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Infeccao pelo virus da hepatite B (HBV) em criancas e jovens
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Resumo

A infecc@io pelo virus da hepatite B contrafda na infincia é grave pela frequente evolugio para cronicidade e suas consequéncias.
Com o objectivo de melhor caracterizar a situagido em doentes portugueses, estuddmos um grupo de 46 criancas de menos de 15 anos
comparando-o com um grupo de jovens entre 16 e 25 anos e outro de adultos. quanto a marcadores serolégicos e presenca de
replicagdo viral activa através da pesquisa de DNA de HBV em circulagfio por técnicas de hibridagio molecular e PCR. As criancas
apresentaram alta percentagem (86,9) de situagdes de virémia, significativamente superior em relacio aos adultos. A seroconversio
para anti-HBe ¢ perda de AgHBe, embore aumente de frequéncia com a idade, continua a ser acompanhada de replicacio viral em
cerca de 50% dos casos.

A infecgio crénica apesar de resposta imunitdria estd associada 2 presenga de mutantes na regido "core” do genoma de HBV, que
poderdo ndo ser apenas responsdveis pela fuga a essa resposta mas também por alteragdes na apresentagiio e reconhecimento antigénicos.

Palavras-chave: hepatite B crénica, criangas, mutantes HBV.
Summary
HBYV 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.
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Introducao

A infec¢do pelo virus da hepatite B (HBV) " é grave
pelo perigo de evolugdo para cronicidade, com danos
hepdticos que podem levar a cirrose e carcinoma primério
do figado ¥. Em criangas, quer a transmissio seja vertical
quer horizontal, a tendéncia para infecg¢@o crénica é ainda
maior ¥, por imaturidade do sistema imunitdrio ou pela
infecgdo por variantes virais capazes de fuga as defesas
imunoldgicas .

Em Portugal, avaliacdes da percentagem de portado-
res crénicos nos inicios da década de oitenta & © referem
valores abaixo de 1,5%. No entanto, e nio obstante esfor-
cos de prevencdo em recém-nascidos, através da pesquisa
de antigénio HBs em gravidas e imunoprofilaxia nas crian-
cas no caso de a mae ser AgHbs positivo ), a situacio

Entregue para publicagdo em 19/11/96.
Aceite para publicagdo em 09/05/97.

poderd ter evoluido ® e o problema da infec¢do em crian-
cas e jovens ser importante. Numa amostra obtida no
Servi¢o de Imunologia da FCM (UNL), ao longo de cerca
de 5 anos, em 382 soros 46 (12,8%) pertenciam a indivi-
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
infecc¢do crénica por HBV em criangas, fizémos uma com-
paracdo com jovens e adultos quanto a marcadores
seroldgicos de infecc¢dlo e quanto a presenca de DNA viral
circulante — tomado como indicador de replicacdo viral
activa — realizando a pesquisa de DNA viral por hibridagao
molecular” e apés amplificacdo enzimdtica "in vitro",
por reaccio polimerdsica em cadeia (PCR) %D,

Tivemos ainda como objectivo uma caracterizagdo
rdpida do virus circulante quanto a variagdes na regido C
(core) ' do seu genoma, uma vez que nela reside infor-
magdo para proteinas expressas pelos hepatocitos infec-
tados e cujo reconhecimento imunolégico condiciona a
eliminacdo da infeccéo.
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Doentes e Métodos

Os soros estudados foram obtidos por colheita de Sml
de sangue periférico em tubo séco, separados por
centrifugacdo e mantidos a -20°C até utilizacdo.

Para cada caso foi feito um registo da situa¢do quanto
a marcadores serologicos de HBV — avaliados por técni-
cas imunoenzimdticas 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 sdo resumidas as caracteristicas dos
doentes estudados, distribuidos por grupos etdrios.

QUADRO 1
Distribui¢do dos doentes AgHBs+ por grupo etdrio

Periodo 0-15 anos 16-24 >25 Total
1991 0 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 81 259 382

*#1.° trimestre

A pesquisa de DNA viral sérico foi feita por dois
métodos: (a) hibridagao molecular usando sondas marcadas
por isétopos radioactivos e correspondentes a totalidade
do genoma de HBV obtido a partir do plasmideo recom-
binante pCP10 "® e marcado por *P¥; (b) amplificacio
enzimdtica "in vitro" por reac¢do polimerasica em cadeia
(PCR) e iniciadores adequados a amplificagio de uma
regido de 603pb situada entre as posi¢des 1902 e 2505 do
genoma viral 9,

O DNA de HBYV foi isolado a partir de 0,2ml de soro,
por extracgdo fendlica apds digestdo enzimadtica das pro-
tefnas séricas seguindo o protocolo habitual para isola-
mento de dcidos nucleicos '®, com ligeiras modifica¢des:
— a0 soro adiciona-se igual volume de Tris-HCI 20mM
pH=7, 5, 50mM EDTA, 150mM NaClI contendo 0,2% de
sulfato de dodecil e sédio (SDS) e 0,4mg/ml de proteinase
K (Sigma).

Ap6s 2 horas a 65°C a mistura € extraida duas vezes
com igual volume de fenol, cloroférmico e alcéol
isoamilico (25:24:1) e o DNA presente na fase aquosa
precipitado por adi¢do de dois volumes de etanol absolu-
to, em presenga de 25ug/ml de tRNA de levedura (BRL).
Depois de 12 a 16 horas a -20°C e centrifugagdo 30
minutos a 10.000g o precipitado é lavado em etanol a

70%, centrifugando de igual modo, e suspenso, apos
completa evaporacdo do etanol, em 60wl de Tris-HCI
10mM pH=7, 5, EDTA ImM no caso de ser analisado
por hibrida¢do molecular ou em 40wl de H O no caso de
PCR.

Para hidridacdo as amostras sdo depositadas sobre
membrana de Nylon 0,45 (Appligene) ap6s aquecimen-
to a 100°C por 10 minutos e rdpido arrefecimento em
gélo. Os filtros foram hibridados com 10ng/ml de sonda
radioactiva (AE=5 a 8 x 108 cpm/pg) seguindo o proto-
colo descrito por Bonino .

Para PCR utilizaram-se 201 de amostra em 100l de
mistura de reac¢do contendo tampao adequado (Phar-
macia), 0,25uM de cada um dos quatro desoxiribonu-
cledtidos, 5U de Taq DNA polimerase (Pharmacia) e 20
pmoles do seguinte par de iniciadores ¥

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 desnaturagdo 10
minutos a 94°C, a amplificacdo foi verificada por elec-
troforese de uma aliquota em gel de agarose (Sigma) a
2%.

Para andlise 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 "9, fotografado apds coloragdo
por brometo de etidio.

Resultados

Encontramos uma alta percentagem de portadores
cronicos com replicacao viral activa em doentes com ida-
de inferior a 15 anos. Encontrdmos também mutantes na
regido «core» que diferem da estirpe selvagem descrita
por Ono ¥ por mutagdes pontuais que criam ou elimi-
nam locais de reconhecimento para enzimas de restri¢do
e que se distinguem rdpidamente por uma andlise do poli-
morfismo dos fragmentos obtidos por hidrélise enzimdtica,
por nés anteriormente desenvolvida e descrita (> ',

Em cerca de 600 amostras de soro estudadas entre
1991 e o 1.° trimestre de 1996, 382 apresentavam AgHBs,
bem como outros marcadores de infec¢do pelo virus 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 hibridagdo molecular ou por
PCR, sdo também apresentados, agrupando as amostras
conforme a idade dos doentes de que foram recolhidas.
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FIG. 1 - Distribui¢do de mutantes core de HBV nos diferentes grupos

etdrios
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FIG. 2 - Polimorfismo na regido core de HBV, Al e M1 correspondem
ao padrdo da estirpe selvagem
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Para além de criancas com menos de 15 anos repre-
sentarem 12,8% das amostras colhidas, neste grupo veri-
ficou-se a maior prevaléncia de portadores crénicos de
antigénios virais (32 AgHBs+AgHBe+ em 46=69,5%) e
de portadores com replicacdo viral activa (40 em
46=86,9%).

No grupo etdrio 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 encontrdmos 66 amostras AgHBs+AgHBe+
(25,9%) e 63,1% HBV DNA+. A diferenca atinge signi-
ficado estatistico (p<0,01 por teste de x?) entre o grupo
de criangas e o de adultos mas ndo entre criangas e jovens
(p>0,5). A diminui¢do da percentagem de amostras
AgHBs+AgHBe+ é acompanhada por um aumento da
presenca de anticorpos anti-HBe, -porém a seconversdo
para antiHBe+ ndo € sinénimo de total eliminacdo de
hepatdcitos infectados e, em qualquer dos grupos, cerca
de 50% de doentes anti-HBe+ sdo portadores de DNA
viral circulante, ou mesmo mais no caso dos jovens.
(Quadro II).

Quanto a presenga de mutantes virais estes foram
pesquisados, em particular nos doentes em que foi possi-
vel um estudo ao longo do tempo, por andlise de polimor-
fismo de fragmentos obtidos apds hidrélise enzimatica de
uma regido de 603pb do genoma de HBV que abrange a
regido core, e cujas sequéncias aminoacidicas codificadas
estdo presentes simultaneamente na proteina do core do
virido e no antigénio e.

Em 18 amostras de criangas, 15 apresentavam muta-
coes em relagdo a sequéncia "selvagem" descrita por
Ono™®. Em 23 soros do grupo dos jovens, 15 eram mu-
tantes, sendo a sua distribuicdo relativa representada na

Grupo 0 a 15 anos

Ano  s+e+
DNA+
1991 0
1892 6
1983 6
1994 12
1985 7
1996 1
TOTAL 32

QUADRO I

Marcadores serolégicos e DNA viral circulante nos doentes testados

s+oe+ s+oet s- Total
DNA+ DNA- DNA+

0 0 0 0

1 1 0 8

1 2 0 9

2 2 0 16

3 1 1 12

0 0 0 1

7 6 1 A5

s+ . AgHBSs) e+ tAuHuej et (aniiHEe)

Grupo 16 a 25 anos

s+e+
DNA+
1

G

1"

Grupo > 25 anos TOTAL
stoe+ Stoet+ S- Total s+e+ s+ae+ s+oe+ S- Total
DNA+ DNA- DNA+ DNA+ DNA+ DNA- DNA+
1 0 0 2 3 1 8 0 12 14
0 2 0 8 3 4 12 0 19 35
5 4 0 20 24 26 21 2 73 102
9 9 0 26 14 23 29 1 67 109
12 4 1 21 16 35 15 2 68 101
3 0 0 4 6 6 4 0 16 21
30 19 1 81 66 95 89 5 255 382

|
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Figura 1, bem como a distribui¢do de mutantes nos outros
grupos etdrios, ndo se verificando diferencas aparente-
mente significativas, embora as amostras — em termos de
doentes infectados pelo mesmo tipo de mutante — ndo
tenham ainda dimensdo adequada para andlise estatistica.

Os mutantes sdo designados por letras e ndmeros
conforme os padroes de hidrolise por Ava II (A) e por
Msp I (M) que se ilustram em esquema na Figura 2 e na
Fotografia 1.
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Fotografia 1 — Polimorfismo da regido core do genoma do virus da
hepatite B

Pogo a: Marcador de referéncia (pBRxHinf II); pogos b e c¢: amostra

hidrolizada por Ava Il e Mspl respectivamente, mutante A2M2; pocos d

e e: AIMI (virus selvagem); pocos fe g (A3MI); he i (AIMI); ie |

(A3M1).

Discussao

Embora os nossos resultados nio se refiram a estudos
de prevaléncia na populagdo, uma vez que as amostras
recolhidas sdo provenientes de doentes encaminhados para
o Servico de Imuinologia através de vdrias consultas hos-
pitalares, é importante sublinhar a frequéncia de portado-
res cronicos e de portadores com replicagdo viral activa
em criangas, situagdo que se mantem em jovens de menos
de 25 anos, apesar de ser aparente alguma seroconversio
espontinea de AgHBe+ para anti-HBe+,

Porém, a utilizag@o de técnicas sensiveis para pesqui-
sa de DNA viral como hibridagdo molecular e PCR indi-
ca que cerca de 50% dos doentes anti-HBe+mantém
replicacdo e virus circulante.

Mutagdes a nivel da regido précore “ 21 estardo na
origem da possibilidade de fuga a resposta imunitdria. A
andlise da regio core do genoma de HBV por PCR-
RFLP permite um estudo das populagdes virais de doen-
tes cronicamente infectados, em que poderd estar em causa
ndo s6 fuga a resposta imunitdria mas a possibilidade de
antagonismo da actuagéo de células T citotéxicas > ¥,

Dois casos de "shift" da domindncia de virus mutante

para retorno a dominincia de virus selvagem em doentes

estudados ao longo do tempo poderdo ser exemplo de
antagonismo Y. Por outro lado, muta¢des a nivel da re-
gido 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 hipdtese de
estarem relacionadas com incapacidade de associagdo dos
péptidos virais a moléculas codificadas por genes de classe
I do MHC e apresentac@o antigénica. Alids, a maioria das
mutacdes observadas nélo sdo silenciosas e implicam subs-
tituicdo de aminodcido a nivel da sequéncia de core ¥,

A caracterizacdo de mutantes de HBV poderd tam-
bém ajudar a estabelecer uma previsdo em termos de
resposta a imunomoduladores * para uma infec¢do cujo
progndstico é sempre reservado, e particularmente se
contraida na infancia.
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