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RESUMO

Santos MDC. Caracterizacdo genotipica dos virus das hepatites B, C e Delta em cinco
municipios do estado do Maranhdo, Brasil [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sao Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Doengas virais vém preocupando a humanidade. Algumas dessas, que afetam o figado, sdo
conhecidas como hepatites virais. Entre essas infeccdes temos aquelas provocadas pelos virus
B (HBV), C (HCV) e Delta (HDV). Essas doencas causam grande impacto para a saide
publica mundial. No estado do Maranhdo, ha poucas informacdes sobre o perfil molecular
desses virus. Assim, objetivamos caracterizar os genétipos e/ou subgenoétipos (para HBV e
HDV) e subtipos (para HCV) em cinco municipios desse estado. Um total de 3.860 e 3.845
amostras foram triadas para HBsAg e anti-HCV, respectivamente. Aquelas positivas para
HBsAg foram investigadas em relacdo a presenca do anti-HD. Noventa e duas, quatro e oito
amostras positivas para os marcadores HBsAg, anti-HCV e anti-HD foram identificadas,
respectivamente. Essas foram submetidas a extracdo de DNA (HBV) e RNA (HCV e HDV)
através de kits especificos. Para amplificar HCV e HDV, as amostras foram submetidas a
transcrig¢do reversa para producdo do cDNA. Para amplificagdo dos fragmentos, foi utilizada a
reacdo em cadeia da polimerase, utilizando primers e procedimentos ja descritos. Os
fragmentos obtidos foram submetidos a purificacdo e posteriormente sequenciados. As
sequéncias obtidas foram examinadas quanto a qualidade e alinhadas com outras sequéncias
publicadas para determinacdo dos genétipos e subgendtipos, assim como para construcdo de
arvores filogenéticas. As amostras positivas para HBV DNA (50) foram classificadas: o
subgendtipo D4 representou mais de dois tercos das sequéncias (42/86%) seguido pelo
subgendtipo Al (8/14%). Das oito amostras positivas para anti-HD, quatro tiveram HDV
RNA detectavel e foram classificadas como pertencentes ao tipo africano HDV-8. As quatro
amostras positivas para anti-HCV ndo apresentaram positividade para a PCR qualitativa. O
estado do Maranhdo tem uma grande contribuicdo de descendentes africanos e um padrdo
particular de estabelecimento de trafico de escravos parecido com os paises caribenhos. O
subgendtipo do HBV encontrado em dois estudos no Maranhdo sustenta a hipdtese de que
algumas variantes tenham se originado na Africa quando comparados com os virus circulantes
em outros estados do Brasil, onde o subgendtipo D4 € raramente encontrado. Assim, D4
parece ser o principal representante nessa regido, enquanto Al € o principal na regido
metropolitana. A topologia da arvore filogenética sugere que houve a introducdo de uma
unica cepa do subgenétipo D4 no Maranhdo, enquanto que para o subgenétipo Al sugere-se a
introducdo de diferentes cepas. A confirmacdo do achado do HDV-8 em coinfec¢do com
HBV- D4 confima a sugestio anterior da origem desses virus na Africa. Os poucos individuos
nos quais se observou positividade para o anti-HCV nao apresentaram RNA detectavel, o que
sugere uma infeccao pregressa ja resolvida. A razdo da baixa prevaléncia do HCV na regido
pode ser devida & introdugdo recente desse virus e/ou menor frequéncia de meios de
transmissdo eficientes. Esse € um trabalho pioneiro no estado do Maranhdo, utilizando
amostra de base populacional, com um nimero representativo de individuos, contudo, muito
ainda deve ser investigado em outras regides do interior do estado, nas quais € desconhecido o
perfil de infec¢do por esses virus.

Palavras-chave: Diversidade genética. Virus da hepatite B. Virus da hepatite C. Virus da
hepatite Delta. Maranhao.



ABSTRACT

Santos MDC. Genotypic characterization of hepatitis B, C and Delta viruses in five
municipalities of Maranhdo state, Brazil [Ph.D. thesis (Biotechnology)] Sao Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Diseases caused by viruses have been threatening mankind. Among these illnesses, viral
hepatitis are caused by hepatitis B (HBV), C (HCV) and Delta (HDV) viruses. These
infections represent a major universal public health concern. Data on the genetic profile of
these viruses are scarse. Thus, we aimed to characterize genotypes and/or subgenotypes (for
HBV and HDV) and subtypes (for HCV) in five municipalities of Maranhdo, Brazil. A total
of 3,860 and 3,845 samples were screened for HBsAg and anti-HCV, respectively. Anti-HD
serological marker were screened in those who were positive for HBsAg. Ninety-two, eight
and four individuals were positive for HBsAg, anti-HD and anti-HCV, respectively.
Extractions of DNA/RNA were performed by specific kits. For HCV and HDV RNAs
detection, extracted samples were first submitted to reverse transcription to yield cDNA. The
genome fragments of the viruses were amplified by polymerase chain reaction with primers
and procedures previously described. The obtained fragments were subjected to purification
and then sequenced. All sequences were checked for quality and then aligned with other
published sequences to determine genotype and/or subgenotypes. For HBV, phylogenetic
reconstructions were peformed using fifty sequences. The subgenotype D4 represented more
than two thirds of the sequences - 42 (86%); followed by subgenotype Al - 8 (14%). Among
the eight samples positive for anti-HD, four had detectable HDV RNA and were classified as
HDV-8. Anti-HCV positive samples were negative for qualitative HCV PCR. The state of
Maranhao has a great contribution of African ancestrality. Futhermore, there was a particular
pattern of slave trade, like the Caribbean countries. The finding of HBV subgenotypes in two
studies in Maranh@o supports the hypothesis that some variants have originated in Africa
when compared to the viruses circulating in other states of Brazil, where the subgenotype D4
is rare. Therefore, this subgenotype seems to be the main representant of this region as
subgenotype Al is in the metropolitan area. The phylogenetic tree topology suggests there
was the introduction of a single strain of subgenotype D4 in Maranhdo, whereas subgenotype
A1l had several introductions of different strains. The finding of HDV-8 in coinfection with
HBYV D4 confirms the hypothesis of origin of these viruses in Africa as earlier proposed. The
few individuals with positive anti-HCV did not show detectable RNA, suggesting a prior
infection already resolved. The low number of HCV infection in this region may be due to the
recent introduction of the virus and / or to the lower frequency of efficient means of
transmission in this population. This is a first-hand population-based study in Maranhao state
with a representative number of individuals. Nevertheless, much remains to be investigated in
other regions of the state where is unknown the profile of infection with these viruses.

Keywords: Genetic diversity. Hepatitis B virus. Hepatitis C virus. Hepatitis Delta virus.
Maranhao.
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1 INTRODUCAO

1.1  Uma visao geral

Nos tdltimos anos, doencas provocadas por virus, como Dengue, Chikungunya, Zika e
ebola, por exemplo, vém tomando conta dos noticidrios em todos os meios de comunicagao.
Outras doengas também provocadas por esse tipo de microrganismo, conhecidas como
hepatites virais, sdo distribuidas globalmente e apresentam caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas e laboratoriais definidas, com distin¢des particulares de acordo com a regido
geografica (Brasil, 2008). Entre essas infec¢des temos aquelas provocadas pelos virus B
(HBV) e C (HCV) das hepatites. Embora essas doencas nao sejam as principais discutidas nos
meios de comunicagdo, ainda s@o muito relevantes para a satide publica mundial, pois ambas
possuem um amplo impacto individual, econdmico e social (Beutels, 2001).

Outro agente conhecido como virus da hepatite delta (HDV) tem sido considerado
importante em relagdo ao desenvolvimento da cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), que
pela sua replicagdo persistente, aumenta a taxa de mortalidade dos individuos infectados
(Romeo et al., 2009).

A maioria dos casos letais relacionado ao cancer de figado € provocada por hepatites
virais, principalmente em paises em desenvolvimento como € o caso do Brasil, chegando a
nimeros estimados anualmente de aproximadamente 600 mil a mais de 780 mil mortes em
todo o mundo associadas com o HBV (Goldstein et al., 2005; Ott et al., 2011; World Health
Organization, 2014a). Estima-se que dois bilhdes de pessoas ja tiveram contato com o HBV
(aproximadamente 30% da populacdao global), sendo que 240 a 400 milhdes estejam
cronicamente infectadas por esse virus (Goyal, Murray, 2014; Merrill, Hunter, 2011; WHO,
2014a). Em relacdo ao HCV, hd estimativas de 140 milhdes de portadores cronicos (WHO,
2014b). Considerando o HDV, ha uma variacdo na distribuicdo geografica, com uma
estimativa de no minimo 12 milhdes de infectados entre os 240 milhdes de portadores
cronicos do HBV, ou seja, 5% em todo o mundo (Rizzetto, Ciancio, 2012).

Diante do exposto, sdo altamente claros os prejuizos incalculdveis para os servigos de
saide de quaisquer paises. No Brasil, no estado do Maranhdo, especificamente, ha poucas
informacdes sobre as prevaléncias dessas infeccdes, e principalmente o estudo do perfil

molecular desses virus, que serd o tema estudado nesta tese.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Hepatite B

2.1.1 Historico

A ictericia, ou seja, o aspecto amarelo nos tecidos ou secre¢des, ¢ um dos sintomas
marcantes das hepatites observado por Hipdcrates em um surto na ilha de Thassos na Grécia,
ha centenas de anos antes de Cristo, sendo conhecida como ictericia epidémica. Todavia, ndao
hd como relacionar alguns sintomas descritos naquela época por Hipdcrates aos virus
causadores das hepatites atuais, podendo esses fatores terem sido atribuidos a um agente
etiologico ja extinto (Martin, 2003). Devido a auséncia de instrumentos e técnicas avangadas
de diagndstico, as hipéteses sobre as infec¢des eram simplesmente especulativas. Apenas apds
mais de dois milénios, os agentes causadores de doengas virais comegaram a ser investigados,
mesmo sem evidéncia da existéncia dessas particulas menores que as bactérias. Somente em
1898, Martinus Beijerinck, depois da tentativa de varios outros cientistas, conseguiu descrever
o microrganismo da doenga do mosaico do tabaco como agente etiol6gico dessa doenca,
denominando-o de “veneno” ou “toxina”, em latim, virus (Beijerinck, 1898).

No século dezenove, a vacinagdo acabara sendo uma faca de dois gumes, em que
possibilitou o primeiro surto epidémico relacionado ao HBV, pois ndo existia informagao
sobre meios de contdgio de agentes transmissiveis pelo sangue. 191 individuos, entre os mais
de 1.200 trabalhadores que foram vacinados contra variola, desenvolveram ictericia apds seis
meses da vacinacdo (Lurman, 1885" apud Martin, 2003). Outros casos de ictericia
relacionados a vacinacdo contra febre amarela também foram descritos, sendo que essa
infec¢do, muitas vezes fatal, levava varios soldados britanicos na Africa e América do Sul a
morte (Martin, 2003). O lado antagdnico da vacinacdo foi investigado por cientistas daquela
época. Esses constataram que a ictericia ndo era devido a vacinagdo, surgindo entre outras
hipéteses aquela que o desenvolvimento da ictericia deveria ser ligado a agentes presentes
(provavelmente virus) nos soros de individuos aparentemente saudaveis que eram utilizados

para preparar as vacinas (Findlay, McCallum, 1937, 1938).

" Lurman A. Eine Icterusepidemie. Klinische Wochenschrift. 1885; 22: 20.
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H4 pouco mais de meio século, revelou-se o agente microbioldgico que seria um dos
grandes problemas de satude publica mundial. Baruch Blumberg (1925-2011) relatou a
descoberta de um novo antigeno denominado Austrdlia que lhe valeria um prémio Nobel
(Blumberg, 2002). A descoberta desse antigeno aconteceu por acaso, ao coletar amostras de
soro de diversas pessoas no mundo, de vérios grupos étnicos, para estudar a susceptibilidade
genética a doengas. Assim, através de uma abordagem imunoldgica, ja que naquele tempo as
técnicas eram limitadas, ele postulou que pessoas que recebiam transfusdes sanguineas de
uma grande quantidade de doadores acabavam desenvolvendo anticorpos contra proteinas
“polimoérficas”. Através desse estudo, encontrou um novo antigeno em uma grande
quantidade de amostras, incluindo amostras de aborigenes australianos, e por essa razao, esse
foi nomeado antigeno Austrdlia (AuAg) (Blumberg et al., 1965; Blumberg, 2002; Gerlich,
2013).

Okochi e Murakami, no Japdo, e Alfred Prince, nos EUA, através de seus trabalhos
envolvendo pacientes com hepatites, observaram que os antigenos que estavam procurando
nesses pacientes eram idénticos ao Australia (Okochi, Murakami, 1968; Prince, 1968), assim,
muitos outros estudos de varios grupos chegaram a conclusdo que o AuAg era o marcador de
infec¢do aguda e cronica para o HBV. Foi entdo que em 1970, David S. Dane e colaboradores
observaram que o AuAg se associava com particulas virais com nucleocapsideo bem aparente
(Dane et al., 1970). Um ano depois, June Almeida e colaboradores foram capazes de separar
esse nucleocapsideo de dentro da chamada particula de Dane, através de tratamento com
detergente, e desse modo, confirmaram que a hepatite B nos pacientes infectados tinha como
agente etioldégico uma particular viral completa, em que o AuAg seria um antigeno de
superficie (HBsAg) e os anticorpos contra o core (anti-HBc) eram devidos a reacdo

imunoldgica contra o antigeno do core ou nucleocapsideo (HBcAg) (Almeida et al., 1971).

2.1.2 Caracteristicas biolégicas e moleculares do virion

O HBV ¢ a espécie prototipica pertencente a familia Hepadnaviridae e ao género
Orthohepadnavirus. Esse virus afeta humanos e possui espécies relacionadas que infectam
outros mamiferos como morcegos, macacos, marmotas e esquilos (Glebe, Bremer, 2013;
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2014). Esse organismo é um virion
envelopado e esférico de aproximadamente 42 nm de didmetro, com um nucleocapsideo

icosaédrico que envolve seu material genético constituido de uma molécula de DNA semi
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dupla-fita com 3.000 a 3.300 pares de base (pb), apresentando-se como caracteristica
particular, uma conformacdo circular e relaxada (rcDNA) (Glebe, Bremer, 2013; Liang,
2009). O envelope do HBV € uma estrutura lipoprotéica composta por trés proteinas
codificadas pelo genoma viral. Esse envoltério circunda um nucleocapsideo de 240
subunidades proteicas, com aproximadamente 36 nm de didmetro que por sua vez isola o
DNA viral ligado com uma polimerase (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009). Além da
estrutura completa viral, outras formas de particulas secretadas pelos hepatdcitos infectados
sao encontradas no soro de individuos infectados, as quais s@o constituidas apenas por
proteinas do envelope e apresentam formatos esféricos ou filamentosos e, ndo sdo infecciosas
devido a auséncia do genoma viral (Glebe, Bremer, 2013) (Figura 1A).

Virus de DNA que afetam animais sdo relativamente maiores em relagdo ao HBV,
for¢cando assim esse a aperfeicoar sua organizacdo gendOmica, através de estratégias como a
sobreposicdo das fases de leitura aberta (do inglés Open Reading Frames-ORFs) e a
participacdo de todo o repertério de nucleotideos na codificacdo de pelo menos um
polipeptidio, sendo que desse modo, as regides regulatérias também estdo inseridas dentro das
regides codificantes (Kay, Zoulim, 2007). H4 quatro ORFs no genoma do HBV: pré-S/S, que
codifica as proteinas de superficie; Precore/core, as proteinas do nucleocapsideo e o HBeAg;

Pol, a polimerase viral e X, a proteina X (Figura 2) (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009).
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Figura 1-(A) Micrografia eletronica mostrando as particulas de Dane, particulas esféricas e
filamentosas. (B) Esquema representativo do virion do HBV.

Fonte: Figura 1A-Modificado de Center for Disease Control and Prevention’s Public Health Image Library
(Micrografia) e Swiss Institute of Bioinformatics (Particula de Dane, esfera e filamento). Figura 1B-Autoria
propia.
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Figura 2-Esquema simplificado circular e horizontal da organizacdo gendomica do HBV.
As quatro linhas pretas exteriores no esquema circular representam os RNAs mensageiros.
Fonte: Autoria prépia

Os polipeptideos de superficie sdo codificados por uma tnica ORF que possui a
capacidade de transcrever dois RNAs mensageiros de tamanhos distintos, os quais traduzem
proteinas relacionadas embora com fungdes diferentes (Liang, 2009). O maior RNA que
possui 2,4 quilobases (kb) € traduzido em uma proteina denominada L-HBsAg (grande, do
inglés Large) e o menor de 2,1 kb possui dois cédons de inicio de tradugdo: para o
polipeptideo M-HBsAg (Médio, do inglés Medium) e a S-HBsAg (Pequena, do inglés tanto
Surface como Small) (Figura 1B) (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009).

Assim como o RNAm para Pré S/S, o RNAm para Precore/core possui multiplos
inicios de traducdo em uma tunica molécula de 3,5 kb, o RNApg (RNA pré-gendmico)
(Liang, 2009). Esse RNA codifica o HBcAg, que ndo € secretado no soro dos individuos
infectados, sendo encontrado apenas no nucleo de seus hepatécidos ou na superficie dos
mesmos (Gerlich, 2013; Glebe, Bremer, 2013). Essas proteinas aglomeram-se para formar um
capsideo, que junto com o DNA e polimerase viral, formam o nuclecapsideo (Gazina et al.,
2000) (Figura 1B). Essa mesma ORF codifica também uma proteina ndo estrutural que ¢é
secretada no soro dos pacientes em replicacdo viral, o HBeAg, nio € essencial no ciclo de
vida do virus, mas participa do processo de desenvolvimento de uma infeccdo persistente
(Glebe, Bremer, 2013).

A polimerase viral também € codificada pelo RNApg. Essa proteina possui uma regiao
espacadora entre trés subdominios funcionais: a regido amino-terminal, que possui um papel
importante no encapsidamento, assim como na ligacdo das regides 5° das extremidades do

RNApg para sintese da fita negativa do DNA do HBV; a regido com func¢ao de transcriptase
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reversa; € por fim, a regido carboxi-terminal RNAse H, que cliva o RNA apresentado em
dupla fita com o DNA (Seeger, Mason, 2000).

A regiao denominada de X ainda ndo € totalmente conhecida em relacdo a sua funcao
no ciclo de vida do HBV, contudo, ja se sabe que essa possui fun¢ao tanto no estabelecimento
da infec¢c@o como nos processos replicativos e de transcricao (Lucifora et al., 2011).

Hé outras regides, ndo mostradas na figura 2, responsdveis pelo controle de um
eficiente processo de transcri¢do e especificidade celular de expressdo do HBV. Como
exemplo temos regides duplas de repeticoes diretas (DR — do inglés - Direct repeat),
responsaveis pela especificidade de ligacao da fita de DNA durante a replicacdo (Liang, 2009;
Seeger et al., 1986) e os acentuadores (En — do inglés - Enhancers) que conferem a

especificidade de expressdo do HBV ao figado (Yee, 1989).

2.1.3 Replicagdo viral

O HBV possui duas etapas para sua replicacdo completa: a primeira inclui a ligagdo do
virfon na superficie do hepatécito e sua fusdo na membrana celular, onde seu genoma é
desempacotado e internalizado através do poro nuclear, e por fim convertido em DNA
circular covalentemente fechado (cccDNA- do inglé€s - covalently closed circular DNA) pela
enzima polimerase do virus; a segunda parte € relacionada a transcricio de RNAs
mensageiros por enzimas celulares denominadas RNA polimerases II. Dois tipos de RNAs
sao formados: os subgenomicos, responsaveis pela formacao das proteinas de superficie e do
HBxAg e os gendmicos que sdo RNAs maiores do que o genoma, servindo como molde para
a formacdo do DNA circular relaxado ( rcDNA — do inglés — relaxed circular DNA), assim
como produgdo de polipeptidios estruturais e nao estruturais (HBeAg, HBcAg e Polimerase
viral) (Beck, Nassal, 2007; Glebe, Bremer, 2013).

O entendimento sobre a entrada dessa particula viral na célula hepética, pode ser a
receita mestre para um tratamento inovador que possa cessar a mortalidade relacionada a esse
virus. Pouco se conhece sobre suas estratégias de fixacdo na superficie dos hepatdcitos devido
a inexisténcia, ha muito tempo, de culturas celulares que desenvolvessem eficientemente o
ciclo replicativo (Yan et al., 2012). Sabe-se a importancia que a proteina L do HBsAg
(dominio PreS-1) possui na interacdo de baixa afinidade com receptores celulares da
superficie hepdtica, sendo o proteoglicano de heparan sulfato o primeiro receptor para essa

particula (Schulze et al., 2007). Contudo, recentemente em trabalho feito por Yan et al. (2012)
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com células hepdticas de Tupaia e humanas, revelou-se que um cotransportador de dcido
biliar, o polipeptidio de cotransporte taurocolato de s6dio (NTCP) possui uma interacdo de
alta afinidade com a regidao PreS1 do L-HBsAg. Isso foi demonstrado através do
silenciamento do gene que expressa esse transportador, mostrando assim a inibicdo da
infeccao pelo HBV, criando desse modo esperangas para uma nova droga que possa Ser
eficiente antes da entrada desse parasita celular.

Ap6s a entrada do HBV no citoplasma da célula, apenas na forma de nucleocapsideo
sem envelope viral, seu genoma € exposto e internalizado através do poro nuclear ainda como
uma fita de DNA semicircular ligado a sua polimerase, onde tanto essa enzima viral como
aquelas dos hospedeiros participam de um complexo e elusivo processo de transformacgdao do
rcDNA em cccDNA (Kock et al., 2010; Rabe et al., 2009). Esse ultimo DNA viral € estavel e
pode permanecer nos hepatdcitos provocando infecgdes de novo no hospedeiro (Beck, Nassal,
2007). Assim, para que haja a manuten¢@o do pool de cccDNA nas células infectadas, hd um
reaproveitamento das particulas maduras do nucleocapsideo. Essa estratégia é encontrada em
todos os membros da familia desse virus e demonstra um processo eficiente para sua
manutencao (Glebe, Bremer, 2013; Wu et al., 1990). Além do mais, diferentemente de muitos
retrovirus, a transcricdo reversa do HBV deve ser finalizada dentro do citoplasma do
hepatdcito antes de todos os outros processos de montagem e maturagdo viral (Glebe, Bremer,
2013).

Ainda no niucleo, o processo de transcricdo e maturacdo do RNAm se assemelha ao
processo de RNAm celulares, em que os RNAs transcritos do cccDNA sdo protegidos em
suas extremidades 5° e 3°, possuem sinal de exportacdo nuclear e mecanismos de
processamento e estabilizacdo, embora ndo possuam geralmente o processo de splicing génico
(Beck, Nassal, 2007; Glebe, Bremer, 2013; Glebe, Konig, 2014).

O principal autor, no processo de replicacao entre os RNA mensageiros do HBV, € o
RNApg pois interage com a polimerase viral no citoplasma. Esse RNAm possui uma
organizacdo com elementos cis que sdo essenciais para o processo de replicacdo. Entre eles
temos as regides DR, e uma estrutura denominada épsilon (&) que possui forma de grampo de
cabelo (hairpin), encontrada nas duas extremidade do RNApg (Beck, Nassal, 2007).

Por fim, o RNApg € encapsidado com a polimerase € inicia o processo de transcri¢ao
reversa para producdo de uma fita completa de DNA (fita negativa) do HBV e por fim a fita
incompleta (fita positiva), formando um genoma parcialmente em dupla fita (Liang, 2009).

Ap6s a formagao do nucleocapsideo com o rcDNA, hd duas vias possiveis: a reimportacdo
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para o nucleo de forma a manter o pool de cccDNA ou formacdo de novos virions (Glebe,
Bremer, 2013; Liang, 2009). Existem também particulas virais ndo completas (Figura 1A),
incapazes de infectar outras células devido a auséncia do nucleocapsideo, que possuem
importancia na imunogenicidade. Tanto o virion como essas particulas virais sdo secretados

em uma proporcao de um virion para dez particulas ndo infecciosas (Glebe, Bremer, 2013).

2.1.4 Diagnostico e formas de transmissdo

O marcador HBsAg € secretado em grande quantidade nos hepatdcitos infectados,
tanto na particula completa (particula de Dane), como em particulas ndo infecciosas de
formato esférico ou de filamento (Figura 1A). Esse antigeno é utilizado para identificar
individuos infectados e sua presenga por mais de seis meses € aceita como evidéncia de
infeccao cronica (Gerlich, 2013; Glebe, Konig, 2014).

Desde os anos 80, € possivel através de métodos imunoldgicos de diagndstico,
estabelecer se o individuo estd infectado ou imune a infeccdo pelo HBV. O anti-HBc
(anticorpos contra o HBcAg) € o primeiro anticorpo a surgir apds o contato com a particula
viral, frequentemente durante a fase aguda ou sem mesmo nenhum sintoma; o HBsAg
isolado, ou seja, sem o anti-HBc ou outros marcadores, € o primeiro marcador sorolégico que
se torna positivo e € um indicio que o individuo pode ainda desenvolver a doenga clinica que
se torna cronica quando o HBsAg persiste por mais de seis meses (Gerlich, 2013; Glebe,
Konig, 2014). A resolu¢do da infeccdo € observada quando encontramos o anti-HBs
(anticorpos contra 0 HBsAg) e o anti-HBc sem o HBsAg, todavia, isso significa apenas que o
sistema imune do individuo foi capaz de combater a replicagdo do virus, mas que hd a
possibilidade de reativacdo em ocasides em que ocorra um comprometimento do sistema
imune (Gerlich, 2013; Nebbia et al., 2012).

Como mencionado, a deteccdo de antigenos ou anticorpos relacionados ao HBV siao
utilizados atualmente em triagens laboratoriais e inquéritos soroldgicos, através de
imunoensaios como o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se Kits
comerciais especificos para cada marcador (Bowden, 2006). Contudo, a existéncia de
mutantes de escape diagndstico, assim como a ndo eficiente detec¢cdo do HBsAg quando em
niveis muito baixos, levam a problemas diagndsticos que podem ser corrigidos através de
testes que se baseiam no genoma viral (Datta et al., 2014). Varios testes que se fundamentam

na deteccdo de dcidos nucléicos se tornaram nos ultimos anos ferramentas adicionais ou
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alternativas, sendo que para o HBV, duas vertentes tém sido comumente usadas: ensaios com
deteccao direta através de sondas e, mais frequentemente, ensaios de detec¢do indireta in vitro
através de amplificacdo de sequéncias alvos do genoma do virus, sendo a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) a mais famosa e utilizada entre os ensaios de detec¢do indireta (Datta et al.,
2014).

O HBYV ¢ extremamente infeccioso, sendo até 100 vezes mais provavel uma infec¢ao
apds exposicdo a sangue ou fluidos corporais (sémen e secrecao vaginal) de individuo em
replicacdo viral, em relagdo a contaminacdo por HIV a partir de um individuo soropositivo
para este ultimo virus (Centers for Disease Control and Prevention, 2008). O HBV pode
permanecer durante sete dias em ambiente externo e ainda ser vidvel e infeccioso (Bond et al.,
1981; Shepard et al., 2006). As maiores concentracdes do HBV sdo encontradas no sangue.
Além de quaisquer individuos com hepatite B cronica, individuos apenas com HBsAg e/ou
anti-HBc positivo sdo potencialmente infecciosos e capazes de transmitir o virus (Shepard et
al., 2006; Seo et al., 2015).

Existem inuimeras formas de transmissdo do HBYV, sendo as principais vias de
transmissdo a sexual, percutanea (utilizacdo de drogas injetdveis contaminadas, procedimento
de manicure/pedicure, acupuntura ou tatuagem sem utilizacdo de materiais esterilizados),
perinatal (da mae para o filho), horizontal (utensilios domésticos contaminados), transfusdo
com sangue contaminado, transplante de 6rgdo e nosocomial (acidente ocupacional em
ambiente hospitalar) (Wasmuth, 2010a). O conhecimento sobre a via € o momento de
contaminacdo é uma importante ferramenta para o resultado clinico, j& que hd uma alta
probabilidade de desenvolvimento de uma infec¢do cronica nos individuos que se infectaram

ao nascimento através da mae ou ainda nos primeiros anos de vida (Chen et al., 2000).

2.1.5 Epidemiologia

A hepatite B € uma doencga infectocontagiosa de abrangéncia mundial. Estima-se que o
surpreendente nimero de dois bilhdes de pessoas ja tiveram contato com seu agente
etiologico, afetando de 240 a 400 milhdes de individuos com sua forma cronica e levando a
morte de 500 mil a 1,2 milhdo de individuos todos os anos, sendo considerada a décima causa
principal de mortes no mundo (Goldstein et al., 2005; Goyal, Murray, 2014; Ott et al., 2012;
WHO, 2014a). Mesmo com esses nimeros preocupantes, até 30 milhOes de pessoas sdo

infectadas globalmente anualmente por esse virus, principalmente em paises em
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desenvolvimento com altas taxas de endemicidade que ndo sdo capazes de implementar uma
vacinagdo em massa, devido ao custo da vacina, ou a problemas na gestao e incorporacdo de
medidas de saidde publica gerados por situacdes politicas e/ou econdmicas, que dificultam o
acesso da populagdo a vacinagdo (Datta et al., 2014).

Baseado na presenca do marcador sorolégico de infecccao, o HBsAg, foi padronizado
que regides do mundo com menos de dois por cento de prelavéncia desse marcador seriam
considerados como de baixa endemicidade; entre dois e oito por cento como endemicidade
intermedidria (baixa ou alta); e elevada, aquelas regides com prevaléncia acima de oito por
cento (WHO, 2015) (Figura 3).

No mundo, as prevaléncias do HBV variam consideravelmente, sendo que de acordo
com revisdo feita por Merrill e Hunter (2011), h4 praticamente quase a mesma proporcao de
estudos realizados em diferentes regidoes do mundo que atestam baixa, intermedidria e alta
prevaléncia do HBsAg: 30%, 36% e 34% respectivamente. O mesmo estudo mostra que as
regides com altas prevaléncias sdo a Africa, Pacifico ocidental, Mediterraneo oriental e, partes
da Europa oriental. Ja aquelas regides com baixa endemicidade englobam as Américas,
Europa ocidental e algumas regides desenvolvidas do Pacifico ocidental. Contudo, a
Organizac¢do Mundial da Satde, mais recentemente, considera que quase metade da populagdo
mundial esteja em regido de alta prevaléncia (WHO, 2015).

Nas Américas, o Brasil também € considerado como um pais de baixa prevaléncia de
acordo com estudo realizado em capitais das cinco macrorregides do Brasil e no Distrito
Federal, onde aproximadamente 0,37% de individuos apresentaram o marcador HBsAg, tendo
o Nordeste uma prevaléncia bem proxima aquela das regides como um todo (0,42%)
(Universidade de Pernambuco, 2010). Embora esse ultimo estudo tenha mostrado uma
prevaléncia baixa do HBsAg no Brasil, ha registros, principalmente na regidao Norte, de casos
de elevada endemicidade, chegando a quase 10% na Amazodnia e aproximadamente 9% em
uma comunidade de afrodescendentes (Braga et al., 2001; Motta-Castro et al., 2003). Em uma
recente revisdo, se identificaram regides isoladas com maior prevaléncia, especialmente na
Amazonia, bem como grupos especificos, como moradores de rua nas grandes cidades e

comunidades afrodescendentes isoladas no centro do pais (Souto, 2015).



32

Prevalénciado HBsAg

— — -

Baixa - 2% Intermediario baixo — 2-4% Intermedirio alta - 4-8% Alta-28

Figura 3 - Prevaléncia da infec¢do pela Hepatite B em individuos de 19 a 49 anos no
ano de 2005.
Fonte: Modificado de Ott et al., 2012.

A principal limitacdo do inquérito realizado no Brasil € a sua abrangéncia apenas nas
capitais, excluindo outros municipios, principalmente aqueles rurais mais distantes das
capitais onde a educacdo, prestacdo servicos de sadde, higiene e condicdes de moradia s@o
relativamente ruins (Souto, 2015). De acordo com o Ministério da Saude, entre 2000 e 2011 o
Sistema de Informacdo de Mortalidade (SIM) registrou 9.659 mortes relacionadas ao HBV
(Brasil, 2012) e cerca de 600 mil pessoas como portadores cronicos no Brasil, com apenas 2%
em tratamento, e desse modo, fonte de transmissdo do virus, principalmente para aqueles que
vivem em regides de pouco acesso a saude e que possuem uma baixa cobertura vacinal
(Brasil, 2011).

A importincia do conhecimento da prevaléncia do HBsAg, em certa dreas geogréficas,
auxilia tanto no conhecimento sobre o meio de transmissdo mais eficiente, como no
direcionamento de implementacao de politicas publicas de conscientizacao e imunizacao (Ott

et al., 2012; Shepard et al., 2006). Por exemplo, em regides com endemicidade baixa,
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possivelmente o meio de transmissdo mais comum € o horizontal em adultos jovens, através
de sexo desprotegido ou pela utilizagdo de drogas injetdveis, enquanto a perinatal é a mais
encontrada em regides de prevaléncias intermedidrias a altas (Shepard et al., 2006; WHO,
2014a).

Em relacdo a probabilidade de infeccdo, as criancgas sdo as mais afetadas pelo HBV,
pois essas ainda possuem uma resposta imunoldgica antiviral fraca, e, consequentemente,
maior probabilidade de se tornarem portadoras cronicas da doenca e transmissores eficientes
desse virus (Merril, Hunter, 2011). Das criangas infectadas no primeiro ano de vida ou no
parto, até 90% tornam-se portadoras crOnicas e essa percentagem diminui com o passar da
idade, sendo 30-50% quando em idade de um a cinco anos. Na fase adulta, no minimo 90% de
individuos infectados irdo se recuperar no primeiro ano de infeccao (Te, Jensen, 2010; WHO,

2014a).

2.1.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular

A despeito de ser um virus com regides codificantes importantes em sobreposi¢ao, o
HBYV possui uma grande diversidade molecular devido a sua polimerase com atividade de
transcriptase reversa € propensa a erro, ou seja, sem a capacidade revisora (proof-reading)
(Locarnini, Zoulim, 2010). Desse modo, ocorreu um grande processo de variabilidade durante
milhares de anos de evolugdo dentro de seus hospedeiros, mesmo com essas limitagcdes (Kay,
Zoulim, 2007; Mizokami et al., 1997). Recentemente em trabalho realizado por Torres et al.
(2013) foi demonstrado que regides de sobreposi¢cdo possuem vdrias diferencas a nivel
genOmico em relacdo as regides onde ndo hd sobreposicdo. Os autores propuseram que
existam alguns mecanismos que auxiliem na tolerancia de mudanca nucleotidica no genoma
desse virus como: utilizagdo de aminoacidos que sejam altamente degenerados, ou seja, que
sejam codificados por vérios cédons; uma tendéncia a utilizagdo de cédons especificos (mais
flexiveis) para certa ORF, e por fim a escolha de c6dons que possuam a maior probabilidade
de em caso de substituicdes nao sinonimas, codificar aminodcidos com as mesmas
propriedades fisico-quimicas.

Como o HBV apresenta regides com genes expressos em diferentes fases de leitura,
isso explica a existéncia de regides com diferentes taxas de mutacdes, que sdo de dificil
avaliacdo, dado que ndo existem amostras virais documentadas que sejam coletadas com um

grande intervalo de tempo a partir de um mesmo individuo infectado. Isso implica em
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dificuldades na avaliacdao de estudos de taxas evoluciondrias do HBV, que acabam tendo que
ser determinadas por eventos historicos conhecidos em paralelo aos estudos da diversidade
genética encontrada (Bouckaert et al., 2013).

Observando-se a grande variabilidade encontrada em cepas do HBV ao redor do
mundo, a necessidade de classificacdo apds a descoberta do HBsAg, era questdo de tempo.
Assim, a primeira forma de separacdo dessas cepas foi implementada quando pesquisadores
observaram que anticorpos especificos contra o HBsAg (anti-HBs) ndo reagiam da mesma
forma contra antigenos HBsAg de portadores distintos. Nasce entdo a serotipagem como uma
das primeiras formas de classificagdo do HBV (Bouvier, Williams, 1975).

Com a maior facilidade de uso da biologia molecular, a classificacdo serotipica
comegou a se basear em relacdo a aminodcidos em certas posi¢des dentro da regidao do
determinante “a” do HBV, localizado entre os residuos 124 e 147, classificando atualmente o
HBsAg em nove subtipos: ayw (aywl, ayw2, ayw3, ayw4) adw (adw2, adw4), adr (adrq+ e
adrg-) e ayr (Norder et al.,2004). Através de estudos moleculares foi possivel constatar que as
variacdes d/y e w/r dependiam apenas de substitucdes pontuais de Lisina/Arginina nas
posicdes 122 e 160, respectivamente, ou seja, os epitopos d e w tém uma lisina nas duas
posicdes, € 0 y e r apresentam arginina. A classificacdo dos subdeterminantes denominados
por numerais ardbicos (w1l a w4) e a letra q com sinal positivo ou negativo (q-, g+) se baseam
também na posi¢do de aminoédcidos. Uma prolina na posicao 127 esté relacionada a expressao
de wl/w2, treonina com w3 e leucina/ isoleucina w4. Cinco posi¢des sdo importantes na
diferenciacdo entre aywl e ayw?2: posi¢ao 134 (fenilalanina por tirosina); 143 (treonina por
serina), 159 (alanina por glicina), 161 (tirosina por fenilalanina) e 168 (valina por alanina). Ja
em relacdo aos subtipos g- e g+, as posi¢cdes 158, 159, 177 e 178 possuem regides adjacentes
onde se encontra substitucdo de aminodcidos apenas nos subtipos g- (Norder et al., 1992).

Com o advento do sequenciamento, a primeira sequéncia completa do HBV foi
publicada (Galibert et al., 1979), e desde entdo, varios grupos de pesquisa ao redor do mundo
publicam sequéncias completas ou de regides importantes desse virus. Isso vem possibilitando
a comparacdo eficiente dessas sequéncias através de andlises filogenéticas robustas que
permitem a classificagao desse virus (Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004).

A separacdo em genétipos deve seguir um padrao de divergéncia nucleotidica de 7,5%
ou mais no genoma completo, entre outros critérios estabelecidos como, por exemplo, ndo
haver indicio de recombinacdo com outros genotipos e ser preferencialmente evidenciados por

suas caracteristicas clinico-epidemioldgicas (Kramvis et al., 2008, Kurbanov et al., 2010).
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Atualmente, dez gendtipos ja foram descritos, sendo nomeados em ordem alfabética e
pela ordem de descoberta (A-J) (Arauz-Ruiz et al., 2002; Huy et al., 2008; Naumann et al.,
1993; Norder et al., 1994; Okamoto et al., 1988; Stuyver et al., 2000; Tatematsu et al., 2009).
Contudo, os dois ultimos gendtipos I e J descritos ainda sdo questdes de especulacdo por ndo
possuirem todos os critérios para sua classificacdo (Kurbanov et al., 2010).

Além dos gendétipos, divergéncia superior a 4% e inferior a 7,5% classificam esses em
subgendtipos (Kramvis et al., 2008). A nomeacdo se da através de numerais arabicos
(seguidos eventualmente de letras mindsculas no caso dos subgenétipos do genétipo F), sendo
que esses subgendtipos foram até entdo encontrados apenas entre os genotipos A, B, C, D e F
(Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004). Esses gendtipos, assim como os subgenotipos,
parecem ter distribui¢des geograficas particulares, sendo relacionados com algumas etnias, e
por esse motivo tem se discutido sobre a relagdo entre seus tipos e estudos antropoldgicos, em
especial ao que se refere as migragdes populacionais (Kramvis et al., 2008; Kurbanov et al.,
2010; Okamoto et al., 1988; Orito et al., 2001) (Figura 4).

Virios grupos cientificos ao redor do mundo possuem facilidade na obtengdo de
sequéncias de microrganismos em bancos de dados na internet, para construc¢do filogenética
e/ou designacdo de tipos gendmicos. Contudo, em relagdo ao HBV, os critérios de designacdo
de subgendtipos entre especialistas nem sempre convergem, o que culminou em diversas
classificacOes errOneas na literatura cientifica que seriam evitadas caso seguissem critérios
mundiais pré-estabelecidos e houvesse um controle por um 6rgao designado para tal trabalho
(e. g. ICTV) (Schaefer et al., 2009). Essas incongruéncias ja foram discutidas para vérios
subgendtipos (Shi et al., 2013), por exemplo, os subgendtipos do gendtipo A, com excecdo do
Al e A2, tém sido alvo de incertezas por pesquisadores que levando em conta os critérios para
classificacdo, propdem o reagrupamento dos subgendtipos A3, A4, A5 e A7 em “quase-
subgendtipo” A3 e o A6 sendo reclassificado como A4 (Pourkarim et al., 2010; 2011).

O gendtipo A € dividido de Al a A7; sendo o Al encontrado principalmente nos
continentes africano, asiatico (fndia e Bangladesh), e no continente americano (Brasil, Haiti e
Martinica) (Andernach et al., 2009b; Barros et al., 2014; Brichler et al., 2013; Hiibschen et al.,
2009; Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004); o A2 no norte da Europa e na América do
Norte (Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004). Os subgendtipos A3, A4, A5 e A7 ja foram
encontrados em diversas regides da Africa, enquanto o A6 ja foi isolado em pacientes de
origem africana na Bélgica (Hiibschen et al., 2011; Kurbanov et al., 2005; Olinger et al.,

2006; Pourkarim et al., 2010; Shi et al., 2013).
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O genétipo B € dividido em B1 a B9; sendo o B1 frequentemente encontrado no
Japdo; B2-5, no leste da Asia; B6, em populacdes indigenas do Artico e B7-9 na Indonésia
(Dunford et al., 2012; Norder et al., 2004; Nurainy et al., 2008; Mulyanto et al., 2009;
Sakamoto et al., 2006, 2007; Shen et al., 2009; Shi et al., 2013).

O gendtipo C possui uma similaridade de distribuicdo com o genétipo B, e estd
dividido em 16 subgenétipos, sendo o maior em diversidade intragenotipica; o subgendtipo
C1 é encontrado no sudeste da Asia e sul da China; C2, no nordeste da Asia; C3, na Oceania e
Indonésia; C4, na Australia; C5, nas Filipinas; C6, na Indonésia e Filipinas; C7, Filipinas e
C8-16, na Indonésia (Huy et al., 2004; Mulyanto et al., 2010, 2011, 2012; Norder et al., 2004;
Sakamoto et al., 2006; Shi et al., 2013).

O genétipo D, o mais distribuido pelo mundo, € dividido em oito subgenétipos e sao
amplamente distribuidos no Oriente Médio, Europa oriental, Rissia, norte da Asia e regido do
Mediterraneo. Também sio encontrados em outros paises com populagcdo de origem europeia,
como o Brasil e os Estados Unidos, assim como em populagdes indigenas do Artico. Mais
precisamente, o subgen6tipo D1 € encontrado na Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, India
e China; D2, no Japao e norte da Europa; D3, na India, Africa do Sul e sul da Europa; D4, na
Oceania, Haiti e Brasil; D5, na India e Japdo; D6, na Indonésia; D7, na Tunisia e D8 na
Nigéria (Abdou Chekaraou et al., 2010; Andernach et al., 2009b; Banerjee et al., 2006;
Barros et al., 2014; Meldal et al., 2009; Norder et al., 2004; Shi et al., 2013; Yousif, Kramvis,
2013).

O genotipo E ndo possui subgendtipos descritos até entdo, devido provavelmente ser
um gendtipo de disseminagio recente encontrado mais frequentemente na Africa Ocidental e
Central (Kramvis, Kew, 2007). A principal causa de disseminacdo desse gendtipo parece ser
devido a eventos de vacinagdo em massa com seringas niao descartdveis, utilizagdo de
materiais perfurocortantes em rituais e contato préximo com individuos infectados, incluindo
o sexual (Andernach et al., 2009a).

O gendtipo F € mais restrito em populagdes amerindias na América do Sul, embora
casos tenham sido descritos na Europa (Mello et al., 2007; Norder et al., 2004). Esse genétipo
¢ dividido em quatro subgenétipos; F1, sendo dividido em dois clados diferentes: Fla
encontrado na América Central e F1b na América do Sul. Do mesmo modo o F2 ¢ dividido
em dois clados encontrados principalmente na regido setentrional da América do Sul. O

subgendtipo F3 também € encontrado nessa ultima regido, principalmente na Venezuela e
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Colombia e o F4 € encontrado na regido central e sul desse mesmo continente (Devesa et al.,
2008; Kato et al., 2005; Torres et al., 2011).

Os gendtipos G e H ainda ndo sdo bem descritos, tendo o G sido encontrado na Europa
(Alemanha e Franca) e nas Américas (Canadd, Estados Unidos, México, Colombia) (Lindh,
2005; Locarnini et al., 2013; Norder et al., 2004) enquanto o gendtipo H foi encontrado na
América Central, principalmente no México onde € bastante frequente (Arauz-Ruiz et al.,

2002; Panduro et al., 2013).
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Figura 4 - Distribuicdo geogréfica dos genétipos do HBV.
Fonte: Adaptado de Shi et al. 2013

Estudos realizados em algumas regides do Brasil mostram que o gendtipo mais
frequente é o A, seguido por D e F. Esse primeiro foi encontrado em 67,1% dos mais de 700
individos provindo de diversos estados do Brasil (Gomes- Gouvea et al., 2015). Além disso,
trabalhos em todas as regides ja demostraram que o genétipo A € o mais frequente (Crispim et
al., 2014; Mello et al., 2007).

O genétipo D € o mais frequente no sul do pais (Becker et al., 2010; Bertolini et al.,
2012; Carrilho et al., 2004; Gomes-Gouvea et al., 2009; Gusatti et al., 2015; Mello et al.,
2007; Santos et al., 2010). O genétipo F € encontrado em quase todas as regides brasileiras,
sendo considerado um gendtipo nativo dos indigenas americanos, embora tenha sido descrito
em maior frequéncia em Pernambuco (Mello et al., 2007). Contudo, estudos realizados na
regido norte mostram a preponderancia desse genotipo nessa regido em relacdo as demais no

Brasil (Castilho et al., 2012; Santos et al, 2010; Viana et al., 2005).



38

Os outros gendtipos ja foram descritos no Brasil em menor frequéncia, com excecao
dos I e J, sendo os gendtipos B e C descritos em individuos com descendéncia oriental
(Clemente et al., 2009; Sitnik et al., 2004); o E, em imigrantes africanos (Sitnik et al.,2007); o
G, em alguns individuos do sudeste do Brasil e no Acre (Bottecchia et al., 2008; Lobato et
al., 2006; Silva et al., 2010) e o gen6tipo H em um caso no Parana (Bertolini et al., 2012).

Ainda sdo escassos os estudos da distribuicao dos subgendtipos no Brasil. Contudo, o
Al parece ser o mais frequente nos casos de gendtipo A; D3, nos casos de genétipo D e F2a
entre os gendtipos F (Barros et al., 2014; Bertolini et al., 2012; Gomes-Gouvéa et al., 2009;
Mello et al., 2007; Santos et al., 2010).

No Maranhao, em estudo realizado em pacientes atendidos em um centro de referéncia
no tratamento hepatico do Hospital da Universidade Federal do Maranhdo, foi encontrada
uma grande quantidade de individuos com o genétipo Al e D4, sendo este tltimo raramente
encontrado no Brasil (Barros et al., 2014; Gomes-Gouvéa et al., 2009; Santos et al., 2010).
Outro trabalho publicado recentemente em que sua casuistica foi representada por sete
estados, mostrou o mesmo padrao de distribuicdo de subgendtipos do Brasil, embora tenham

sido encontrados outros nove subgenétipos (Gomes-Gouvéa et al., 2015).

2.2  Hepatite Delta

2.2.1 Historico

Nao bastando todo o mistério e especulacOes existentes na atualidade, sobre esses
microscopicos organismos dependentes do sistema celular do hospeiro, mais pecgas sdo
colocadas nesse quebra cabeca com a descorbeta de um virus tinico que nao necessita somente
do hospedeiro, mas de outro virus. O HBYV acabara de ser descoberto e o interesse em
investigar os agentes etiologicos de outras hepatites virais comecou a ser levado em
consideracdo mais frequentemente, através de indicios de diferencas clinicas relacionadas a
essa doenca (Thomas et al., 2015). Assim, o HDV foi primeiramente descrito por acaso em
1977 em pacientes portadores cronicos do HBV, principalmente aqueles com hepatite
pesistente e doenca hepdtica ativa, através de andlises de rotina histoldgica e do sangue desses
pacientes (Rizzetto et al., 1977). A técnica de imunomarcacdo era um procedimento
diagnostico de rotina nos anos 70 (Thomas et al., 2015) e foi assim que o grupo do Dr

Rizzetto observou que aqueles individuos positivos para HBcAg possuiam um coloracdo no
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antigeno HBsAg sem envidéncia do capsideo (Rizzetto et al., 1977). Trés anos mais tarde,
experimentos em grupos de chimpanzés com/sem hepatite B cronica esclareceram a hipétese
da descoberta de um novo virus associado ao HBV (Rizzetto et al., 1980; Smedile, Rizzetto,
2011). Assim, com o passar dos anos, mais pesquisadores se interessaram em estudar essa

nova particula viral, até que em 1986 seu genoma foi sequenciado (Wang et al., 1986).

2.2.2  Caracteristicas bioldgicas e moleculares do virion

Atualmente esse virus é designado por muitos adjetivos, tais como satélite, quimera,
hibrido, subviral, defectivo etc., devido a incapacidade per se de infectar as células do
hospedeiro, sendo necessdria a assisténcia de seu helper virus, o HBV. Desse modo, essa
particula viral infecta somente individuos com HBsAg, pois necessita dessas proteinas para a
montagem do virion capaz de entrar nos hepatdcitos (He et al., 2015; Pascarella, Negro, 2010;
Rizzetto, 2016). Assim, o HDV ocorre como coinfec¢do aguda conjuntamente com o HBV ou
como superinfeccdo quando infecta pacientes com hepatite B cronica (Pascarella, Negro,
2010). Essa necessidade compulséria de associacao de dois agentes infecciosos € pouco vista
na natureza em humanos, sendo encontrado outro exemplo parecido em AAV (virus associado
ao adenovirus, do inglé€s-adeno-associated virus) que apenas replicam em células infectadas
com adenovirus ou herpesvirus (Daya, Berns, 2008).

A Hepatite Delta é causada por um pequeno virion de ndo menos que
aproximadamente 30 nm de diametro, sendo assim um dos menores organismos virais
conhecidos que infectam células humanas (Alves et al., 2013; He et al., 1989). Esse virion foi
classificado em um género unico denominado Deltavirus e é relacionado aos virdides
(patégenos de plantas), devido a formagdo de estruturas em fita dupla de RNA parecidas com
bastdes, assim como seu pequeno tamanho e modo de replicacdo. Contudo, diferentemente de
um virdide, o HDV possui um genoma maior, com capacidade de codificar seu préprio
antigeno Delta (HDAg), o que ndo é encontrado nos virdides (Flores et al., 2012; Taylor et al.,
2014).

As peculiaridades do HDV, pequeno genoma circular de fita simples de RNA
(aproximadamente 1.700 nucleotideos) de conformacdo negativa, o fizeram ser considerado
como Unico entre os virus que infectam animais (Taylor et al., 2014). Seu genoma possui uma
ORF capaz de codificar um unico polipeptidio chamado HDAg. Esse antigeno possui duas

diferentes formas: uma conhecida como pequena ou S (do inglés - short), de 24 Kda com 195
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aminodcidos e uma grande ou L (do inglés- large) de 27 kda com 214 aminoécidos (Rizzetto,
2016) (Figura 5). Essa ultima € traduzida através de uma edicdo no RNA mensangeiro por
uma enzima chamada de ADARI1 (do inglés, Adenosine Deaminase) que modifica (i.e.,
deamina) uma adenina na posi¢do amber (término de tradu¢do) por uma inosina, que
consequentemente, leva ao prosseguimento da cadeia peptidica até a formacdo de uma
proteina L, que € essencial para a parada da replicacdo viral e inicio do processo de montagem
viral (Casey, 2006) (Figura 6). Desse modo, a proteina S-HDAg tem sido apontada como
necessdria para iniciacao da replicacao viral (Yamaguchi et al., 2001), enquanto a grande (L-

HDAg) serve como a principal inibidora da replicacdo e € essencial para o processo de

empacotamento dos novos virions (Lee et al., 1995).

Proteina M
Proteina S

(HBsAg) Proteina L

" RNA

L-HDag

Figura 5 - Figura representativa do virion do HDV com as proteinas de
envelope do HBV.

Fonte: Autoria prépia.
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Figura 6-Processo de edicdo no RNAm do HDV. A linhas grossas e pretas representam
os RNAs antigendmicos e as cinzas os gendmicos. 1, sintese do RNA mensageiro
codificante da proteina S-HDAg; 2, replicacio do RNA gendmico e antigendmico; 3
tradugdo da proteina S-HDAg; 4, edicao do RNA; 5, RNA antigendmico modificado; 6,
sintese do RNAm modificado; 7, replicacdo do RNA gendmico e antigendmico; 8,
traducgdo da proteina L-HDAg.

Fonte: Adaptado de Casey, 2006.

2.2.3 Replicagdo viral

Os detalhes sobre a replicagdo desse virus ainda sao pouco definidos, contudo, apds a
entrada do virus no hepatdcito por processo provavelmente idéntico ao HBV (Abbas et al.,
2013), o RNA ¢ direcionado ao nucleo das células hepaticas, onde as RNA polimerases do
hospedeiro participam do processo replicativo (Huang et al., 2008), embora de forma ainda
nao esclarecida (Alves et al., 2013). Estudos mostram que existem trés RNAs que se
acumulam nas células infectadas e que parecem ter surgido pelo processo de transcricao
denominado “circulo rolante” (Branch, Robertson, 1984; Taylor, 1992). O genoma de RNA
circular € usado como molde para obten¢do de precursores de RNAs mensageiros e de RNAs
multiméricos de polaridade oposta. Esses ultimos possuem pelo menos duas cépias de
ribozimas de HDV que tém a capacidade de autoclivagem para producdo de antigenomas de
HDV RNA, sendo o processo de religagdao provavelmente comandado por RNA ligases do
hospedeiro (Reid, Lazinski, 2000). Apds essa ligacao, o novo RNA antigendmico serve como

molde para RNAs multiméricos de polaridade gendmica (Alves et al., 2013) (Figura 7) .
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Figura 7 - Modelo replicativo do HDV. 1, 2 e 3, RNA gendmico do HDV ¢ utilizado
como molde para os RNAm e para RNAs multiméricos de conformidade antigendmica;
4, Esses ultimos contém duas cdpias de ribozimas que autoclivam o RNA, produzindo
o RNA linear; 5, esses RNAs sdo ligados para a producdo de RNA circulares
antigendmicos; 6, esses servem como molde para producdo de RNAs multiméricos de
conformidade gendmica; 7 e 8, esses sdo autoclivados e ligados para produzir novos

RNAs gendmicos circulares.
Fonte: Adaptado de Alves et al., 2013

2.2.4 Diagndstico e formas de transmissdo

Em 1984, ap6s a descoberta do virus delta, ensaios soroldgicos comerciais que tinham
como alvo o anticorpo contra o HDV (anti-HD) se tornaram disponiveis, e assim, 0os primeiros
estudos epidemioldgicos surgiram (Rizzetto, Alavian, 2013). Um individuo que foi exposto a
infeccdo apresenta anticorpos anti-HD IgG em seu sangue, persistindo esse anticorpo por toda
vida do infectado (Hughes et al., 2011). Contudo, isso significa apenas que o individuo teve
contato com a proteina viral HDAg e deste modo, a infec¢do s6 pode ser diagnosticada
através de testes moleculares para investigacdo do RNA viral (Ahn, Gish, 2014).

O genoma do HDV ¢ investigado através de métodos moleculares, que avaliam a
presenca de RNA do HDV através da reacdo em cadeia de polimerase por transcri¢io reversa
(do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) (Denniston et al.,
1986). Recentemente, alguns estudos tém mostrado técnicas chamadas one-step através da
gRT-PCR que podem identificar e quantificar o RNA do HDV de forma mais rdpida e
eficiente (Karatayh et al., 2014; Scholtes et al., 2012).
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Em razdao de o HDV precisar de seu “ajudante” HBV, os modos de transmissao

parecem ser os mesmos desse ultimo (Alves et al., 2013).

2.2.5 Epidemiologia

Através dos primeiros estudos epidemiolégicos no final dos anos 80, surgiu a hipdtese
de que no minimo 5% dos individuos HBsAg positivos estavam também infectados pelo
HDV (Rizzetto, Ciancio, 2012). Esse nimero € apenas uma estimativa, ja que existem lugares
com alta prevaléncia do HBV, que nio foram investigados sobre a ocorréncia do HDV, assim
podendo ser esse nimero muito maior (Alves et al., 2013).

A coinfeccio HBV-HDV € geralmente associada a uma dificil resposta ao tratamento
e maior lesdo hepdtica (Rizzetto, 2016). Desse modo, como ja comentado, as medidas de
controle do HBV s@o as chaves para a interrup¢do da cadeia de transmissdo do HDV. Entre
essas medidas temos a vacinacdo para o HBV, politicas publicas de prevencdo tanto para a
populacdo em geral como aqueles mais susceptiveis a infeccdo (como usudrios de drogas
endovenosas) e medidas de controle de higiene (Rizzetto, Alivian, 2013).

Com o advento da vacina¢do para o HBV nos anos 90, e a diminui¢do da infecc¢do pelo
HBYV, a sensacdo que o HDV poderia ter sido extinto da lista de doencas transmissiveis ficou
cada vez mais evidente, pelo menos nos paises mais ricos (Rizzetto, Ciancio, 2012).
Contudo, essa percepcao fez com que essa infeccdo se tornasse negligenciada em muitos
paises e consequentemente a investigacdo para esse virus foi diminuida, e desse modo,
provdveis prevaléncias erroneas dessa infeccio foram obtidas (Rizzetto, Alavain, 2013).

O HDV ¢ endémico em paises do Mediterraneo, do Oriente Médio, Africa Central e
partes do norte da América do Sul, sendo encontrado na regido Amazdnica, inclusive
brasileira (Parana et al., 2006; Radjef et al., 2004). Na Turquia, a prevaléncia da infeccao pelo
HDV, em individuos HBsAg positivos, varia de acordo com a regido, sendo 5% no oeste e ao
redor de 30% no sudeste (Degertekin et al., 2008) (Figura 8).

Na Europa ocidental, essa infec¢do parece estar reaparecendo devido a imigracdo de
individuos de localidades endémicas, contudo, a vacinacdo contra o HBV dessa populagdo é
uma seguranca de que ndo haverd uma reemergéncia dessa infec¢do nessa localidade, ficando
a infeccdo restrita aos individuos imigrantes (Rizzetto, 2016).

A hepatite fulminante, causada pela infeccao pelo HDV, tem sido associada com os

altos surtos de mortalidade em algumas regides da América do Sul (Gomes-Gouvéa et al.,
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2009; Manock et al., 2000). No Brasil, a hepatite Delta concentra-se na Amazonica ocidental,
e apresenta juntamente com o HBV um importante problema de satide publica (Crispim et al.,
2014). Nessa regido, a prevaléncia de infeccdo pelo HDV entre individuos HBsAg positivos ja
chegaram aos surpreendentes 34% (Fonseca et al., 1988).

No Maranhao, encontraram-se os primeiros casos publicados sobre hepatite Delta, fora
da area conhecida como de elevada endemicidade para essa infec¢do no Brasil, com cinco
individuos anti-HD positivos entre 133 individuos com hepatite B cronica (Barros et al.,
2011). Isso mostra que ainda muito deve ser investigado sobre a presencga desse virus fora da

regido Amazonica.
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Figura 8 - Prevaléncia mundial do HDV e seus genétipos.
Fonte: Modificado de Hughes et al., 2011

2.2.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular

Como mencionado, o HDV possui um genoma pequeno, com aproximadamente
metade do tamanho de seu ajudante HBV (Taylor et al.,, 2014). Além do mais, sua
conformacdo € circular em forma de haste ndo ramificada e com intra-pareamento de bases
em mais da metade de seu genoma (Wang et al., 1986). Seu genoma, assim como o do HCV,
possui grande taxa de erro devido a falta de capacidade revisora da RNA polimerase do
hospedeiro, como encontrado nos organismos de genoma de RNA (Holland et al., 1982).
Desse modo, existe uma grande diversidade entre cepas, chegando até 40% em relacdo ao seu

genoma completo, sendo a regido com maior divergéncia aquela que codifica a regido C-
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terminal da proteina L-HDAg, enquanto a mais conservada sdo as sequéncias codificantes da
ribozima e ligante de RNA (Dény, 2006; Hughes et al., 2011). Assim como 0s outros virus
abordados aqui, essa divergéncia € altamente relacionada com a localidade geografica (Le Gal
et al., 2000).

A diversidade gendmica encontrada no HDV, junto a disponibilidade de comparacao
de sequéncias ao redor do mundo, possibitou a classificacdo de suas variantes. As primeiras
classificacdes do HDV foram realizadas alguns anos apds o sequenciamento do genoma desse
organismo, dividindo-o em trés gendtipos (Casey et al., 1993; Imazeki et al., 1991; Wang et
al., 1986). Estudos filogenéticos de um nimero maior de amostras procedentes de regides nao
estudadas anteriormente apontaram que o HDV possuia uma variabilidade muito mais
complexa, semelhante ao do seu ajudante HBV (Radjef et al., 2004). Atualmente, a separacao
das cepas de diversas partes do mundo se expande em oito gendtipos, com distribuicdes
particulares ao redor do mundo, nomeadas por numerais ardbicos (HDV-1 a HDV-8) (Le Gal
et al., 2006).

Com excecao do HDV-1 que é mundialmente encontrado, cada grupo do HDV ¢
geograficamente localizado (Le Gal et al., 2006) (Figura 8). O HDV-2 e 4 sdo encontrados no
leste da Asia (Hughes et al., 2011; Imazeki et al., 1990; Ivaniushina et al., 2001; Sakugawa et
al., 1999); o HDV-3, principalmente na Bacia Amazdnica (Gomes-Gouveéa et al., 2008) e os
genotipos 5-8 em individuos na Africa (Frangois-Souquiere et al., 2016; Le Gal et al., 2006;
Makuwa et al., 2008, 2009; Radjef et al., 2004).

A maioria dos estudos relacionados ao HDV no Brasil sdo descritos na regido
Amazonica, sendo escassos os trabalhos fora dessa (Mendes-Correa et al., 2011). Entre esses
trabalhos, o HDV- 3 € o mais frequente (Crispim et al., 2014; Gomes-Gouvéa et al., 2008,
2009) exceto em um estudo em que se encontrou o HDV-1 (Parana et al., 2006).
Recentemente foi descrito no Maranhao entre pacientes atendidos em um nucleo de referéncia
em doenca do figado, dois individuos com um genétipo nunca descrito no Brasil, o HDV-8

(Barros et al., 2011).
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2.3  Hepatite C

2.3.1 Historico

H4 quatro décadas houve o primeiro vestigio do HCV provocando hepatite em
individuos submetidos a transfusdo sanguinea, sendo essa primeiramente denominada de
hepatite nao A, ndo B (Alter et al., 1978; Feinstone et al., 1975). Somente depois de mais de
uma década, de muitas tentativas por diversos métodos, a particula viral responsdvel pela
infeccao seria identificada pelo grupo do Dr. Michel Houghton, sendo que os primeiros dados
foram apresentados na Universidade da Califérnia em Sao Francisco em 1988 e publicados
em 1989 (Choo et al. 1989; Houghton, 2009). Em poucas palavras, o agente etiolégico da
hepatite ndo-A, nao-B (HNANB), denominado posteriormente pela terceira letra do alfabeto,
foi desvendado a partir de uma biblioteca de DNA complementar (do inglés — complementary
DNA - cDNA) provindos de amostras de figado e plasma de chimpanzés infectados

experimentalmente com soros de pacientes com HNANB cronica (Houghton, 2009).

2.3.2 Caracteristicas biologicas e moleculares do virion

O HCV € um virion envelopado de tamanho relativamente maior do que o HBV (55-
65 nm), com pequenas proje¢des na superficie do envelope (Kaito et al., 1994), e um
nucleocapsideo de 33 a 40 nm, com uma forma semelhante a um icosaédro (Ishida et al.,
2001) (Figura 9A). Esse microrganismo possui familia e género designados como
Flaviviridae e Hepacivirus, respectivamente, sendo que essa familia também possui espécies
bem conhecidas como o virus da Febre Amarela e da Dengue (ICTV, 2015). Dentro do
género, estdo ainda vérios outros virus ainda a serem ratificados, como os encontrados em
mamiferos que infectam morcegos, roedores, caes, bovinos, equinos, entre outros. (National
Center for Biotechnology Information, 2016).

Seu genoma € composto de 4cido ribonucleico em fita simples de polaridade positiva
(RNAss+), com tamanho aproximado de 9.600 bases nucleotidicas, com uma ORF cuja
extremidades 5’ e 3’sdo regidoes ndo traduziveis (do inglés, untranslated region -UTR) de
estrutura secundaria complexa (hairpins) que possuem pouca diversidade nucleotidica entre
cepas e papéis fundamentais para a replicacdo desse virus (Figura 9B) (Ashfaq et al., 2011;

Jones et al., 2007; Kaito et al., 1994).
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evidenciando a superficie viral com o envelope lipidico e as glicoproteinas. (B) Genoma
do HCV mostrando as regides UTR e codificantes de proteinas estruturais € nao
estruturais, e suas principais funcdes. As setas cinza e preta representam a atividade de

proteases do hospedeiro.
Fonte: Figura A- Autoria propia; figura B, adaptado de Jones, McLauchlan, 2010.

Um dtnico polipeptideo de aproximadamente 3.000 aminodcidos chamado de
poliproteina, traduzido diretamente do genoma, é processado em dez moléculas estruturais (S)
e ndo estruturais (NS) (Figura 9B) (Catanese et al., 2013). As proteinas estruturais
denominadas core, E1 e E2 estdo localizadas na regido N terminal da poliproteina, enquanto
as nao estruturais p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B se localizam na regidao C-
terminal (Jones et al., 2007). Cada uma dessas moléculas possuem diferentes papéis no
processo replicativo ou na montagem das particulas virais.

A proteina core forma o nucleocapsideo em estrutura icosaédrica, que envolve o RNA
viral. As glicoproteinas virais E1 e E2 se ancoram na camada bilipidica derivada do

hospedeiro, formando um heterodimero (Ishida et al., 2001; Jones et al., 2007; Popescu et al.,
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2014). O nucleocapsideo com as proteinas E1 e E2 formam o virion completo (Figura 9A).
Esse virion se encontra na corrente sanguinea interagindo com lipoproteinas, o que
eventualmente leva a formagdo a particulas de diversos tamanhos e densidades (Andre et al.,
2002; Zhu et al. 2014).

A proteina p7, conhecida como uma viroporina, ndo € necessdria para 0 processo
replicativo do HCV, mas acredita-se que possui papel importante nos primeiros estigios de
montagem das particulas virais, embora ainda ndo esteja totalmente elucidada sua funcdo
(Jones et al., 2007). Assim como essa ultima, a NS2 parece fazer parte na montagem viral
precoce, em que junto com a NS3 formam um complexo com capacidade proteolitica,
especificamente clivando a regido N-terminal na regido NS3 da poliproteina (Grakoui et al.,
1993; Jones et al., 2007).

A proteina NS3 possui duas funcdes, proteoliticas e de ATPase/Helicase, sendo
responsdvel pela clivagem entre as proteinas NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A e
NS5A-NS5B (Bartenschlager et al., 1993; Jones, Mclaunchon,2010). Essa precisa de uma
proteina como cofator, a NS4A, responsdvel pelo envio da proteina NS3 ao reticulo
endoplasmadtico (Ashfaq et al., 2011; Wolk et al., 2000).

A NS4B possui um papel fundamental no recrutamento de outros polipeptideos, assim
como também interagi com o cofator NS4A e a proteina NS5A, formando um complexo de
proteinas (Ashfaq et al., 2011; Lin et al., 1997). Tanto a NS5A e B sdo essenciais no processo
replicativo do virus, sendo que a primeira age formando um complexo com outras proteinas
NS (Ashfaq et al., 2011; Neddermann et al., 1999) e a segunda tem funcdo de RNA
polimerase (Behrens et al,. 1996).

2.3.3  Replicagdo viral

O HCV € um virus hepatotrépico que infecta as células ligando-se a vérios receptores
expressos na superficie dessas, por processos sequenciais complexos que promovem a ligacdo
e internalizacdo do virion (Atoom et al., 2014). As proteinas do envelope interagem com
receptores da membrana do hepatdcito através de mecanismos que dependem tanto do virus
como do hospedeiro (Zeisel et al., 2011). Entre os receptores temos o receptor de lipoproteina
de baixa densidade (do inglés, low-density lipoprotein receptor — LDL-R) (Agnello et al.,
1999), o receptor SR-BI (do inglés, scavenger receptor B type I) (Scarselli et al., 2002) e a
molécula CD81 (do inglés, cluster of differentiation 81) (Pileri et al., 1998). Além desses
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receptores de superficie, também sdo descritas interacdes entre o HCV e duas proteinas que
compOem as juncdes intercelulares denominadas tight junctions, a claudina-1 (do inglés,
Claudin-1 -CLDN1) (Krieger et al., 2010) e a ocludina (do inglés, occluding - OCLN) (Liu et
al., 2009).

Dentro do citoplasma da célula do hospedeiro o genoma viral é prontamente traduzido,
pois possui conformacido de RNA mensageiro (polaridade positiva), contudo, diferentemente
dos eucariotos, ndo possui uma regidao 5’-cap para o inicio da traducdo. Assim, a tradug¢do do
RNAm do HCV ¢é mediada por uma sequéncia denominada sitio ribossomal de entrada interna
(do inglés, internal ribossomal entry site- IRES) localizado na regido 5 — UTR (Hoffman,
Liu, 2011). Nessa regido, ribossomos do hospedeiro reconhecem e traduzem o RNAm em
uma poliproteina que € tanto co- e pds-processada por proteases derivadas do virus e do
hospedeiro, e assim, geram as proteinas estruturais e ndo estruturais maduras (Moradpour et
al., 2007). Esses polipeptidios derivados da poliproteina sdo importantes para o processo de
replicagdo viral que ocorre em um complexo chamado de rede membranosa (do inglés
Membranous Web- MW) tanto de forma multipla (do inglés, multiple membrane vesicles-
MMVs) como de forma dupla (do inglés, double membrane vesicles-DMVs) derivados do
reticulo endoplasmdtico, endossomos, vesiculas COP, mitocondrias e gotas lipidicas
(Romero-Brey et al., 2012). Esse complexo € induzido por proteinas virais, € serve como uma

base para o processo de formacao de novos virions (Egger et al., 2002).

2.3.4 Diagndstico e formas de transmissdo

Os testes diagndsticos, que t€ém como fungdo detectar a infec¢do pelo HCV, sdo
aqueles baseados na deteccao de anticorpos (anti-HCV) e 4cido nucleicos virais, utilizando
plasma ou soro (Richter, 2002), sendo que os ensaios amplamente utilizados devido ao custo
baixo e facilidade de uso sdo baseados no primeiro, denominados ensaios imunoenzimaticos
(do inglés, enzyme immunoassays - EIAs) em que sdo direcionados a deteccao de
imunoglobulinas ou antigeno desse virus (Chevaliez, Powlotsky, 2009). Contudo, um
resultado positivo nesse teste per se ndo € indicativo de infeccdo corrente. NAT (testes de
acido nucleico, do inglés, nucleic acid tests) é o padrdo ouro de deteccdo do HCV RNA, por
PCR e sua variante PCR em tempo real quantitativa (do ingl€s, quantitative real time
polimerase chain reaction - qRT-PCR) que sao utilizados atualmente para distinguir

infec¢des cronicas de infeccdes passadas (Chevaliez, Powlotsky, 2008; Lange, Sarrazin,
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2010). A hepatite aguda € caracterizada pela presenca de HCV RNA e auséncia de marcador
sorolégico, uma vez que os individuos infectados s6 irdo desenvolver anticorpos anti-HCV
semanas apos a infec¢do, enquanto a hepatite cronica € designada pela presenca do marcador
sorolégico anti-HCV e do HCV RNA persistente no soro por seis meses ou mais (Chevaliez,
Powlotsky, 2008). Portanto, testes soroldgicos sdo pouco eficientes para a deteccdo da fase
aguda da infeccdo (Lange, Sarrazin, 2010).

A American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) recomenda que
individuos que passaram ou tem comportamentos/fatores de risco fagcam os testes diagndsticos
para deteccdo. Entre esses fatores temos: utilizacdo de drogas injetdveis; pessoas positivas
para HIV; individuos submetidos a hemodidlise; aqueles que possuem aminotranferases
anormais; pessoas que receberam produtos sanguineos antes de 1992 e entre outros (Ghany et
al., 2009).

A exposi¢ao parenteral € o meio mais eficiente de transmissdo do HCV. As principais
situagdes de risco para a infeccdo pelo HCV sdo o uso de drogas ilicitas por via endovenosa,
assim como a hemodidlise (Wasmuth, 2010b). O virus pode também ser transmitido através
de outras formas de contato percutdneo, como no procedimento de realizacdo de tatuagens
(Haley, Fisher, 2001). Além do mais, a relacdo sexual desprotegida com individuos infectados
pode ser uma via de transmissdo, embora ainda ndo esteja bem estabelecida (Terrault, 2013).
No passado, a transfusdo de sangue era um meio de infeccdo eficiente, contudo devido a
introducdo da triagem para marcadores soroldgicos especificos para o HCV desde os anos 90,
esse meio de contdgio estd quase totalmente extinto, pelo menos nos paises desenvolvidos

(Wasmuth, 2010b).

2.3.5 Epidemiologia

Anualmente, aproximadamente meio milhdo de individuos morre por doencgas
relacionadas com ao HCV (Lozano et al., 2012). Além do mais, estimativas apontam que
cerca de 2% da populagdo mundial sejam portadores cronicos dessa infeccdo, com risco de
desenvolvimento de doencas hepéticas graves (WHO, 2014b).

Nos continentes africano e asidtico se encontram os maiores indices de prevaléncia
dessa infeccdo no mundo, baseando-se na prevaléncia do anti-HCV. Nos paises desenvolvidos
(América do Norte, Europa Ocidental e Austrdlia), as prevaléncias sdo baixas, contudo,

mesmo nestes locais existem grupos com prevaléncias mais elevadas (Shepard et al., 2005).
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As prevaléncias pelo mundo variam de 15% no Egito (El-Zanaty, Way, 2009) a menos de
0,5% em paises da Europa Central e Ocidentais (Cornberg et al., 2011). Na América Latina, o
quadro entre adultos demonstra aproximadamente oito milhdes com o anti-HCV em 2011
(Kershenobich et al., 2011).

No Brasil, a prevaléncia do anti-HCV nas capitais € de 1,38%, baseado em inquérito
nacional (Pereira et al., 2013). Apesar disso, ha variagGes entre as regides geograficas
brasileiras devido a sua grande extensdo territorial, adicionado as divergéngias culturais e
economicas (Kretzer et al., 2014). De 1999 a 2011, o SIM registrou 82.041 casos de
individuos com anti-HCV e RNA detectivel, sendo a esmagadora percentagem,
aproximadamente 90%, nas regides Sul e Sudeste (Brasil, 2012). Contudo, ainda sdao poucos
estudados os niveis de prevaléncia do anti-HCV de forma homogénea, existindo relativamente
mais informagdes, principalmente em alguns grupos populacionais especificos, como € o caso
dos doadores de sangue (Ferreira, Silveira, 2004).

Diferentemente do HBV, o HCV nio possui uma vacina, o que implica aos 6rgdos de
saide publica a promocdo de campanhas que esclarecam a populagdo sobre as formas de
contaminacdo por esse ultimo virus, bem como as maneiras de prevenc¢do, incentivando a
utilizacdo de materiais perfurocortantes descartdveis ou com esterilizacio eficiente. Contudo,
a hepatite C viral é considerada uma infec¢do curdvel, devido a existéncia de drogas eficientes
capazes de eliminar o virus em até 95% dos individuos submetidos ao tratamento (Hanafiah et

al., 2013), mas este tratamento é extremamente custoso.

2.3.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular

O genoma do HCV possui como regido menos varidvel, a 5°-UTR, provavelmente
devido sua grande necessidade para os processo de replicacado e tradugdo, enquanto as regides
El e E2 sdo as mais varidveis, e desse modo sao designadas de hipervaridveis (Ashfaq et al.,
2011). Essa grande diversidade em seu genoma ¢é devido a alguns fatores importantes: sua
RNA polimerase RNA-dependente nao possui capacidade revisora, existindo assim erros de
incorporagdo de pelo menos 1,48 x 107 substitui¢do de base/sitio/ano; sua taxa de replicacdo é
alta, sendo que em um individuo, é estimada a produ¢do de um trilhdo de virions por dia e
existe grande pressdo seletiva provocada pelo sistema imune do hospedeiro (Major et al.,
1999; Neumann et al., 1998; Troesch et al., 2006). Esses fatores influenciam na producgao de

uma populacdo de cepas no hospedeiro chamada de quasispécies, que sdo variantes com
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divergéncia gendmica dentro de um unico hospedeiro (Holmes, 2010). Essa populacdo de
variantes dentro do hospeideiro é uma grande vantagem adaptativa para esse virus, pois
qualquer pressao ambiental, por exemplo, pela utilizagdo de drogas antivirais, pode selecionar
cepas mutantes mais resistentes e capazes de estabelecerem infeccdo eficientemente (Martell
et al., 1992; Nasu et al., 2011).

A evolucdo do HCV ¢ direcionada por importantes pressoes seletivas relacionadas ao
processo de adaptacdo ao seu hospedeiro, desencadeada por respostas rapidas adaptativas a
pressao seletiva imunoldgica e por tratamentos antivirais (Simmonds, 2004). Essa diversidade
pode chegar a 35% no genoma viral completo, dividindo essas cepas em gendtipos do HCV,
com subtipos que variam de 20 a 25% entre si (Simmonds et al., 1993; Simmonds, 2004).
Existem sete gendtipos do HCV, designados por nimeros ardbicos e seus diversos subtipos
por letras mindsculas, sendo que a maior parte dos gendtipos possuem multiplos subtipos,
distribuidos em diferentes dreas geograficas do mundo (Messina et al., 2015; Simmonds,
2004).

A distribui¢ao genotipica do HCV revela poucas variantes frequentes ao redor do
mundo, onde os subtipos la e 1b dentro do gendtipo 1; o 2a dentro do gendtipo 2 e o 3a
dentro do gendtipo 3 sdo os mais frequentes e considerados como pandémicos (Messina et al.,
2015). Essa distribuicdo pode estar relacionada aos meios de transmissdo como
compartilhamento de drogas injetaveis e contaminacdo por derivados sanguineos utilizados
sem triagem especifica até o inicio dos anos 90 (transfusdo de sangue, hemodidlise), além do
uso de instrumentos sem esterilizacdo adequada, como seringa ndo descartivel e outros
equipamentos utilizados para vacinacdo em massa (Magiorkinis et al., 2009; Smith et al.,
1997).

O genoétipo 1 do HCV € o mais prevalente em todo o mundo, sendo responsavel por
46,2% das infec¢des (Messina et al., 2015) seguido pelo genétipo 3 (30.1%); o gendtipo 2 €
mais frequentemente encontrado na Africa ocidental e central, assim como em alguns paises
ocidentais (Simmonds, 2004; Thong et al., 2014). Os gendétipos 4, 5 e 6 sdo mais restritos a
4reas distintas, sendo o gendtipo 4 encontrado com mais frequéncia no Egito e Africa
subsaariana; o 5 na Africa do Sul e 0 6 no Sudoeste asidtico (Antaki et al., 2010; Mellor et al.,

1995; Smith et al., 1997; Simmonds, 2004; Thong et al., 2014) (Figura 10).
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Figura 10 - Distribui¢do dos genétipos do HCV no mundo.
Fonte: Adaptado de Messina et al., 2015

O Brasil segue os padrdoes mundias de distribuicdo genotipica do HCV. Estudos
mostram que o subtipo la € amplamente distribuido no Brasil e parece ter sido introduzido
por um tnico evento, enquanto os outros subtipos 1b e 3a mostraram comportamento de
vérias introducdes em regides distintas do pais (Lampe et al., 2013; Romano et al., 2010).
Campiotto et al. (2005), em diversas localidades do Brasil, observaram uma grande
frequéncia dos subtipos la, 1b e 3a, sendo o gendtipo 1 o mais prevalente (64,9%), variando
de 37,5% no Rio Grande do Sul a 82,1% em Alagoas. De acordo com o mesmo estudo, o
gendtipo 3 € o segundo mais frequente (30,2%) seguido pelo genétipo 2 (4,6%). Em estudo na
regido Nordeste foi encontrado uma grande frequéncia do subtipo 3a (49%) seguido pelo la e
Ib com 26 e 24%, respectivamente (Veras et al., 2009). Em doadores de sangue de trés
regides brasileiras, notou-se uma alta frequéncia do subtipo la (34,3%), seguido pelo 1b e 3a

com 30% e 25,7% respectivamente (Martins et al., 1998).
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CONCLUSOES

A regido dos cinco municipios estudados apresentou importantes prevaléncias de
infecgdo ativa para o HBV e HDV, mas ndo foram encontradas evidéncias de infec¢ao
ativa para o HCV;

A regido estudada possui uma baixa diversidade de variantes genéticas do HBV, sendo
apenas os subgenétipos Al e D4 encontrados;

Os estudos filogenéticos mostraram mesmo comportamento dos subgendtipos
encontrados em estudos passados. O D4 parece ter sido introduzido através de uma
Unica cepa enquanto o A1 possui comportamento de varias introdugdes;

O subgenétipo D4 foi provavelmente introduzido no periodo de trafico de negros,
pelas mesmas rotas maritimas dos paises do Caribe devido ao padrio semelhante de
comércio escravo com o Maranhio;

Foi confirmada a presenca do tipo africano HDV-8. Com ajuda de embasamento
histérico e a informacio de que esse é encontrado apenas na Africa, reforcamos a
hipdtese que esse tenha sido introduzido no periodo de trafico de negros junto com o

HBV-D4.
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