico, pois indica falha do sistema imunoldgico e tendéncia para cronificagao
do processo. Cessando a replicagéo viral, ocorrera o desaparecimento progressivo
do HBsAg e, algumas semanas apos, surgira o anti-HBs, anticorpo neutralizante e
indicativo de cura da infeccdo. Os individuos que se tornam crénicos, permanecem
como portadores do virus por tempo variado. A hepatite crénica é determinada pela
persisténcia do HBsAg no soro por mais de seis meses apds o inicio da infecgao.
Nestes pacientes, os marcadores de replicagao viral e as manifestagdes clinicas
serdo dependentes da interagdo “virus x hospedeiro” (Sjogren, 1994). A Figura 3
apresenta as curvas dos marcadores sorologicos nas infecgdes aguda e cronica,

respectivamente.



Provas bioquimicas de fungcdo hepatica, tais como a dosagem das
transaminases (alanina aminotransferase - ALT e aspartato aminotransferase — AST)
e bilirrubina sdo também realizadas para fins de diagndstico, pois seus niveis
aumentam no soro durante os episédios de lesdo ou necrose hepatocelular em

decorréncia da infecgao viral (Sjogren, 1994).

Curso Sorolégico da hepatite B aguda Curso Sorolégico Tipico da Infeccao Crdnica pelo HBV
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Figura 3: Curvas Soroldgicas nas Infec¢goes Aguda e Cronica.

Disponivel em <http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_b/slide_3.htm> e <http://www.cdc.gov
Incidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_b/slide_4.htm> [acesso em 16 Jan. 2008] (Figuras adaptadas para o

portugués).

1.8 — Prevencgao da Hepatite B

A primeira vacina contra o HBV foi licenciada em 1981 e era derivada de
plasma humano de portadores crénicos do HBV (Heptavax-B, Merck & Co).
Entretanto, o risco de transmissdo de outros agentes infecciosos presentes no
plasma, impulsionou o desenvolvimento de vacinas recombinantes compostas de
HBsAg produzido por engenharia genética (Engerix-B, SmithKline e Recombivax,
Merck & Co). Para a produgdo destas vacinas, utiliza-se a tecnologia do DNA
recombinante para expressdo do HBsAg em leveduras (Assad & Francis, 2000). A
vacina apresenta uma boa imunogenicidade contra o HBV, cerca de 90% dos
individuos imunocompetentes, quando vacinados, desenvolvem uma adequada
resposta de anticorpos. Além disso, a vacina tem um potencial para reduzir as taxas
de incidéncia e mortalidade do hepatocarcinoma celular (Blumberg, 1997). O
esquema atualmente recomendado com as vacinas recombinantes disponiveis € de

3 doses por via intramuscular, no musculo deltdéide, com intervalos de 1 més (entre



12 e 22 dose) e de 5 meses (entre 22 e 32 dose) - esquema 0,1,6 meses (Assad &
Francis, 2000). No nosso pais, a vacina esta disponivel nas unidades basicas de
saude e em algumas maternidades. A recomendacdo do Ministério da Saude
(Programa Nacional de Imunizagdes — PNI) é de vacinar todos os recém-nascidos,
de preferéncia nas primeiras doze horas de vida ou na ocasido da vacina BCG-ID.
Em todo o pais, a vacina esta disponivel para os grupos de risco (individuos que se
expdem ao contato direto com sangue humano, seus derivados ou secregdes
humanas) desde a década de 90 e, mais recentemente, foi estendida a individuos
com idade inferior ou igual a 19 anos (FUNASA, 2001). A eficacia protetora da
vacina é diretamente relacionada ao nivel de anticorpos anti-HBs produzidos, sendo
considerado necessario para protecgéao, titulo igual ou maior que 10 mUl/ml (CDC,
1991).

A imunoprofilaxia através do uso de gamaglobulina hiperimune especifica
(HBIG) é utilizada para conferir protecao passiva imediata a individuos que tenham
sido expostos recentemente ao HBV, como por exemplo, apdés uma puntura
acidental, contato sexual com portador ou, durante o parto de neonatos em maes
HBsAg positivas (Perrillo et al., 1984).

1.9 — Tratamento

O tratamento da hepatite B crénica visa suprimir a replicacao viral e reduzir a
lesdo hepatica, prevenindo a evolugao para cirrose e carcinoma hepatocelular. Sao
considerados objetivos do tratamento: 1) soroconversdo de HBeAg para anti-HBe; 2)
desaparecimento do DNA do virus do soro; 3) normalizagdo do nivel de ALT; e 4)
melhora da histologia hepatica.

Duas condutas terapéuticas tém sido utilizadas no tratamento da infecgao
pelo HBV: moduladores do sistema imune e agentes antivirais na forma de analogos
de nucleos(t)ideos. Na primeira categoria, encontra-se o interferon alfa (IFN-a), que
foi a primeira droga licenciada pelo FDA ("Food and Drug Administration") para
utilizacdo na terapéutica da hepatite B. O IFN apresenta-se na forma convencional
ou peguilada (peginterferon). O processo de peguilagdo, que consiste em ligar
covalentemente uma molécula de interferon a uma molécula de polietilenoglicol
(PEG), permite que o medicamento atue por mais tempo no organismo. Dessa

forma, a administragdo do IFN peguilado é feita uma unica vez por semana,



enquanto que o IFN convencional é administrado trés vezes por semana. A dose
recomendada de IFN em adultos é de 5 milhdes de unidades (MU) por dia ou de 10
MU trés vezes por semana, por via subcutanea, durante um periodo de 16 semanas.
Em criangas, recomenda-se 6 MU/m?, 3 vezes por semana durante 16 semanas.
Aproximadamente 20% dos pacientes HBeAg positivos tratados com IFN fazem a
soroconcersao para anti-HBe (Karayiannis, 2004). O tratamento com IFN apresenta
como vantagens uma curta duragdo do tratamento, auséncia de resisténcia antiviral
e excelente duracdo e qualidade de resposta. Como desvantagens, tém-se
principalmente os efeitos colaterais, tais como, sintomas gripais e reacdes
hematolodgicas, neuropsiquiatricas, dermatologicas, endocrinolégicas,
pneumoldgicas, oftalmoldgicas e cardio-vasculares (Fattovich et al., 1996).

A segunda categoria de agentes antivirais para o tratamento da hepatite B
crbnica sdao os analogos de nucleos(t)ideos. Um total de quatro agentes séao
atualmente licenciados: lamivudina (3TC), adefovir dipivoxil (ADV), entecavir (ETV),
e telbivudina (LdT). Além desses, o tenofovir disoproxil fumarato (TDF), que faz parte
da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART) usada no tratamento da infecgéo
pelo HIV, tem também atividade contra o HBV. Estes agentes sdo bem tolerados
pelo organismo, entretanto a ocorréncia de cepas mutantes de resisténcia tem sido o
principal fator limitante para a eficacia destas drogas. A Figura 4 mostra um
esquema das mutagdes localizadas na polimerase do HBV que levam a resisténcia
das cepas mutantes aos analogos de nucleos(t)ideos.

A lamivudina (2’-3’-dideoxi-3’-thiacitidina) foi o primeiro analogo de
nucleosideo licenciado em 1998 pelo FDA para uso no tratamento da hepatite B
cronica. A lamivudina também tem atividade contra o HIV e € um dos componentes
da HAART. A absorcdo da lamivudina apds administracdo via oral é rapida, com
poucos efeitos colaterais e a droga € amplamente distribuida no organismo (Johnson
et al., 1999). A dose diaria recomendada € de 100 mg por um periodo minimo de 1
ano. Dados de ensaios clinicos tém mostrado uma taxa de soroconversdo de HBeAg
para anti-HBe de 17% em 1 ano de tratamento a 27, 36 e 47% em 2, 3 e 4 anos,
respectivamente (Liaw et al., 2000; Karayiannis, 2004). A atividade antiviral dos
analogos de nucleosideos incluindo a lamivudina encontra explicagédo pela
competicdo que esta droga faz aos outros nucleosideos naturais para ligar-se ao
sitio ativo da polimerase viral. A lamivudina incorpora-se no DNA do virus inibindo a
sua sintese, e consequentemente, a replicagdo viral. A principal desvantagem do

tratamento com lamivudina € o surgimento de cepas mutantes resistentes a droga. A



resisténcia a lamivudina ocorre em até 32% dos pacientes HBeAg positivos apés 1
ano de tratamento, podendo chegar a até 70% apds 5 anos (Karayiannis, 2004). A
mutac&do primaria de resisténcia a lamivudina ocorre no cédon 204 gerando uma
substituicdo de uma metionina para uma valina ou isoleucina (rtM204V/l) no motivo
Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD) que € essencial para a atividade de transcrigdo reversa da
polimerase viral (Mutimer, 2001). Cepas contendo esta mutagcao apresentam uma
capacidade de replicacdo reduzida (Melegari et al., 1998). Mutagdes
compensatorias, tais como rtV173L e rtL180M, parcialmente restauram a capacidade
replicativa do mutante resistente a lamivudina (Delaney et al., 2003). Na terapia de
resgate em pacientes com resisténcia viral a lamivudina, a co-administracdo com

adefovir dipivoxil ou tenofovir tem sido indicada (Lok et al., 2007).
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Figura 4: Fase de Leitura da Polimerase do HBV Mostrando os Dominios
Conservados e a Localizagdo das Mutagdes de Resisténcia aos Analogos de
Nucleos(t)ideos. LAM, lamivudina; ADV, adefovir dipivoxil; ETV, entecavir; LdT,

telbivudina (Fonte: Lok et al., 2007 - Figura adaptada para o portugués).

1.10 — Caracteristicas Bioldgicas do Virus da Hepatite B

O HBV apresenta um mecanismo unico entre os virus que infectam o homem,
o qual permite a producéo de diferentes tipos de particulas virais. Em preparacdes
para a microscopia eletrébnica de soro de individuos infectados, trés formas de
particulas sdo observadas: particulas completas infecciosas, particulas incompletas

nao infecciosas esféricas e particulas incompletas nao infecciosas filamentosas



(Figura 5-A). A concentragao da particula viral completa, também chamada particula
de Dane, em soro de pessoas infectadas, pode ultrapassar a 10° particulas/ml, e
possui uma densidade de flutuagcdo de 1,22 g/cm3 em gradiente de equilibrio de
cloreto de césio. As particulas incompletas sdao compostas exclusivamente de
HBsAg e sdo encontradas em excesso (em torno de 10" por ml) no soro de
individuos infectados. Ambas as particulas subvirais (esféricas e filamentosas),
apresentam um didmetro de 22 nm, sendo as filamentosas de comprimento variavel.
Estas particulas apresentam uma densidade de aproximadamente 1,18 g/cm3 em
cloreto de césio. As particulas virais infecciosas sdo esféricas com didmetro de
aproximadamente 42 nm. Estes virions apresentam um envelope lipidico externo,
composto pelas proteinas S (“small”), M (“middle”) e L (“large”), o qual constitui o
antigeno de superficie do HBV (HBsAg). O nucleocapsideo possui simetria
icosaédrica e é constituido pela proteina do core (HBcAg) e pelo genoma viral
(Tiollais et al., 1985) (Figura 5-B).
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Figura 5: A — Micrografia eletrdbnica mostrando as particulas completas e subvirais
do HBV. Disponivel em <http:/iweb.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html> [acesso em 10 abril 2008].

B — Estrutura do virion. Disponivel em <http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV/hbvparts.htm>

[acesso em 11 nov. 2002] (Figura adaptada para o portugués).

O HBV néo se replica em linhagens celulares, sendo necessaria a utilizagao
de células primarias humanas. Porém, a indisponibilidade de tais culturas dificulta o
cultivo do HBV (Galle et al., 1994). Algumas linhagens humanas de hepatomas, tais

como, HepG2, HuUH6 e HuH7, sdo permissivas a replicacdo do HBV somente quando



transfectadas com o genoma viral clonado (Tsurimoto et al., 1987; Sells et al., 1988).
Recentemente, foi desenvolvida uma linhagem celular de hepatoma humano,
denominada HepaRG, que é suscetivel a infecgdo pelo HBV (Gripon et al., 2002).
Entretanto, o cultivo desta linhagem celular é ainda bastante laborioso.

A utilizacdo de modelos animais em infecgdes experimentais é restrita, uma
vez que o HBV infecta, além do homem, apenas primatas ndao humanos. A
imunogenicidade e antigenicidade sdo mantidas em pH 2,4 por 6 horas ou a 98°C
por 1 minuto ou 60°C por 10 horas. A infecciosidade do HBV, apds estocagem a 30 -
32°C por seis meses ou a —20°C por quinze anos, também é conservada. Entretanto,
a exposicao do HBsAg ao hipoclorito de sddio na concentragao de 0,25% por 3
minutos destroi a antigenicidade do virus e provavelmente a infecciosidade. Outros
agentes como alcool isopropilico, alcool etilico ou combinag¢des desses, inativam o
HBV. Além disso, a exposicado direta a ebulicdo por 2 minutos e autoclavacido em
121°C por 20 minutos, pode inativar os virions em amostras de soro (Bond et al.,
1983; Hollinger, 1996).

1.11 - Organizagdo Genomica

O genoma do HBV & um dos menores entre os virus que infectam o homem,
abrangendo aproximadamente 3.200 pares de bases (pb). E composto por uma
molécula de DNA circular parcialmente fita dupla. A fita maior € complementar aos
RNAs virais e por convencao possui polaridade negativa (fita negativa). Nesta fita
existe uma proteina covalentemente ligada a sua extremidade 5 (Gerlish &
Robinson, 1980). Na fita de polaridade positiva, a posi¢cao da extremidade 5’ terminal
¢é fixa, enquanto que a posig¢ao da extremidade 3’ terminal é variavel. Desta forma, o
comprimento da fita positiva € variavel, correspondendo entre 50 a 90% do
comprimento da fita complementar (Figura 6). Proxima as extremidades 5’ de ambas
as fitas, ha duas pequenas sequéncias de 11 nucleotideos, que sao diretamente
repetidas e chamadas de “direct repeats” (DR1 e DR2). Estas sequéncias sao
importantes para a inicializacdo da replicacao do HBV (Seeger et al., 1986, Lien et
al., 1987, Will et al., 1987).

O genoma do HBV é totalmente codificante e apresenta quatro fases de
leitura aberta designadas de pre-S/S, pre-C/C, P e X (Figura 6). Através de um

engenhoso sistema que sobrepde as fases de leitura aberta, todos os genes do virus



estdo intimamente ligados e o HBV pode produzir aproximadamente 50% mais
proteinas do que o esperado para o tamanho do seu genoma (Ganem & Varmus,
1987). A regido genbmica pre-S/S codifica as proteinas de superficie viral que
compdem o HBsAg; pre-C/C é responsavel pela sintese do HBcAg e do antigeno e
(HBeAg); o gene P codifica a polimerase viral; a regido X sintetiza uma proteina
regulatéria, chamada de proteina X (HBxAg). A numeracado dos pares de bases do
genoma do HBV mais comumente utilizada, se inicia a partir de um sitio unico para a
enzima de restricdo EcoRI, localizado na regiao pre-S2 ou em sitios homadlogos,

caso o sitio EcoRI esteja ausente.
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Figura 6: Modelo Esquematico do Genoma do HBV. O esquema mostra as quatro
fases de leitura aberta pre-S/S, pre-C/C, P e X, e as respectivas coordenadas do
inicio e final de cada regido; os pontilhados indicam a regido do genoma que possui

fita simples (Fonte: Gomes, 2003).

1.11.1 — A Fase de Leitura Aberta Pre-S/S

O gene pre-S/S, inclui as regides pre-S1, pre-S2 e S, com trés cédons de
iniciacdo na mesma fase de leitura. A proteina de maior tamanho, L “large® (400 aa),

€ codificada a partir do cdédon de iniciagao localizado no comego da regido pre-S1, e



a sintese desta proteina se estende pelas regides pre-S1, pre-S2 e S. A proteina de
tamanho intermediario, M “middle” (281 aa), é codificada pelas regides pre-S2 e S,
enquanto que a proteina de menor tamanho, S “small” (226 aa) € sintetizada a partir
do terceiro codon de iniciagdo localizado no inicio da regido S. Todas estas
proteinas possuem o mesmo codon de terminagao localizado no final da regido S.
Estas proteinas sdo encontradas nas formas glicosiladas e nao glicosiladas, sendo
que a proteina M pode se apresentar diglicosilada (Seeger & Mason, 2000).

Os trés tipos de proteinas ndo sao distribuidos uniformemente entre as
diferentes formas de particulas virais (Heermann et al., 1984). Particulas subvirais de
22 nm sao compostas predominantemente por proteinas S, apresentando
quantidades variaveis de proteina M e poucas cadeias L. Entretanto, as particulas
completas (virions) sdo enriquecidas de proteinas L. Uma vez que sabe-se que as
proteinas L contém os sitios de ligagcdo do HBV aos receptores especificos nos
hepatdcitos (Neurath et al., 1986; Klingmuller & Schaller 1993), este enriquecimento
de proteinas L poderia prevenir as particulas subvirais, que sdo mais numerosas, de
competir com os virions pelos receptores presentes na superficie celular (Ganem,
1996).

A proteina M também atua como elemento de ligacdo para a adsorgao do
HBV. Esta proteina possui uma regido de ligagdo com a albumina sérica humana e
esta ligacdo permite que o HBV penetre via receptores celulares de albumina no
citoplasma do hepatdcito (Thung & Gerber, 1984; Dash et al., 1991).

A proteina S, que é a principal proteina que forma o HBsAg, é capaz de
induzir resposta imunolégia protetora (anti-HBs) contra o HBV, e é o antigeno
utilizado na formulag&o de vacinas (Grob, 1998). Mutagdes em epitopos especificos,
ocorrendo dentro do gene S, podem interferir na prote¢cdo vacinal, na analise de
resultados sorolégicos, bem como prejudicar a terapia baseada na utilizagado de
anticorpos especificos para suprimir a infecgdo em individuos transplantados (Blum,
1993; Wallace & Carman, 1994).

1.11.2 — A Fase de Leitura Aberta da Polimerase (P)

O gene P cobre aproximadamente 3/4 do genoma e codifica uma enzima de
832 aminoacidos, com atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e RNAse
H. A fase de leitura aberta do gene P esta decalada de dois nucleotideos em relagao

a fase de leitura pre-S/S. Existem quatro dominios na polimerase viral: o dominio



amino-terminal, que atua como proteina terminal ou primase, necessario para o
inicio da sintese da fita de DNA de polaridade negativa; uma regiao chamada de
“‘espacadora”, que parece nao ter nenhuma fungdo em particular; o dominio de
transcriptase reversa; e o dominio C-terminal que exibe atividade de RNAse H.
Existe homologia entre a polimerase viral e outras transcriptases reversas, em
particular estas enzimas compartiiham o motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD) que é
essencial para a atividade de transcrigdo reversa (Toh et al., 1983). Pacientes
submetidos a terapia com drogas antivirais, como a lamivudina, podem apresentar

mutacgdes no motivo YMDD que causam resisténcia a droga (Francgois et al., 2001).

1.11.3 — A Fase de Leitura Aberta Pre-C/C

A regiado pre-C/C possui dois codons de iniciagdo na mesma fase de leitura
aberta. O HBeAg é traduzido a partir do unico coédon de iniciagao da regiao pre-C.
Inicialmente, é produzido um polipeptideo precursor de 214 aminoacidos
compreendendo os 29 aminoacidos da regido pre-C e os demais aminoacidos do
gene C. O produto é entao translocado para o reticulo endoplasmatico rugoso onde
€ clivado nas duas extremidades, resultando na formagcdo do HBeAg com 159
aminoacidos. O HBeAg é entdo secretado na circulagdo sanguinea, usualmente
ligado a proteinas do soro, sendo um indicador de replicagdo viral (Garcia et al.,
1988; Nassal & Rieger, 1993). A correlagdo entre a expressdo do HBeAg e o
estabelecimento da infecgdo crénica em criancas de méaes portadoras do HBV,
demonstra que este antigeno tem uma provavel funcdo de induzir tolerancia
imunoldgica, uma vez que € capaz de atravessar a placenta e atingir a circulagao
sanguinea do feto (Milichi et al., 1990).

O HBcAg corresponde a um polipeptideo de 185 aminoacidos. O
nucleocapsideo viral é formado por 180 monémeros desta proteina que
espontaneamente se ligam para formar uma particula icosaédrica (Nassal &
Schaller, 1996). O HBcAg é ainda capaz de induzir a produg¢do de anticorpos (anti-
HBc) independentemente de células T, tanto na infeccdo natural pelo HBV quanto
em animais imunizados (Milich & Mclachlam, 1986).

Diversas mutagdes na regido pre-C/C tém sido descritas por varios autores
(Carman et al., 1989; Fiordalisi et al., 1990; Maruyama et al., 2000; de Castro et al.,
2001). Uma das mutagcbes mais freqlientes € a troca de uma guanina, no

nucleotideo 1896, por uma adenina, alterando o cdédon 28 da proteina HBeAg,



inicialmente UGG, em um codon de terminagdo (UAG) para a tradugao protéica.
Com a presenca do codon de terminagao, a expressao do HBeAg é interrompida. A
ocorréncia desta mutacdo depende da presenca de uma uracila no nucleotideo
1858, o qual vai parear com o nucleotideo 1896 na estrutura ¢ do sinal de
encapsidacdo do RNA pré-genémico. Os gendtipos B, C, D e E apresentam uma
uracila nesta posicado, explicando assim, a alta prevaléncia de mutantes A1896 na
Asia e no Mediterraneo onde os trés primeiros gendtipos sdo encontrados. A
infeccao pelo HBV mutante na regido do pre-core, incapaz de secretar HBeAg, tem
sido associada com hepatite fulminante (Sato et al., 1995), hepatite crénica severa
(Brunetto et al., 1989) e também tem sido descrita em pacientes assintomaticos
(Okamoto et al., 1990).

1.11.4 — A Fase de Leitura Aberta X

O gene X é a menor regiao gendmica do HBV e é responsavel pela sintese da
proteina HBxAg de 154 aminoacidos. Este gene esta presente somente nos virus do
género Orthohepadnavirus. A fungdo exata desta proteina na infecgdo pelo HBV
ainda nao foi completamente definida. Porém, sabe-se que o HBxAg estimula a
replicacdo e a expressao de genes virais, o que pode ser importante para o
estabelecimento e manutencdo do estado de portador cronico (Feitelson & Duan,
1997).

Apesar da determinagdo dos sitios de integragdo do genoma do HBV no
genoma do hospedeiro parecga ser aleatoria, existem regides de preferéncia dentro
do genoma viral. Durante a replicagao do HBV, a origem de replicagao para cada fita
de DNA consiste em uma sequéncia de 11 pares de bases repetidas e invertidas
(“direct repeats”) (Dejean et al.,, 1984). Uma vez que estas sequéncias estdo
sobrepostas ao gene X, este gene se torna a sequéncia mais frequentemente
integrada ao genoma do hepatdcito. A maioria dos tumores primarios apresentam
produtos de RNA do gene X, e apenas poucos apresentam RNAs de outras regides
gendmicas do HBV. (Diamantis et al., 1992; Paterlini et al., 1995). Muitos desses
fragmentos integrados codificam HBxAg que atua como trans-ativador de promotor
tanto in vitro (Wollersheim et al., 1988) como in vivo (Balsano et al., 1994). Além
disso, a proteina X pode interferir na atividade da p53, uma proteina supressora de

tumor e ativadora da apoptose celular. Estas propriedades parecem contribuir para o



desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular em portadores crénicos do
HBV (Feitelson et al., 1993; Truant et al., 1995).

1.12 — Replicagao Viral

O sitio primario de replicagdo do HBV é a célula hepatica, embora ndo se
tenha ainda informacdes detalhadas sobre os mecanismos de adsorcédo e
penetracdo do HBV nesta célula. Muitos estudos tém sido realizados sobre os
componentes do envelope viral e 0 seu envolvimento nas interagbes com a célula
hospedeira. Para o HBV, ha muitas evidéncias que indicam que as proteinas L, M e
S participam da ligagdo a receptores celulares. Anticorpos contra epitopos
codificados pela regido pre-S1, bloqueiam a adsorgdo de particulas do HBV a
fracbes de membrana plasmatica de hepatécitos humanos e a células HepG2
(Neurath et al., 1986; Pontisso et al., 1989).

A Figura 7 apresenta as principais etapas do ciclo replicativo do HBV. Apos
adsorcao, o nucleocapsideo viral penetra no hepatécito e libera o DNA do HBV no
nucleo da célula hospedeira. Primeiramente, o DNA viral é convertido na forma
circular dupla fita covalentemente ligada (cccDNA). Para isto, a fita positiva &
completada pela DNA polimerase celular. A RNA polimerase |l celular transcreve o
genoma do HBV a partir da forma cccDNA em RNAs genémicos e subgendmicos.
Todos os produtos de transcricdo sao capeados na extremidade 5’ e compartilham o
mesmo sinal de poliadenilagdo (AATAAA) na extremidade 3'.

Ao longo de todo o genoma viral, existem quatro promotores (pre-S1, pre-S2,
pre-C/C e X) e dois elementos “enhancer” (Enhl e Enhll). O promotor pre-C/C
controla a transcricao de diferentes RNAs de tamanho em torno de 3,5 kb, que
possuem heterogeneidade na extremidade 5. Entre estes RNAs, o chamado de
RNA pré-genémico (pgRNA) é o molde para a sintese do DNA gendmico, através de
um complexo sistema de transcricdo reversa. O pgRNA serve também de molde
para a sintese da proteina do core e da polimerase viral. Os RNAs de 3,5 kb com
extremidade 5’ localizada acima do cédon de iniciagao da regido pre-C, moldam a
sintese do HBeAg.

No caso das proteinas de envelope que compdem o HBsAg, sdo conhecidos
dois promotores, promotor pre-S1 e promotor pre-S2/S. O promotor pre-S1 controla

a transcricdo de um unico RNA subgendémico de 2,4 kb, que perfaz toda a regiao



pre-S/S e é o unico RNA mensageiro para a proteina “large”. O promotor pre-S2/S
controla uma familia de RNAs subgenbébmicos de 2,1 kb possuindo
microheterogeneidade da extremidade 5, de modo que um destes transcritos se
inicia imediatamente antes do AUG da regido pre-S2 e os demais apds este codon
de iniciagdo. Desta forma, um dos transcritos de 2,1 kb origina a proteina “middle”,
enquanto os demais RNAs mensageiros de 2,1 kb originam a proteina “small”.

O promotor X controla a transcricdo de um RNA subgendmico de 0,9 kb que &
traduzido na proteina HBxAg.

Apos a tradugdo dos RNAs no citoplasma, o pgRNA é encapsidado
juntamente com a polimerase viral. Acredita-se que o empacotamento do pgRNA
dependa da interagdo entre a polimerase, proteinas do core e o sinal de
encapsidacédo (g), localizado na extremidade 5 do pgRNA (Bartenschlager &
Schaller, 1992). No interior do nucleocapsideo ocorre a transcrigdo reversa do
pgRNA em DNA. Inicialmente é sintetizada a fita de DNA de polaridade negativa.
Paralelamente, a atividade de RNAse H da polimerase viral degrada o molde de
RNA. Com o término da polimerizagcao da fita negativa, inicia-se a sintese da fita de
polaridade positiva, a qual ndo é formada completamente. Uma vez que a sintese da
fita positiva comecga, o nucleocapsideo adquire o envelope lipoprotéico viral. Este
processo ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso, seguindo depois no complexo

de Golgi, onde finalmente os virions sdo secretados (Figura 7) (Ganem, 1996).
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1.13 — Variabilidade do HBV

1.13.1 — Subtipos do HBV

Os primeiros relatos de variabilidade do HBV vieram de Le Bouvier (1971),
que descreveu dois determinantes antigénicos mutuamente exclusivos, d e y. Estes
determinantes residem na proteina de superficie do virus, juntamente com o
principal determinante antigénico a, localizado entre os aminoacidos 124 a 147 da
regidao S (Levene & Blumberg, 1969). Dois determinantes adicionais, w e r, foram
descritos por Bancroft e colaboradores (1972), que observaram que cada cepa de
HBYV poderia ser caracterizada como pertencendo a um dos subtipos adw, adr, ayw
ou ayr. Em um amplo estudo, subtipos adicionais foram caracterizados por
Couroucé-Pauty e colaboradores (1983). Os dez subtipos descritos foram aywl,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3, adw4, adrg— e adrq+ (Tabela 1). Através de
técnicas moleculares, foi possivel demonstrar que substituicdes de aminoacidos
(lisina por arginina) nas posicbes 122 e 160 da proteina S estdo associadas as
variagdes alélicas “d/y” e “w/r”, respectivamente, enquanto que no residuo 127, estao
relacionadas as subespecificidades do subdeterminante w, sendo prolina (wl/w2),
treonina (w3) ou leucina (w4) (Okamoto et al., 1987a; Norder et al.,, 1992a). Os
demais determinantes tém sido mapeados em aminoacidos localizados nas posicoes
134, 159, 177 e 178 (Okamoto et al., 1989; Norder et al., 1992a) (Tabela 1). A
subtipagem de cepas do HBV pode ser utilizada para estudos epidemiolégicos e, em

alguns casos, para verificar a possibilidade de infecgao nosocomial.

Tabela 1: Subtipos do HBV e seus correspondes aminoacidos no HBsAg (Fonte:
Adaptado de Kay & Zoulim, 2007).

Subtipo Aminoacidos HBsAg

aywl 122R+160K+127P+(134F e/ou 159A)
ayw?2 122R+160K+127P

ayw3 122R+160K+127T

ayw4 122R+160K+127L

Ayr 122R+160R

adw2 122K+160K+127P

adw3 122K+160K+127T

adw4g- 122K+160K+127L+178Q

adrqg+ 122K+160R+177V+178P

adrg- 122K+160R+1772




1.13.2 — Genoétipos do HBV

Em 1988, Okamoto e colaboradores sugeriram que os subtipos tradicionais
poderiam ser complementados ou substituidos por uma classificagcdo de cepas do
HBV em subgrupos genéticos. Um total de 18 sequéncias completas de HBV,
incluindo trés genomas de origem asiatica do subtipo adw clonadas neste estudo,
bem como quinze sequéncias oriundas de diferentes paises (seis adw, quatro adr,
quatro ayw, e um ayr) foram analisadas. Através da comparagdo da sequéncia
nucleotidica, observou-se que estas sequéncias se agrupavam em quatro grupos,
denominados de A a D, com mais de 8% de divergéncia intergenotipica. Esta
porcentagem de divergéncia na sequéncia nucleotidica passou a ser utilizada para
distinguir os gendtipos. Comparagdes de sequéncias do gene S foram feitas por
Norder e colaboradores (1992b) e mais outros dois gendtipos (E e F) foram
descritos. Em um amplo estudo, eles compararam sequiéncias da regiao S de 122
cepas e confirmaram a existéncia destes dois novos genotipos (Norder et al., 1993).
Neste mesmo ano, Naumann e colaboradores (1993), descreveram uma cepa do
Brasil bastante divergente das demais cepas, com relagdo a sequéncia gendmica
(15%). Esta cepa expressava o subtipo adw4, e pertencia ao gendtipo F. Ela tem
sido frequentemente utilizada como um grupo externo em estudos filogenéticos do
HBV, uma vez que o gendtipo F € o mais divergente entre os ja relatados em
humanos. Um novo gendtipo, designado G, foi descrito em 2000 em um estudo com
doadores de sangue na Franca e nos Estados Unidos (Stuyver et al., 2000). Mais
recentemente, um estudo evidenciou um novo subgrupo de isolados muito
relacionado filogeneticamente ao gendtipo F que foi denominado como gendtipo H
(Arauz-Ruiz et al., 2002).

Nao ha uma correlagdo direta entre os gendtipos e subtipos, pois alguns
subtipos podem ser encontrados em mais de um genétipo diferente. E o caso do
subtipo adw2, que é encontrado nos gendtipos A, B, C e G, e o subtipo ayw1, que é
encontrado nos gendtipos A e B. O subtipo adw4, que, até recentemente, era
exclusivo do gendtipo F, foi observado, através da analise de aminoacidos da regiao
S, em cepas pertencentes ao gendtipo H.

Os gendtipos do HBV apresentam diferentes tamanhos de genoma. As cepas
dos gendtipos B, C, F e H possuem um genoma de 3.215 pb. Os isolados do
gendtipo D possuem um genoma de 3.182 pb devido a uma delecdo de 33

nucleotideos na regido pre-S1. Os gendtipos E e G, cujos genomas correspondem a



3.212 pb e 3.248 pb, respectivamente, possuem uma delegcao de trés nucleotideos
no gene da polimerase. Além disso, o genodtipo G apresenta uma inser¢cao de 36
nucleotideos na porgdo N-terminal do gene do core, fazendo com que este seja o
maior genoma dentre os isolados de HBV (Stuyver et al., 2000). O gendtipo A varia
dos demais gendétipos por uma insergdo de seis nucleotideos na por¢gao N-terminal
do gene da polimerase (inser¢cao que afeta também o gene do core sobreposto).

Devido a uma grande diversidade intra-genotipica, alguns gendtipos foram
mais recentemente divididos em subgendtipos. Foi o caso dos gendtipos A
(subgendtipos A1, A2 e A3) (Bowyer et al., 1997; Kramvis et al., 2002, Kurbanov et
al., 2005), B (B1, B2, B3 e B4) (Sugauchi et al., 2004a), C (C1, C2 e C3) (Huy et al.,
2004), D (D1, D2, D3 e D4) (Norder et al., 2004) e F (F1a, F1b, F2, F3, F4) (Devesa
et al., 2004).

Os gendtipos do HBV apresentam uma distribuigdo geografica caracteristica
nas diferentes regides do mundo (Figura 8). Os gendtipos A e D sao bastante
difundidos no mundo, embora o gendtipo D seja relativamente raro no Norte da
Europa e EUA. Pouco se sabe sobre a distribuicdo do gendtipo G, tendo sido este ja
encontrado na Europa, EUA e no Japado. Os gendtipos B e C sdo encontrados
essencialmente na Asia. O genétipo E é encontrado na Africa subsaariana e em
casos raros, na Franca e Gra-Bretanha, devido provavelmente a imigracdo. O
gendtipo F é encontrado principalmente nas Américas do Sul e Central, sendo
originario das populagdes amerindias. O gendtipo H € encontrado na América
Central e no Sul dos EUA. Os subgenétipos do HBV também apresentam uma
distribuicdo global diferenciada. O subgendtipo A1 (ou Aa) é encontrado
principalmente na Africa e Asia enquanto que o subgenétipo A2 (ou Ae) se encontra
distribuido pela Europa e América do Norte (Sugauchi et al., 2004b). Ja o
subgendtipo B1 (Bj) é encontrado somente no Japao e B2 (Ba) esta distribuido no
restante da Asia (Sugauchi et al., 2004a). A Tabela 2 apresenta a correlagéo entre
0s genotipos, subgendtipos, subtipos e as regides geograficas onde estes grupos

sao encontrados.



Figura 8: Distribuicdo Global dos Gendtipos e Subgendtipos do HBV. Disponivel em

<http://web.ucsf.edu/sfhbc/elective/2005/fall/Virology Bass.ppt> [acesso em 21 junho 2008].

Tabela 2: Caracteristicas dos Genotipos do HBV (Fonte: Adaptado de Kay & Zoulim, 2007).

Genétipo Subgenétipo Subtipo Distribuicao Geografica Genoma (pb)
A A1 (Aa) adw2, aywl Africa, Asia, Brasil 3221
A2 (Ae) adw2, aywl Norte da Europa e EUA
B B1 (Bj) Adw2 Japao 3215
B2 (Ba) adw2, adw3 Asia
B3 adw2, aywl Indonésia, China
B4 aywl, adw2 Vietnam, Cambodia
C C1 adrg+, ayr, adw2, aywl Leste Asiatico 3215
Cc2 adrg+, ayr Leste Asiatico
C3 adrg-, adrg+ llhas do Pacifico
D D1 ayw2, adwl, ayw1 Europa, Egito, india, Asia 3182
D2 ayw3, aywl Europe, Japao
D3 ayw3s, ayw2, ayw4 Europa, Asia, Africa do Sul, EUA
D4 ayw2, ayw3 Australia, Japao, Nova Guiné
E ayw4, ayw2 Africa subsaariana, Reino Unido, Franga 3212
F Fla adw4, ayw4 Ameérica Central 3215
Flb Adw4 Argentina, Japao, Venezuela, EUA
Fll Adw4 Brasil, Venezuela, Nicaragua
Flll Adw4 Venezuela, Panama, Colémbia
FIV Adw4 Argentina, Bolivia, Franca
G Adw2 EUA, Alemanha, Japao, Franca 3248
H Adw4 EUA, Japao, Nicaragua 3215

No Brasil, um pais com dimensdes continentais e com uma populagio

altamente miscigenada, os gendtipos mais prevalentes sédo A, D e F (Moraes et al.,
1996; Teles et al., 1999; de Castro et al., 2001; Araujo et al., 2004). Recentemente,

Mello e colaboradores analisaram amostras de soro HBsAg positivas de 303

doadores de sangue das cinco regides geograficas do Brasil (Mello et al., 2007).



Este estudo mostrou uma maior prevaléncia no pais do gendtipo A (48,5%), com um
predominio do subgendtipo de origem africana A1 (138/153; 90.2%), corroborando
os resultados obtidos em um estudo anterior (Araujo et al., 2004) (Figura 9).

A presencga destes trés gendtipos € um reflexo da formagdo da populagéo
brasileira. O subgendtipo de origem africana A1, foi provavelmente introduzido no
Brasil através do trafico de escravos africanos, ocorrido entre os séculos XVI e XIX.
A alta prevaléncia do gendtipo D no Sul do Brasil, bem como a presenca do
subgenotipo de origem européia A2, podem ser relacionados ao fluxo de imigrantes
europeus, provenientes principalmente da Italia e Alemanha, ocorrido no inicio do
século XX. Por fim, o gendtipo F, caracteristico das populagdes amerindias, seria

originario da populagéo nativa do Brasil [Mello et al., 2007].

Bl Genétipo A
[ Genétipo D
[] Genétipo F

Figura 9: Distribuicdo dos Gendtipos do HBV nas Cinco Regides do Brasil (Fonte:

Mello et al., 2007- Figura adaptada para o portugués).

1.14 — A Proteina S do HBsAg

1.14.1 — Estrutura da Proteina S do HBsAg

A proteina S é uma glicoproteina de 226 aminoacidos e é o principal

componente do HBsAg. Ela se encontra ancorada a membrana do reticulo



endoplasmatico, provavelmente através de quatro segmentos transmembranicos
(Figura 10). O primeiro segmento (TM1), localizado na por¢do amino-terminal da
proteina (residuos 4 a 24), é seguido por (i) um “loop” citosdlico (residuos 24 a 80)
englobando um epitopo para células T (Chisari & Ferrari, 1995), (ii) o segmento TM2
(residuos 81 a 100), e (iii) um “loop” antigénico (residuos 101 a 164), voltado para o
lumen do reticulo endoplasmatico, que contém o principal epitopo para células B,
denominado determinante a (residuos 124 a 147) (Gavilanes et al., 1982). A
topologia da porgéo carboxi-terminal da proteina S (residuos 165 a 226) ndo é ainda
precisamente conhecida. Acredita-se que este dominio possua dos segmentos
transmembranicos (TM3 e TM4) localizados nas posicdes 173 a 193 e 202 a 222,
respectivamente, sendo separados por um segundo “loop” citosolico (residuos 194 a
201) (Persson & Argos, 1994).

Figura 10: Esquema da estrutura do HBsAg. Os aminoacidos marcados em cinza
correspondem ao determinante antigénico a. (Fonte: Jeantet et al., 2002 - Figura adaptada

para o portugués).



1.14.2 — Variabilidade Genética da Proteina S do HBsAg

O primeiro estudo com o objetivo de estimar a taxa de mutagdo do HBV foi
realizado por Okamoto e colaboradores (1987b). Através da comparagdo de
diferentes clones isolados do soro de uma mulher de 54 anos, infectada pela via de
transmissao vertical, a taxa de mutagao do HBV foi estimada entre 1,4 e 3,2 x 10
substituicdes por sitio/ano. Esta taxa de mutagdo € mais alta do que em virus de
DNA e mais préxima a certos virus de RNA.

A taxa de substituicbes in vivo depende de varios fatores, relativos ao HBV
(genoma compacto e replicagdo por transcricdo reversa), ao seu hospedeiro
(resposta imune) e a fatores externos (tratamentos antivirais) (Kidd-Ljunggren et al.,
2002). O genoma compacto do HBV, onde as quatro fases de leitura estéo
parcialmente sobrepostas, restringe o numero de mutagbes que ocorrem
naturalmente durante a replicagdo viral. A ocorréncia de uma mutagcdo em uma
determinada fase de leitura, por exemplo, na pre-S/S, pode gerar uma mutagéo na
fase de leitura sobreposta, no caso o gene da polimerase, que podera afetar a
viabilidade da replicagao viral (Chen & Oon, 1999). Por um outro lado, a estratégia
de replicagao através de transcricado reversa, utilizando-se uma RNA polimerase que
nao possui atividade de reparacdo de erro (“proof reading”), como as DNA
polimerases, contribui para um aumento nas taxas de muta¢gdo do genoma do HBV.

As vacinas contra o HBV disponiveis sdo compostas exclusivamente de
HBsAg recombinante. O HBsAg possui uma regido antigénica denominada
determinante a (residuos 124 a 147), que tem a capacidade de induzir resposta
imunoldgica protetora contra o HBV, e contra a qual os anticorpos neutralizantes sao
direcionados. Além disso, o determinante a € o principal alvo dos testes de detecgao
para o HBsAg.

Algumas variagoes especificas de aminoacidos dentro ou proximas desta
regidao do HBsAg estdo associadas aos gendtipos do HBV. A influéncia dos
diferentes gendtipos na sensibilidade de ensaios soroldgicos de deteccdo do HBsAg
tem sido pouco investigada, sobretudo com respeito ao gendtipo F, o qual é
encontrado somente nas Américas do Sul e Central. Entretanto, dados mostrando
uma influéncia dos diferentes gendtipos na sensibilidade dos ensaios de detecgao
do HBsAg, tém sido relatados (Weber, 2005).

Mutacbes nao relacionadas aos genodtipos na regido do determinante a

podem resultar em alteragcbes na antigenicidade do HBsAg, dificultando o



reconhecimento de tais mutantes pelos anticorpos neutralizantes (anti-HBs). Em um
estudo realizado por Oon e colaboradores (1995) em Singapura, foram identificadas
mutagbes em varias posigdes do determinante antigénico a do HBsAg, em 41
criangas infectadas pelo HBV, que tinham sido vacinadas previamente para o HBV.
Estas mutagdes incluem a G145R (primeira mutagao descrita de escape da vacina —
Carman et al., 1990), D144A, M133L, Q129H e I/T126A. Estas mutagdes resultam
em uma mudanga de antigénicidade do HBsAg, diminuindo a afinidade deste
antigeno ao anticorpo neutralizante anti-HBs. A emergéncia de cepas mutantes de
escape a vacina também foi confirmada no Japao (Miyake et al., 1996), China (He et
al., 1998), Espanha (Wallace et al., 1994), Gambia (Fortuin et al., 1994) e Alemanha
(Zuckerman et al., 1994).

Por um outro lado, algumas muta¢des de aminoacidos na proteina S tém sido
relacionadas a inibicao ou diminuigdo da secrec¢ao de virions (G145R, Kalinina et al.,
2003), de particulas incompletas de HBsAg (R79K, Blanchet and Sureau, 2006) ou
de ambos (L77R, Chua et al., 2005; R169P, Khan et al., 2004). Residuos de cisteina
localizados nas posigbes 48, 65, 69 e 107 do HBsAg tém sido descritas como
essenciais para a secregcao de particulas incompletas de HBsAg (Mangold &
Streeck, 1993). Além disso, Jenna & Sureau (1999) mostraram que delecdes na
porcao carboxi-terminal do HBsAg também geram uma inibigcdo da secregcdo dessas

particulas.

1.14.3 — Hepatite B Oculta

O desenvolvimento de ensaios de PCR mais sensiveis tem permitido a
deteccdo do DNA do HBV no soro e/ou figado de pacientes negativos para o HBsAg.
A deteccdo do DNA do HBV em pacientes com sorologia negativa para o HBsAg
caracteriza a ocorréncia de infecgao oculta pelo HBV (Hu et al., 2002). A hepatite B
oculta € um tema que preocupa pesquisadores do mundo inteiro. Este tipo de
infeccédo € frequentemente observado em pacientes de hemodialise e pacientes
infectados pelo HCV (Torbenson & Thomas, 2002). Muitas questbes sao levantadas,
como o impacto clinico da infeccdo oculta e o impacto da infecgao oculta na
transmissao do virus. A possibilidade de contaminacao e disseminagao destes virus
causadores de infecgbes ocultas ndo pode ser desprezada. As seguintes causas
para a falta de deteccdo do HBsAg podem ser: a) Ocorréncia de baixos niveis de

replicacéo do virus ocasionando producéo insuficiente de HBsAg para a detecgao



em ensaios sorologicos; b) Presenga de mutagdes que possam diminuir a afinidade
do HBsAg pelos testes comerciais de diagndstico; c) Possivel inibicdo da secrecao
do HBsAg em cultura de células e a identificacdo de mutagbes que possam ser
responsaveis por esta retencao intracelular do antigeno (Carman, 1997; Kalinina et
al., 2003; Jeantet et al., 2004).

Por terem as mesmas vias de transmissao, a co-infecgcdo HBV/HIV é comum.
Evidéncia sorologica de infecgdo presente ou passada pelo HBV é encontrada em
até 90% dos individuos infectados pelo HIV e cerca de 10% destes pacientes estao
cronicamente infectados pelo HBV (Twu et al., 1993; Thio & Locarnini, 2007). A co-
infeccdo com o HIV resulta em uma consideravel modificagao da histéria natural da
infeccdo pelo HBV, principalmente através do impacto que esta infecgdo causa ao
sitema imune. A co-infeccdo HIV/HBV esta associada com o aumento da taxa de
cronicidade da hepatite B, com altos niveis de replicagao do HBV, uma baixa taxa de
soroconversao para anti-HBe e anti-HBs e com niveis mais baixos de ALT. A
atividade necro-inflamatodria nestes pacientes € mais baixa, entretanto, a progresséo
para cirrose € mais rapida e a mortalidade relacionada a doenca hepatica é mais alta
do que na monoinfecgao pelo HBV (Puoti et al., 2006; Thio & Locarnini, 2007). Além
disso, trés medicamentos que fazem parte da HAART (lamivudina, tenofovir e
emtricitabina) sao potentes inibidores da replicacdo do HBV.

Os dados sobre a hepatite B oculta em pacientes HIV positivos sdo bastante
divergentes, com relatos de prevaléncia variando de 0 a 89% (Hofer et al., 1998;
Nufez et al., 2002; Nebbia et al., 2007). Diferengas na composi¢cao das populacdes
estudadas, bem como na sensibilidade dos ensaios utilizados, podem ser a razao
para tal divergéncia nos valores. Estudos realizados no Brasil, mostraram uma
prevaléncia de infecgdo oculta em pacientes infectados pelo HIV e com sorologia
positiva para anti-HBc de 16% e 19% (Santos et al., 2003; Sucupira et al., 2006).

1.14.4 - HBsAg como Apresentador de Epitopos Exégenos - Enfoque HCV

O HBsAg é expresso em altos niveis pelas células infectadas e tem a capacidade
de se auto-organizar formando particulas virais sem nucleocapsideo (particulas
subvirais ou incompletas), contendo apenas o envelope lipoprotéico (Laub et al.,
1983). Cada particula de HBsAg é composta por 100 a 150 sub-unidades da
proteina S. Devido ao seu alto potencial imunogénico, particulas de HBsAg estao

sendo empregadas para carrear e apresentar epitopos de diversos agentes



infecciosos, tais como o Clostridium tetani (Chengalvala et al., 1999), a glicoproteina
D do Herpex simplex (Valenzuela et al., 1985), proteina do capsideo do poliovirus
(Delpeyroux, et al., 1986), antigenos derivados do parasito da malaria (Von Brunn et
al., 1991), virus da dengue (Bisht, et al., 2002) e HIV (Michel et al., 2007).

A infec¢ao pelo HCV atinge cerca de 2 a 3% da populagdo mundial. Mais de
70% das infecgcées pelo HCV se tornam crénicas, sendo que destas, 5 a 20%
progride para cirrose e carcinoma hepatocelular (Jin et al., 2002). Sendo um virus
identificado apenas em 1989 (Choo et al., 1989), acredita-se que um consideravel
numero de individuos ainda desconheca o seu estado de portador crénico para esta
infeccao. Até o momento, ndo existe uma vacina disponivel contra a infec¢ao pelo
HCV e o tratamento com drogas antivirais, sdo eficazes em apenas 40% dos
pacientes (Fried & Sambrook, 1995).

O HCV é um virus que apresenta semelhangas em relacdo a sua estrutura e
organizagcao genémica, como os pestivirus e flavivirus, sendo classificado como um
novo género Hepacivirus, dentro da familia Flaviviridae (Robertson et al., 1998).

O HCV é entre os virus de importancia clinica que infectam o homem, um dos
que possuem a maior taxa de mutacao, existindo dentro de um individuo como
quasiespecies (Martell et al., 1992). Atualmente o HCV é dividido em seis gendtipos
(1 a 6) e multiplos subtipos, os quais apresentam diferengas significativas com
relacdo a prevaléncia global, alguns com distribuicdo mundial, outros mais restritos a
certas regides (Bukh et al., 1997). No Brasil, os poucos estudos realizados nesta
area tém demonstrado uma maior prevaléncia para os genétipos 1, 2 e 3 (Bassit et
al., 2000; Espirito-Santo et al., 2007).

O HCV é um virus envelopado cujo genoma € formado por um filamento simples
de RNA de polaridade positiva, contendo aproximadamente 9.400 nucleotideos. O
RNA viral possui uma longa fase de leitura aberta que codifica para uma poliproteina
precursora de cerca de 3.000 aminoacidos (Choo et al., 1991). Mais de 10 proteinas
diferentes s&do codificadas a partir do genoma do HCV, como resultado do
processamento proteolitico co- e pds-traducional da poliproteina precursora. Este
processamento depende de enzimas codificadas pelo genoma viral (proteinases
NS3 e NS2-NS3) e da célula hospedeira (signalase ou peptidase-sinal). As proteinas
estruturais — proteina do capsideo ou core (C), glicoproteinas do envelope 1 (E1) e
envelope 2 (E2) — estdo localizadas na extremidade amino-terminal, e as proteinas
ndo-estruturais — NS2, NS3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b - estdo localizadas na

extremidade carboxi-terminal da poliproteina (Grakoui et al., 1993).



Em estudos com o HCV, mostrou-se que a apresentacédo de epitopos da regido
do core (Major et al., 1995; Geissler et al., 1998) e do envelope E2 (Netter et al.,
2001; Jin et al., 2002) é muito mais eficiente quando estas se encontram fusionadas
ao HBsAg. As glicoproteinas do envelope E1 e E2 do HCV apresentam dominios
altamente variaveis em suas sequéncias quando comparados entre diferentes
isolados. Na extremidade N-terminal da proteina E2 ha uma regiao caracterizada por
um elevado grau de variabilidade chamada regido hipervariavel 1 (HVR1),
importante na neutralizacdo do HCV (Bukh et al., 1997; Drazan, 2000). Contudo, a
alta variabilidade deste fragmento antigénico desempenha um papel fundamental no
mecanismo de escape viral da resposta imune do hospedeiro e representa o maior

obstaculo no desenvolvimento de uma vacina contra o HCV (Forns et al., 2002).



2 - JUSTIFICATIVA

O HBsAg tem um papel fundamental no diagndstico e prevencédo da hepatite
B. Este antigeno € o marcador sorolégico indicativo de infecgdo presente pelo HBV,
bem como, o Unico componente da vacina contra o HBV. A presente tese consiste
em quatro estudos nos quais a expressao do HBsAg in vitro e a sua deteccéo por
ensaios imunoenzimaticos sao avaliados em diferentes contextos.

O primeiro artigo aborda a questao da infecgéo oculta pelo HBV em pacientes
infectados pelo HIV. A hepatite B oculta € um tema que preocupa pesquisadores do
mundo inteiro. Muitas questdes sao levantadas, como o impacto clinico da infecgao
oculta e o impacto da infecgao oculta na transmissao do virus. A importancia clinica
da hepatite B oculta em pacientes infectados pelo HIV se deve principalmente a
possibilidade de reativacédo da infeccédo pelo HBV apds baixa da imunidade ou apos
interrupcao do tratamento com lamivudina. Dados sobre a prevaléncia da hepatite B
oculta em pacientes HIV positivos sdo bastante divergentes, com valores variando
de 0 a 89%.

O segundo e o terceiro artigo analisam a influéncia de variagbes de
aminoacidos relacionadas ou ndo aos gendtipos do HBV nos niveis de deteccéo e
secrecao do HBsAg. O principal epitopo para células B do HBsAg, o determinante a,
engloba um total de 24 aminoacidos, e é o alvo dos testes de detecgdo para o
HBsAg. Algumas variacdes especificas de aminoacidos nesta regido da proteina
estdo associadas aos genotipos do HBV. A influéncia dos diferentes gendtipos na
sensibilidade de ensaios soroldgicos de deteccdo do HBsAg tem sido pouco
investigada, sobretudo com respeito ao gendtipo F, o qual é encontrado somente
nas Américas do Sul e Central. Por um outro lado, tem sido demonstrado que
mutagcdes n&o relacionadas aos genodtipos na regido do determinante a podem
resultar em alteragdes na antigenicidade do HBsAg, dificultando o reconhecimento
de tais mutantes pelos testes comerciais de detecgdo. Além disso, mutagbes no
HBsAg relacionadas a inibicdo ou diminuicdo da secregcdo deste antigeno pelas
células infectadas tém sido também descritas.

O quarto estudo desta tese, consiste em uma minuta de pedido de patente,
que se refere a construgcdo de plasmideos recombinantes que permitem a obtencao
de um alto rendimento de HBsAg expresso in vitro, bem como a inser¢cdo de
antigenos exdégenos para a obtencdo de imundgenos bivalentes. O estudo

contempla ainda a construgdo e expressdo de particulas quiméricas de HBsAg



fusionadas a um peptideo do envelope do HCV. Particulas hibridas de HBsAg,
também denominadas quimeras, tém-se revelado em diferentes experimentos de
imunizacdo como proteinas bastante eficientes na apresentacdo de epitopos virais.
Em estudos com o HCV, mostrou-se que a apresentagéo de epitopos da regido do
core e do envelope E2 é muito mais eficiente quando estas se encontram fusionadas
ao HBsAg. Até o momento, ndo existe uma vacina disponivel contra a infecgao pelo

HCV e o tratamento com drogas antivirais, € eficaz em apenas 40% dos pacientes.



3 - OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Realizar estudos de expresséao in vitro do HBsAg de casos de infecgédo oculta
pelo HBV; de diferentes gendtipos; e de particulas quiméricas de HBsAg e
HCV.

3.2 — Objetivos Especificos

Artigo 1:

Avaliar a prevaléncia de infecgdo oculta pelo HBV em amostras soroldgicas
de pacientes infectados pelo HIV, do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas (IPEC — FIOCRUZ), com sorologia negativa para o HBsAg e sorologia
positiva para anti-HBc.

Investigar as possiveis causas de infeccdo oculta para o HBV nestes
pacientes através de ensaios de transfecgcdo transitéria em células

eucaridticas que expressam o HBsAg produzido por estas variantes.

Artigo 2:

Construir plasmideos de expressdao contendo as regides gendmicas das
proteinas M e S do envelope do HBV dos gendtipos A, D e F circulantes no
Brasil.

Comparar os niveis de deteccdo do HBsAg entre os gendtipos A, D e F e

entre as formas protéicas M e S.

Artigo 3:

Avaliar a influéncia de uma mutagao, identificada no HBsAg de um isolado do
gendtipo F, nos niveis de secregéo deste antigeno por células transfectadas.
Comparar os niveis de expressao e secrecado do HBsAg entre duas células

eucaridticas amplamente utilizadas em ensaios de expressao do HBsAg.



Minuta de Patente:

Caracterizar a seqiéncia nucleotidica e produtos de expressao de isolados do
HBV e identificar formas de HBsAg adequadas para serem utilizadas como
agentes imunogénicos.

Construir particulas hibridas de HBsAg para apresentagdao de antigenos do
HCV utilizando-se sitios naturais de restricdo no gene do HBsAg como sitios

de inserg&o para os fragmentos do HCV.



4 - RESULTADOS

Os resultados obtidos na presente tese serdo apresentados sob forma de
artigos cientificos ou minuta de pedido de patente, e serdo listados a seguir na

ordem em que serao discutidos.

1. Araujo NM, Branco-Vieira M, Silva AC, Pilotto JH, Grinsztejn B, de Almeida
AJ, Trepo C, Gomes SA 2008. Occult Hepatitis B Virus Infection in HIV-
Infected Patients: Evaluation of Biochemical, Virological and Molecular

Parameters. Hepatology Research. Artigo aceito para publicagao.

2. Araujo NM, Vianna COA, Moraes MTB, Gomes SA. Influence of amino acid
variations linked or not to hepatitis B virus genotypes on the detection of

hepatitis B virus surface antigen. Manuscrito submetido para publicagao.

3. Araujo NM, Vianna COA, Soares CC, Gomes SA 2008. A Unique Amino Acid
Substitution, L215Q, in the Hepatitis B Virus Small Envelope Protein of a
Genotype F Isolate That Inhibits Secretion of Hepatitis B Virus Subviral
Particles. Intervirology 51: 81-86.

4. Vetores de expressao do gene de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ)
que permitem a insergéo de epitopos de outros agentes infecciosos em regiao
estratégica do HBsAg: Modelo — Produgdo de quimeras do HBsAg com a

regiao hipervariavel 1 da proteina E2 do virus da hepatite C.
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Minuta para pedido de patente: Vetores de expressao do gene de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg) que permitem a inserg¢ao de epitopos de outros agentes
infecciosos em regido estratégica do HBsAg: Modelo — Produgcdo de quimeras do

HBsAg com a regiado hipervariavel 1 da proteina E2 do virus da hepatite C.



5 — DISCUSSAO

O HBsAg € o principal marcador sorologico para o diagnostico da infecgao
aguda ou cronica pelo HBV. A falta de detec¢cdo do HBsAg no soro é considerada
um indicativo de auséncia de replicacdo viral (Weber, 2005). Entretanto, o
desenvolvimento de ensaios de PCR mais sensiveis tem permitido a deteccéo do
DNA viral em soros de pacientes negativos para o HBsAg (Raimondo et al., 2007). A
detecgdo do DNA do HBV no soro e/ou figado de pacientes com sorologia negativa
para o HBsAg caracteriza a ocorréncia de infecgao oculta pelo HBV (Hu, 2002).

A auséncia de deteccdo do HBsAg em ensaios soroldégicos comerciais tem
sido atribuida a diferentes fatores, tais como, 1- baixo nivel de replicagao viral e
auséncia de particulas virais suficientes no soro para permitir a deteccdo pelos
testes de diagndstico; 2- presenga de multiplas mutagdes no gene do HBsAg,
principalmente na regido do determinante antigénico a (residuos 124 a 147) que
acarretam em alteragcbes conformacionais do antigeno dificultando o seu
reconhecimento pelos testes, como é o caso dos mutantes de escape a vacina; 3-
ocorréncia de mutagdes no gene do HBsAg que levam a inibigdo da secrecao deste
antigeno pelas células infectadas (Carman, 1997; Kalinina et al., 2003; Jeantet et al.,
2004).

No primeiro artigo, intitulado “Occult Hepatitis B Virus Infection in HIV-Infected
Patients: Evaluation of Biochemical, Virological and Molecular Parameters” analisou-
se a prevaléncia da infeccido oculta pelo HBV, bem como, os fatores associados a
este tipo de infecgdo, em pacientes HIV positivos. Por terem as mesmas vias de
transmissdo, a co-infecgcdo HBV/HIV € comum. Evidéncia sorolégica de infecgéo
presente ou passada pelo HBV é encontrada em até 90% dos individuos infectados
pelo HIV (Twu et al., 1993). No Brasil, as informagdes sobre a prevaléncia de HBsAg
em pacientes HIV positivos é ainda limitada. Os poucos dados disponiveis
descrevem uma prevaléncia variando de 3.7 a 24.3% (Treitinger et al., 1999; Pavan
et al.,, 2003; Santos et al., 2003; Monteiro et al., 2004; Souza et al., 2004; de
Almeida-Pereira et al., 2006).

Os dados sobre a prevaléncia de hepatite B oculta em pacientes HIV positivos
sdo bastante divergentes, variando de 0 a 89% (Hofer et al., 1998; Nufiez et al.,
2002). Esta alta divergéncia se deve provavelmente a diferengas na composigédo da
populacdo estudada e na sensibilidade dos métodos de deteccdo do DNA do HBV.

Neste nosso trabalho, foi encontrada uma prevaléncia de 14% de infecgéo oculta



pelo HBV em pacientes infectados pelo HIV e com sorologia positiva para anti-HBc.
Esta prevaléncia foi similar as demais encontradas em trabalhos anteriores com
pacientes HIV positivos do Rio de Janeiro (16%, Santos et al., 2003, e 19%,
Sucupira et al., 2004).

A importancia clinica da hepatite B oculta em pacientes infectados pelo HIV
se deve principalmente a possibilidade de reativagdo da infecgdo pelo HBV apds
baixa da imunidade ou apoés interrupgao do tratamento com lamivudina (Hino et al.,
2002; Altfeld et al., 1998). Alguns estudos tém demonstrado correlagdo entre
hepatite B oculta e aumento dos niveis de ALT nesses pacientes (Hofer et al., 1998;
Filippini et al., 2006). Entretanto, no nosso estudo e em outros dois (Shire et al.,
2004; Nebbia et al., 2007), tal correlagado n&o foi observada.

A infecgéo pelo HCV é um fator de inibicdo da replicagdo do HBV (Rodriguez-
IAigo et al., 2005) e consequentemente, da produgdo de HBsAg. A presenca de
infeccao pelo HCV tem sido associada com a ocorréncia de infecgdo oculta pelo
HBV em pacientes HIV negativos (Torbenson & Thomas, 2002). No nosso trabalho,
uma associagao estatisticamente significativa entre a infecgdo pelo HCV e hepatite B
oculta em pacientes HIV positivos, foi observada.

Uma baixa carga viral do HBV (£10* cépias/ml) e mutagdes no HBsAg foram
encontradas em cinco e dois, respectivamente, dos seis pacientes que apresentaram
hepatite B oculta no nosso estudo. A carga viral mais alta observada foi de 1.2 x 10°
copias/ml, que apesar de ser substancial, é ainda baixa, quando comparada com os
titulos de 10® a 10" copias/ml encontrados normalmente nos pacientes cronicos
(Chemin & Trepo, 2005). As sequéncias do HBsAg do paciente com maior carga
viral para o HBV exibiram a mutacao R79H e uma mutacdo de cdédon de parada da
tradugéo (L216*). O HBsAg mutante n&do pode ser detectado por ELISA no meio de
cultura e nem no extrato celular, apds os ensaios de transfegcao. Ambas as mutacoes
foram previamente descritas e associadas a falta de deteccao do HBsAg por ELISA
e a uma detecgao fraca por Western blot (Marschenz et al., 2006).

A rara mutacao tripla de resisténcia a lamivudina foi encontrada em um outro
paciente deste estudo, que estava sob tratamento antiretroviral desde 2003. Isolados
de HBV resistentes a lamivudina ja foram previamente detectados em 50% dos
pacientes com infecgdo oculta pelo HBV e co-infectado pelo HCV (Besisik et al.,
2003) e em 31% dos pacientes com infecgdo oculta pelo HBV e co-infectado pelo
HIV (Selabe et al., 2007). A tripla mutagcdo de resisténcia a lamivudina causa

concomitantemente as substituicbes E164D e 1195M no HBsAg, como o resultado



das fases de leitura sobrepostas da polimerase e do envelope viral (Locarnini, 1998).
Torresi e colaboradores (2002) demonstraram que ambas as mutagcdes E164D e
[195M reduzem a afinidade do HBsAg in vitro pelos anticorpos ant-HBs. Esse
resultado foi corroborado pelo nosso estudo, uma vez que o HBsAg mutado
E164D/1195M foi muito pouco ou n&o foi detectado pelo ensaio comercial utilizado.
Além disso, a mutacdo Y100C, previamente encontrada em 4/10 doadores de
sangue com hepatite B oculta na Venezuela (Gutiérrez et al., 2004), foi detectada
em todos os clones contendo as sequéncias de HBsAg desses dois pacientes.

Além de mutagdes que isoladamente podem afetar a deteccédo do HBsAg
pelos ensaios comerciais, a influéncia dos diferentes genodtipos do HBV (que
correspondem a um conjunto especifico de variagbes de aminoacidos) na
sensibilidade dos testes de deteccao, tem sido analisada.

Em termos de variabilidade genética, ha uma distingdo entre os gendtipos do
HBV e os isolados mutantes. Os diferentes gendétipos sdo formas estaveis do virus
resultantes de variagbes randémicas selecionadas ao longo dos anos. Por um outro
lado, os mutantes surgem a partir de pressdes seletivas oriundas de tratamento
antiviral, vacina ou terapia com imunoglobulina (Weber, 2005).

A possivel influéncia dos diferentes genétipos do HBV na deteccdo do HBsAg
provavelmente se deve a presenca de determinadas variagdes de aminoacidos,
dentro ou préximas do determinante a, que sao caracteristicas de cada gendtipo,
tais como as substituicbes em residuos ndo conservados nas posigdes 110, 114,
118, 122, 127, 131, 134, 140, 143, 158, 159 e 161 (Magnius & Norder, 1995;
Schaefer, 2005). A sensibilidade de quatro testes comerciais para a detec¢cao do
HBsAg dos gendtipos A a F foi previamente testada. Os resultados mostraram falha
de um dos testes em detectar os gendtipos A a D e F, e de outro teste em detectar o
gendtipo F, ambos na concentragao de 0.1 e 0.5 ng/ml (Weber, 2005).

No manuscrito intitulado “Influence of Amino Acid Variations Linked or not to
Hepatitis B Virus Genotypes on the Detection of Hepatitis B Virus Surface Antigen”,
plasmideos contendo as regides gendmicas representando o consenso ou formas
variantes das duas proteinas de envelope do HBV (M e S) dos gendtipos A, D e F,
foram construidos e transfectados em células CHO.

Os niveis de HBsAg detectado no meio de cultura e no extrato celular foram
avaliados por um teste de ELISA comercial. O ELISA utilizado aqui, diferentemente
da maioria dos ensaios comerciais de deteccdo do HBsAg, utiliza anticorpos

policlonais tanto para a deteccdo como para a captura do antigeno. Um estudo



anterior, que comparou a sensibilidade de sete ensaios comerciais, incluindo o do
nosso estudo, para alguns HBsAg mutantes, revelou uma melhor sensibilidade dos
testes que utilizam anticorpos policlonais, em relagdo aos monoclonais (Ireland et al.
2000).

Niveis detectaveis de HBsAg foram observados para todas as construgdes
plasmidiais. Entretanto, os valores de deteccdo de HBsAg variaram entre as
diferentes construgbes. Culturas de células transfectadas com os plamideos
codificando a proteina M apresentaram niveis mais altos de detec¢do do HBsAg do
que com as respectivas formas S. Isto pode ser explicado pela presenca de
anticorpos policlonas no teste de deteccéo utilizado. As proteinas M teriam sido
capturadas e detectadas por anticorpos gerados pelas regides pre-S2 e S, enquanto
que as proteinas S, somente por anticorpos anti-S, havendo assim, um sinal mais
intenso de detecgao para as proteinas M.

Uma variagao nos niveis de deteccdo do HBsAg codificado pelos plasmideos
contendo as sequéncias consenso da proteina M dos gendtipos A, D e F, foi
observada. Os gendtipos D e F apresentaram uma redugdo média nos valores de
deteccdo do HBsAg de 37% e 30%, respectivamente, em comparagéo ao genotipo
A. Sugiyama e colaboradores (2006) demonstraram uma correlagdo entre os
gendtipos A, B, C e D e niveis de deteccao diferenciados de HBsAg no meio de
cultura. Neste estudo, os niveis de HBsAg secretado foram mais altos para o
gendtipo A e mais fracos para o gendtipo D, o que foi atribuido a uma maior
eficiéncia de transcrigdo para o gendtipo A em relagdo aos demais gendotipos.
Entretanto, neste caso, a expressdao do HBsAg foi realizada com plasmideos
contendo o genoma completo do HBV, e assim, os promotores naturais do HBV
foram utilizados no processo de transcricdo. No nosso estudo, a expressdo do
HBsAg foi feita a partir do forte promotor de CMV presente no vetor pcDNA3, e,
portanto, uma mesma eficiéncia da transcricio é esperada para todas as
construgoes.

O conjunto de variagdes de aminoacidos T131N, S143T e G159A; T114S,
K122R, P127T, F134Y e Y161F; e I110L, P127L, T140S e F158, sdo substituicbes
naturais associadas aos genotipos A, D e F, respectivamente. Possivelmente, o
conjunto de variagdbes de aminoacidos do genodtipo D pdde ter influenciado
negativamente a deteccdo do HBsAg deste gendtipo, pelo menos, com relagdo ao

teste imunoenzimatico escolhido para este estudo.



Um resultado interessante foi que a presencga das unicas substituicdes T143M e
T125M nas proteinas M dos gendtipos A e D, respectivamente, alterou
consideravelmente os valores de deteccdo do HBsAg em comparacédo as formas
consenso. Este resultado sugere que uma unica mutagcdo pode exercer mais
influéncia na antigenicidade do HBsAg do que o conjunto de aminoacidos
caracteristicos de cada gendtipo. A substituicado T143M, que promoveu uma redugao
de 44% nos valores médios de detecgdo do HBsAg da proteina M do gendtipo A, foi
previamente detectada em criangas vacinadas e n&o vacinadas (Hsu et al., 1999) e
em trés individuos assintomaticos, sendo um deles vacinado para o HBV (Thakur et
al., 2005). Neste ultimo estudo, a variacdo T143M foi detectada juntamente com o
mutante de escape vacinal G145R. Além disso, a falha de alguns testes comerciais
em detectar o HBsAg com mutagéo na posigdo 143 tem sido relatada (Levicnik-
Stezinar, 2004; La'ulu & Roberts, 2006). Entretanto, nestes casos, a mutagao
identificada foi a T143L.

A outra variagdo natural no determinante a do HBsAg observada no nosso
estudo foi a T125M. De um total de 91 sequéncias completas do HBV do gendtipo D
disponiveis no GenBank, 16 (17,6%) possuiam o residuo Met na posigao 125,
enquanto que as 75 sequéncias restantes tinham o residuo Thr. Esta variagao
representa uma substituicdo nao conservativa, e, portanto, pode influenciar a
conformacao do determinante a do HBsAg e a ligagdo do HBsAg com os anticorpos
neutralizantes anti-HBs. Um estudo prévio mostrou que a presenca desta unica
mutacdo T125M néo inibe a ligacdo do HBsAg a anticorpos anti-HBs mono e
policlonais (Zheng et al., 2004). No nosso estudo, entretanto, a presenga da Unica
substituicdo T125M na proteina M do gendtipo D, gerou um aumento de 34% nos
niveis médios de detec¢do do HBsAg, em comparagdo a sua respectiva forma M
consenso. A presenca da substituicdo T125M no determinante antigénico a do
HBsAg provavelmente alterou a sua conformagdo, promovendo um aumento nos
niveis de deteccdo deste antigeno pelo teste imunoenzimatico utilizado neste
estudo. Entretanto, estudos para avaliar a influéncia destas variagcdes na detecgao
do HBsAg, utilizando o genoma completo do HBV, bem como, diferentes sistemas
de expressao e testes comerciais, sS40 necessarios.

No terceiro artigo intitulado “A Unique Amino Acid Substitution, L215Q, in the
Hepatitis B Virus Small Envelope Protein of a Genotype F lIsolate That Inhibits
Secretion of Hepatitis B Virus Subviral Particles”, foi identificada uma mutacéo de

leucina para glutamina (L215Q) na porgao carboxi-terminal da proteina S do HBsAg
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de um isolado do gendtipo F, responsavel por uma consideravel inibicdo da
secrecao das particulas subvirais de HBsAg. Sabe-se que a retengao intracelular de
proteinas pode causar estresse celular (Pahl & Baeuerle, 1995; Wang et al., 1996).
Em camundongos transgénicos, a inibigdo da secrecdo de HBsAg tem sido
associada a ocorréncia de dano celular mediado por inteferon-gama (Gilles et al.,
1992). Além disso, uma associacgao entre inibicdo da secrecdo de HBsAg e hepatite
B oculta tem sido proposta (Sengupta et al., 2007).

Neste estudo foi feita a cinética da secre¢cado do HBsAg de gendtipo F selvagem
e mutante (L215Q) em células CHO e HuH7. Por serem células de hepatoma
humano e com isso serem mais préoximas do ambiente in vivo do HBV, as células
HuH7 secretaram niveis de HBsAg até 99 vezes mais altos que as células CHO.

Dentre 1.220 sequéncias de HBV disponiveis em bancos de dados, somente
duas exibiram uma variagdo no residuo 215 do HBsAg. Entretanto, em ambas as
sequéncias, a variagao era de leucina para valina (L215V).

A presenca de aminoacidos polares em segmentos de transmembrana parece
estar crucialmente envolvida com a retengdo de proteinas no reticulo
endoplasmatico (Bonifacino et al., 1991; Sato et al., 2003). Em um estudo prévio, foi
mostrado que a delegdo de aminoacidos nas posi¢coes 214 a 218 do HBsAg, e a
posterior substituicdo nestas posi¢coes por residuos de lisina (aminoacido polar de
carga positiva), resultou em uma secregao deficiente de particulas subvirais de
HBsAg (Jenna & Sureau, 1999).

No nosso estudo, a substituicdo de um residuo n&o polar de leucina por um
residuo fortemente polar de glutamina no centro do segmento de transmembrana
TM4 (posicao 215) do HBsAg, deve ter afetado a conformag&o deste antigeno,
gerando possivelmente uma insercao errada do HBsAg no reticulo endoplasmatico
e, consequente, retencao intracelular. Mutagdes que inibem a secregdo do HBsAg,
como a L215Q descrita neste estudo, podem ter importantes implicagbes no
diagndstico do HBV.

A particula de HBsAg é uma estrutura altamente organizada, sendo composta
por até 150 moléculas da proteina S, o que confere um elevado grau de
imunogenicidade para a particula. Devido ao seu forte potencial imunogénico, o
HBsAg tem sido utilizado com bastante sucesso para carrear e apresentar epitopos
de diversos agentes infecciosos, tais como o Clostridium tetani (Chengalvala et al.,
1999), a glicoproteina D do Herpex simplex (Valenzuela et al., 1985), proteina do

capsideo do poliovirus (Delpeyroux, et al., 1986), antigenos derivados do parasito da



malaria (Von Brunn et al., 1991), virus da dengue (Bisht, et al., 2002) e HIV (Michel
et al., 2007).

O HCV é entre os virus de importancia clinica que infectam o homem, um dos
que possuem a maior taxa de mutacdo, existindo dentro de um individuo como
quasiespecies. A regiao HVR1 do envelope E2 do HCV contém os principais
determinantes neutralizantes que possuem atividade protetora em experimentos com
animais. Contudo, a alta variabilidade deste fragmento antigénico desempenha um
papel fundamental no mecanismo de escape viral da resposta imune do hospedeiro
e representa o maior obstaculo no desenvolvimento de uma vacina contra o HCV.

No estudo sobre a construgdo de particulas de HBsAg quiméricas como
carreadoras e apresentadoras de epitopos do HCV, construimos plasmideos
contendo a regido S do HBsAg isolada ou fusionada a um segmento do HCV (129
pb) correspondente a regido HVR1 e parte da proteina de envelope E1. A regido S
do gendtipo A, subgendtipo A1, foi escolhida para iniciar as construgbes dos
plasmideos quiméricos, uma vez que este subgendtipo é o mais prevalente na
populagao brasileira (Araujo et al., 2004; Mello et al., 2007). Além disso, 0S nossos
resultados de expressao do HBsAg dos gendtipos A, D e F, mostraram maiores
niveis de detecg¢ao para o gendtipo A.

Estudos tém demonstrado que os anticorpos anti-HVR1 possuem atividade
neutralizante e que o soro de alguns pacientes com atividade anti-HVR1 apresentam
reatividade cruzada para diferentes variantes dessa regido (Puntoriero et al., 1998;
Scarselli et al, 1995), interferindo na entrada do virus na célula (Ziebert et al.,1995;
Zhou et al., 1999), prevenindo a infecgao in vitro (Shimizu, et al., 1996; Zhou et al.,
2000) e in vivo (Choo et al., 1994).

Dessa forma, utilizamos a regido imunodominante HVR1 do HCV como
sequéncia heterdloga a ser inserida dentro da principal regido imunogénica do
HBsAg, o determinante a. A analise da expressao das proteinas recombinantes foi
realizada através da transfeccao transitoria de células HuH7 com as construcdes
plasmidiais obtidas. Os resultados revelaram que a inser¢gao de um peptideo do HCV
correspondente a 43 aminoacidos no interior do determinante imunogénico a do
HBsAg, nao alterou os padrdes de secrecao e antigenicidade do HBsAg. Os niveis
de deteccdo do HBsAg quimérico foram similares ao do tipo selvagem, tanto nas
construcbes realizadas com o vetor de expressdo pcDNA3 quanto nas que

utilizamos o vetor pCl.



A insergdo de sequéncias heterdlogas no HBsAg tem sido preferencialmente
realizada no loop hidrofobico externo desta proteina. Alguns estudos tém utilizado
um sitio unico natural para a endonuclease BamHI entre os residuos 112 e 113 do
HBsAg para inserir fragmentos de DNA de diferentes tamanhos (Delpeyroux, et al.,
1987). Isso resulta na apresentagao de epitopos heterdlogos proximos a regiao de
transmembrana do HBsAg, o que nao proporciona uma exposicao ideal do epitopo
(Netter et al., 2001). Além disso, a insergéo neste sitio, de peptideos maiores que 33
aminoacidos inibiu a secre¢cdo de HBsAg quimérico em outros trabalhos
(Delpeyroux, et al., 1987). Para permitir uma melhor exposicdo de proteinas
heterélogas dentro do HBsAg, Netter e colaboradores (2001) construiram sitios
artificiais de restricdo para a insercdo de fragmentos exdgenos de HCV entre os
aminoacidos 127 e 128 no determinante a do HBsAg. Entretanto, neste trabalho,
além dos sitios de insercao utilizados terem sido artificialmente construidos, a
insercdo de peptideos maiores que 36 aminoacidos inibiu a secre¢cao da particula
quimeérica.

No presente trabalho, nés encontramos um sitio natural de restricdo para a
endonuclease EcoNl, localizado entre os aminoacidos 128 e 129 do determinante a
do HBsAg de cepas de HBV do gendtipo A, subgendtipo A1, que é um subgendtipo
frequentemente encontrado no Brasil e no continente Africano, porém mais raro nas
demais areas geograficas (Bowyer et al., 1997; Araujo et al., 2004). A descoberta
desse sitio natural de restricdo nos permitiu inserir um peptideo de 43 aminoacidos
dentro do determinante a do HBsAg, sem que fossem alteradas as propriedades do
HBsAg.

As células transfectadas com as construgdes realizadas com os vetores pcDNA3
e pCl apresentaram niveis detectaveis do HBsAg recombinante. Contudo, os valores
de deteccao do HBsAg foram mais elevados com as construgdes no vetor pCl. Este
vetor possui um intron quimérico localizado a jusante do promotor CMV e a
montante do gene a ser expresso (pCl-neo Mammalian Expression Vector Technical
Bulletin, 2007). Estudos de transfecg¢ao tém demonstrado que um intron flanqueando
a regiao de interesse frequentemente aumenta os niveis de expressao do gene
expresso (Gross, et al.,, 1987; Huang, et al., 1990). Transfeccbes transitorias
realizadas em células 293 resultaram em um aumento de aproximadamente 20
vezes na expressao do gene CAT quando o intron do vetor pCl estava presente
(Brondyk, 1994), enquanto que um aumento de 20 a 100 vezes foi observado na

expressao do gene S do HBV (Schirmbeck & Reimann, 2001).



O uso de particulas de HBsAg na apresentacédo de antigenos exdgenos pode ser
uma ferramenta util para o desenvolvimento de vacinas bivalentes. Para o nosso
trabalho, a avaliagdo da antigenicidade e imunogenicidade dos plasmideos
recombinantes construidos deve ser realizada in vivo para se compreender a
dindmica da producéo de anticorpos para ambos os virus. Uma vacina eficiente para
o HCV certamente devera englobar um amplo espectro de seqiéncias HCV
especificas, podendo ser o resultado de uma combinacéo de particulas hibridas ou
mesmo uma particula que expresse multiplos epitopos representativos de suas

quasiespecies.



6 — CONCLUSOES

A prevaléncia de infeccdo oculta pelo HBV encontrada nos pacientes HIV
positivos com sorologia positiva para anti-HBc analisados neste estudo foi de
14%.

A hepatite B oculta nao foi associada a elevagao nos nives de ALT, porém foi
significativamente associada a presenca de infecgao pelo HCV.

A detecgcdo de mutagdes no HBsAg e da baixa carga viral do HBV nos
pacientes com hepatite B oculta, confirmam que diferentes fatores podem ser
responsaveis pela ocorréncia da infeccao oculta.

A alta prevaléncia de infeccdo oculta pelo HBV e o crescente risco de se
desenvolver resisténcia a lamivudina, ressaltam a necessidade da utilizacao
de testes moleculares sensiveis para a detec¢gao do DNA do HBV, bem como,
de mutagdes de resisténcia aos antivirais, para um melhor acompanhamento
dos pacientes co-infectados pelo HBV e HIV.

Uma influéncia dos gendétipos do HBV nos niveis de detecgdo do HBsAg por
ELISA foi observada. Dentre as proteinas M do HBsAg, a do gendtipo A foi a
que apresentou os maiores niveis de deteccdo do HBsAgQ, seguida pelo
genotipo F (reducao de 30%) e por ultimo, do gendtipo D (reducao de 37%).

A presenca das unicas mutag¢des T143M e T125M no determinante antigénico
a do HBsAg dos gendtipos A e D, respectivamente, alterou consideravelmente
os niveis de deteccdo do HBsAg comparados as das respectivas formas
consenso.

Foi identificada uma mutagdo na por¢ao carboxi-terminal do HBsAg de um
isolado do gendtipo F na posigdo 215 (L215Q), que inibe a secrecéo de
particulas subvirais de HBsAg.

Os niveis de secrecao do HBsAg pelas células HuH7 foram até 99 vezes mais
elevados que os obtidos pelas células CHO.

Mutagbes unicas de aminoacidos no HBsAg podem ter uma maior influéncia
nos padrbes de secregao e detecgcdo do HBsAg e, consequentemente, no
diagnostico do HBV, do que o conjunto de aminoacidos carateristicos de cada
genotipo.

O uso de particulas de HBsAg na apresentacao de antigenos exdgenos pode

ser uma ferramenta util para o desenvolvimento de vacinas bivalentes.



» Um sitio de restricdo presente em algumas cepas do gendtipo A foi
identificado e utilizado como sitio de inser¢do no HBsAg para epitopos do
HCV.

= A insercdo de um fragmento de 127 pb, correspondente a regido HVR1 e
parte da proteina de envelope E1 do HCV, dentro do determinante antigénico

a do HBsAg, nao alterou os niveis de secregao e a antigenicidade do HBsAg.
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	À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) por financiar a minha bolsa de doutorado sanduíche de quatro meses na França. 
	 
	Relatos da ocorrência de icterícia epidêmica são encontrados desde o período anterior à Era Cristã, e foram descritos inicialmente por Hipócrates (400 AC).  Entretanto, somente no final do século XIX, após a vacinação contra a varíola (vacina preparada com linfa humana) de 1.289 trabalhadores do estaleiro de Bremen, Alemanha, dos quais 15% se tornaram ictéricos, tornou-se evidente a associação desta enfermidade a um agente de transmissão parenteral (Lurman, 1885). 

