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Infecção pelo vírus da hepatite B (HBV) em crianças e jovens 
M. E BARROS, S. R. MATIAS E J. A. MACHADO CAETANO 

Serviço de lmunologia, Faculdade de Ciências Médicas (UNL) 

Resumo 

A infecção pelo vírus da hepatite B contraída na infância é grave pela frequente evolução para cronicidade e suas consequências. 
Com  o objectivo de melhor caracterizar a situação em doentes portugueses, estudámos um grupo de 46 crianças de menos de 15 anos 
comparando-o com um grupo de jovens entre 16 e 25 anos e outro de adultos, quanto a marcadores serológicos e presença de 
replicação viral activa através da pesquisa de DNA de HBV em circulação por técnicas de hibridação molecular e PCR. As crianças 
apresentaram alta percentagem (86,9) de situações de virémia, significativamente superior em relação aos adultos. A seroconversão 
para anti-HBe e perda de AgHBe, embore aumente de frequência com a idade, continua a ser acompanhada de replicação viral em 
cerca de 50% dos casos. 

A infecção crónica apesar de resposta imunitária está associada à presença de mutantes na região "core" do genoma de HBV, que 
poderão não ser apenas responsáveis pela fuga a essa resposta mas também por alterações na apresentação e reconhecimento antigénicos. 
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Summary 

HBV chronic infection has a poor prognosis, specially if acquired during childhood. With the aim of contributing for a better 
knowledge of the situation among Portuguese patients we have studied a group of 46 HBV infected children under 15 years of age, 
comparing them to infected youths between 16 and 25 and adults over 25 years and evaluating active viral replication through HBV-
DNA detection by molecular hybridisation and PCR. 

Viraemia was present in 86.9% of children and in 63.1% of adults, a difference that is statistically significant (p<0.01). Seroconversion 
to anti-Hbe increases with age but in about 50% of cases HBV-DNA is still present. 

Chronic infection in spite of immune surveillance is commonly associated with mutants in core region of HBV genome capable of 
eluding and probably antagonizing immune response. 

Key-words: chronic hepatitis B, childhood, HBV mutants. 

Introdução 

A infecção pelo vírus da hepatite B (HBV) (') é grave 
pelo perigo de evolução para cronicidade, com danos 
hepáticos que podem levar a cirrose e carcinoma primário 
do fígado (2). Em crianças, quer a transmissão seja vertical 
quer horizontal, a tendência para infecção crónica é ainda 
maior (3), por imaturidade do sistema imunitário ou pela 
infecção por variantes virais capazes de fuga às defesas 
imunológicas (4). 

Em Portugal, avaliações da percentagem de portado-
res crónicos nos inícios da década de oitenta (5,6)  referem 
valores abaixo de 1,5%. No entanto, e não obstante esfor-
ços de prevenção em recém-nascidos, através da pesquisa 
de antigénio HBs em grávidas e imunoprofilaxia nas crian-
ças no caso de a mãe ser AgHbs positivo (7), a situação 
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poderá ter evoluído (8)  e o problema da infecção em crian-
ças e jovens ser importante. Numa amostra obtida no 
Serviço de Imunologia da FCM (UNL), ao longo de cerca 
de 5 anos, em 382 soros 46 (12,8%) pertenciam a indiví-
duos com menos de 15 anos e 81 (20,9%) a jovens entre 
16 e 25 anos. Com  o objectivo de aprofundar o estudo da 
infecção crónica por HBV em crianças, fizémos uma com-
paração com jovens e adultos quanto a marcadores 
serológicos de infecção e quanto à presença de DNA viral 
circulante — tomado como indicador de replicação viral 
activa — realizando a pesquisa de DNA viral por hibridação 
molecular (9)  e após amplificação enzimática "in vitro", 
por reacção polimerásica em cadeia (PCR) 110' "). 

Tivemos ainda como objectivo uma caracterização 
rápida do vírus circulante quanto a variações na região C 
(core) (12)  do seu genoma, uma vez que nela reside infor-
mação para proteínas expressas pelos hepatocitos infec-
tados e cujo reconhecimento imunológico condiciona a 
eliminação da infecção. 
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Doentes e Métodos 

Os soros estudados foram obtidos por colheita de 5m1 
de sangue periférico em tubo sêco, separados por 
centrifugação e mantidos a -20°C até utilização. 

Para cada caso foi feito um registo da situação quanto 
a marcadores serológicos de HBV — avaliados por técni-
cas imunoenzimáticas de rotina: AgHBs e AgHBe, anti-
corpos anti-HBc, anti-HBs e anti-HBe — bem como da 
idade e sexo dos doentes. 

No Quadro I são resumidas as características dos 
doentes estudados, distribuídos por grupos etários. 

QUADRO I 
Distribuição dos doentes AgHBs+ por grupo etário 

Período 0-15 anos 16-24 > 25 Total 

1991 O 2 12 14 

1992 8 8 19 35 

1993 9 20 73 102 

1994 16 26 67 109 

1995 12 21 68 101 

1996* 1 4 16 21 

TITAL 46 81 255 382 

* 1.° trimestre 

A pesquisa de DNA viral sérico foi feita por dois 
métodos: (a) hibridação molecular usando sondas marcadas 
por isótopos radioactivos e correspondentes à totalidade 
do genoma de HBV obtido a partir do plasmídeo recom-
binante pCP10 (13)  e marcado por 321)04); (b) amplificação 
enzimática "in vitro" por reacção polimerásica em cadeia 
(PCR) e iniciadores adequados à amplificação de uma 
região de 603pb situada entre as posições 1902 e 2505 do 
genoma viral (15). 

O DNA de HBV foi isolado a partir de 0,2m1 de soro, 
por extracção fenólica após digestão enzimática das pro-
teínas séricas seguindo o protocolo habitual para isola-
mento de ácidos nucleicos (16), com ligeiras modificações: 
— ao soro adiciona-se igual volume de Tris-HCI 20mM 
pH=7, 5, 50mM EDTA, 150mM NaCI contendo 0,2% de 
sulfato de dodecil e sódio (SDS) e 0,4mg/ml de proteinase 
K (Sigma). 

Após 2 horas a 65°C a mistura é extraída duas vezes 
com igual volume de fenol, clorofórmico e alcóol 
isoamílico (25:24:1) e o DNA presente na fase aquosa 
precipitado por adição de dois volumes de etanol absolu-
to, em presença de 25µ,g/m1 de tRNA de levedura (BRL). 
Depois de 12 a 16 horas a -20°C e centrifugação 30 
minutos a 10.000g o precipitado é lavado em etanol a  

70%, centrifugando de igual modo, e suspenso, após 
completa evaporação do etanol, em 60µ1 de Tris-HCI 
10mM pH=7, 5, EDTA 1mM no caso de ser analisado 
por hibridação molecular ou em 40111 de H20 no caso de 
PCR. 

Para hidridação as amostras são depositadas sobre 
membrana de Nylon 0,45µ (Appligene) após aquecimen-
to a 100°C por 10 minutos e rápido arrefecimento em 
gêlo. Os filtros foram hibridados com lOng/ml de sonda 
radioactiva (AE=5 a 8 x 10 8  cpm/I1g) seguindo o proto-
colo descrito por Bonino (9). 

Para PCR utilizaram-se 20µ1 de amostra em 100µ1 de 
mistura de reacção contendo tampão adequado (Phar-
macia), 0,25µ,M de cada um dos quatro desoxiribonu-
cleótidos, 5U de Taq DNA polimerase (Pharmacia) e 20 
pmoles do seguinte par de iniciadores 115>: 

5' CATGGACATTGACCCGTTAT 3' (pos 1902-1921) 
5' GAATAAAGCCCCGTAAAGTT 3' (pos 2505-2486) 

Depois de 30 ciclos de 30s (94°C), 60s (48°C), 
60s (72°C) e uma primeira etapa de desnaturação 10 
minutos a 94°C, a amplificação foi verificada por elec-
troforese de uma alíquota em gel de agarose (Sigma) a 
2%. 

Para análise de variantes os amplificados foram 
hidrolizados pelos enzimas Ava II e Mspl, seleccionados 
com a ajuda do programa "Genet" ('') e os fragmentos 
obtidos separados por electroforese em gel de 10% de 
poliacrilamida em TBE (16), fotografado após coloração 
por brometo de etídio. 

Resultados 

Encontrámos uma alta percentagem de portadores 
crónicos com replicação viral activa em doentes com ida-
de inferior a 15 anos. Encontrámos também mutantes na 
região «core» que diferem da estirpe selvagem descrita 
por Ono (18)  por mutações pontuais que criam ou elimi-
nam locais de reconhecimento para enzimas de restrição 
e que se distinguem rápidamente por uma análise do poli-
morfismo dos fragmentos obtidos por hidrólise enzimática, 
por nós anteriormente desenvolvida e descrita (''' 19). 

Em cerca de 600 amostras de soro estudadas entre 
1991 e o 1.° trimestre de 1996, 382 apresentavam AgHBs, 
bem como outros marcadores de infecção pelo vírus da 
hepatite B, conforme se pode ler no Quadro II, em que os 
resultados da pesquisa de DNA viral circulante, nas mes-
mas amostras realizadas por hibridação molecular ou por 
PCR, são também apresentados, agrupando as amostras 
conforme a idade dos doentes de que foram recolhidas. 
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FIG. 1 — Distribuição de mutantes core de HBV nos diferentes grupos 
etários 
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FIG. 2 — Polimorfismo na região core de HBV, Al e M1 correspondem 
ao padrão da estirpe selvagem 

Para além de crianças com menos de 15 anos repre-
sentarem 12,8% das amostras colhidas, neste grupo veri-
ficou-se a maior prevalência de portadores crónicos de 
antigénios virais (32 AgHBs+AgHBe+ em 46=69,5%) e 
de portadores com replicação viral activa (40 em 
46=86,9%). 

No grupo etário entre 16 e 25 anos (cerca de um 
quinto do total de amostras) 38,3% eram AgHBs+AgHBe+ 
e 75,3% HBV DNA+. No grupo de adultos com mais de 
25 anos encontrámos 66 amostras AgHBs+AgHBe+ 
(25,9%) e 63,1% HBV DNA+. A diferença atinge signi-
ficado estatístico (p<0,01 por teste de x2) entre o grupo 
de crianças e o de adultos mas não entre crianças e jovens 
(p>0,5). A diminuição da percentagem de amostras 
AgHBs+AgHBe+ é acompanhada por um aumento da 
presença de anticorpos anti-HBe, -porém a seconversão 
para antiHBe+ não é sinónimo de total eliminação de 
hepatócitos infectados e, em qualquer dos grupos, cerca 
de 50% de doentes anti-HBe+ são portadores de DNA 
viral circulante, ou mesmo mais no caso dos jovens. 
(Quadro II). 

Quanto à presença de mutantes virais estes foram 
pesquisados, em particular nos doentes em que foi possí-
vel um estudo ao longo do tempo, por análise de polimor-
fismo de fragmentos obtidos após hidrólise enzimática de 
uma região de 603pb do genoma de HBV que abrange a 
região core, e cujas sequências aminoacídicas codificadas 
estão presentes simultâneamente na proteína do core do 
virião e no antigénio e. 

Em 18 amostras de crianças, 15 apresentavam muta-
ções em relação à sequência "selvagem" descrita por 
Ono (!8)• Em 23 soros do grupo dos jovens, 15 eram mu-
tantes, sendo a sua distribuição relativa representada na 

QUADRO II 
Marcadores serológicos e DNA virai circulante nos doentes testados 

Grupo O a 15 anos 
Ano 	s+e+ 	s+me+ s+c-..e+ 

DNA+ DNA+ DNA- 
s- 
DNA+ 

Total 
Grupo 16 a 25 anos 
s+e+ 	s+cte+ s+ae+ 
DNA+ DNA+ DNA- 

s- 
DNA+ 

Total 
Grupo > 25 anos 
s+e+ 	s+cce+ s+cce+ 
DNA+ DNA+ DNA- 

s- 
DNA+ 

Total 
TOTAL 

1991 	0 O O O O 1 1 O O 2 3 1 8 O 12 14 

1992 	6 1 1 O 8 G O 2 O 8 3 4 12 O 19 35 

1993 	6 1 2 O 9 11 5 4 O 20 24 26 21 2 73 102 

1994 	12 2 2 O 16 8 9 9 O 26 14 23 29 1 67 109 

1995 	7 3 1 1 12 4 12 4 1 21 16 35 15 2 68 101 

1996 	1 O O O 1 1 3 O O 4 6 6 4 O 16 21 

TOTAL 32 7 6 1 46 31 30 19 1 81 66 95 89 5 255 382 

. AgHBs) e. tAwilie) 
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Figura 1, bem corno a distribuição de mutantes nos outros 
grupos etários, não se verificando diferenças aparente-
mente significativas, embora as amostras - em termos de 
doentes infectados pelo mesmo tipo de mutante - não 
tenham ainda dimensão adequada para análise estatística. 

Os mutantes são designados por letras e números 
conforme os padrões de hidrólise por Ava II (A) e por 
Msp I (M) que se ilustram em esquema na Figura 2 e na 
Fotografia 1. 

ab c d e f 9h i J I 

11Iea 	s.* 

Fotografia 1 - Polimorfismo da região core do genoma do vírus da 
hepatite B 

Poço a: Marcador de referência (pBRxHinf II); poços b e e: amostra 
hidrolizada por Ava II e Mspl respectivamente, mutante A2M2; poços d 
e e: A1MI (vírus selvagem); poços f e g (A3M1); h e i (AIM1); 1 e 1 
(A3MI). 

Discussão 

Embora os nossos resultados não se refiram a estudos 
de prevalência na população, uma vez que as amostras 
recolhidas são provenientes de doentes encaminhados para 
o Serviço de Imunologia através de várias consultas hos-
pitalares, é importante sublinhar a frequência de portado-
res crónicos e de portadores com replicação virai activa 
em crianças, situação que se mantem em jovens de menos 
de 25 anos, apesar de ser aparente alguma seroconversão 
espontânea de AgHBe+ para anti-HBe+, 

Porém, a utilização de técnicas sensíveis para pesqui-
sa de DNA viral como hibridação molecular e PCR indi-
ca que cerca de 50% dos doentes anti-HBe+mantém 
replicação e vírus circulante. 

Mutações a nível da região précore (4, 20.21) estarão na 
origem da possibilidade de fuga a resposta imunitária. A 
análise da região core do genoma de HBV por PCR-
RFLP permite um estudo das populações virais de doen-
tes crónicamente infectados, em que poderá estar em causa 
não só fuga à resposta imunitária mas a possibilidade de 
antagonismo da actuação de células T citotóxicas (22,  23). 

Dois casos de "shift" da dominância de vírus mutante 

para retorno a dominância de vírus selvagem em doentes 

estudados ao longo do tempo poderão ser exemplo de 
antagonismo (24). Por outro lado, mutações a nivel da re-
gião core de HBV foram encontradas em doentes 
AgHBs+AgHBe+, mantendo-se ao longo de mais de dois 
anos em alguns doentes, o que levanta a hipótese de 
estarem relacionadas com incapacidade de associação dos 
péptidos virais a moléculas codificadas por genes de classe 
I do MHC e apresentação antigénica. Aliás, a maioria das 
mutações observadas não são silenciosas e implicam subs-
tituição de aminoácido a nível da sequência de core (24'. 

A caracterização de mutantes de HBV poderá tam-
bém ajudar a estabelecer uma previsão em termos de 
resposta a imunomoduladores (25)  para uma infecção cujo 
prognóstico é sempre reservado, e particularmente se 
contraída na infância. 
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