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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL
Tairine Monteiro de Barros

O virus da hepatite D (HDV) acomete entre 48-60 milh6es de pessoas no mundo e € um
virus satélite dependente do virus da hepatite B (HBV) para a sua replicagdo. O genoma do
HDV esta classificado em 8 gendtipos (GTs) enumerados de 1 a 8 que apresentam uma
distribuicdo geografica distinta. Entretanto, estudos recentes sugerem uma subdivisao
intragenotipica devido a sua alta variabilidade genética. No Brasil predominam o GT3, que
esta associado a manifestagao clinica exacerbada da doenca, e o GT1, que é cosmopolita.
Além disso, tendo sido relatada a ocorréncia dos GTs 5 e 8, que sdo autéctones da Africa,
nas regides Norte e Nordeste do Brasil, respectivamente. Esses achados sugerem a
importacdo e a circulacdo de gendtipos de HDV “estrangeiros” no pais, destacando a
importancia da pesquisa de HDV em areas nao endémicas. Diante deste cenario, este
estudo tem como objetivo determinar a soroprevaléncia da infecgdo pelo HDV e o perfil
epidemiolégico molecular dos gendtipos do HDV circulantes em areas endémicas e nao
endémicas do Brasil. Neste estudo transversal do tipo retrospectivo foram selecionadas
1240 amostras de soro provenientes de portadores do HBV de todas as regides geograficas
brasileiras, incluindo 24 dos 26 estados, coletadas entre 2013 a 2015. A presenca de
infeccao pelo HDV foi avaliada por testes imunoldgicos (pesquisa de anticorpos anti-HDV
por ELISA) e moleculares (presenga de RNA viral por RT-PCR), bem como a identificagdo
dos genotipos e sua associagdo a infecgdo pelo HBV. Das 1240 amostras testadas, 40
foram positivas para anti-HDV, resultando em uma soroprevaléncia global de 3,2%.
Considerando as amostras positivas, 52,5% eram do sexo feminino e tinham idade média de
38,1 anos (mediana: 41,0). Considerando as faixas etarias, o anti-HDV apresentou maior
taxa em individuos de 12 a 20 anos (média: 17,4 anos; P <0,0001). A regiao Norte
apresentou a maior prevaléncia de anti-HDV (8,5%; P <0,0071). Das 40 amostras positivas
para o anti-HDV, 38 (95%) foram submetidas a testes moleculares, das quais 13 (34,2%)
foram positivas para o HDV-RNA. Destas, 11 foram genotipadas através do sequenciamento
da regido que codifica o HDAg (403pb), onde 9 amostras (81,8%) foram caracterizadas
como sendo GT3 (8 na regido Norte e 1 na Regido Centro-Oeste), 1 (9,1%) como GT5 (Séo
Paulo) e 1 (9,1%) como GT8 (Séo Paulo). As sequéncias brasileiras de HDV-GT8
apresentaram uma distancia genética de 15,5% das GT8 africanas. Com relagédo a
associacao entre os genotipos de HDV e HBV, predominou a co-infeccdo HBV-F2/HDV-GT3
(4/10; 40%). Por outro lado, dentre as amostras que apresentaram anti-HDV+ sem HDV-
RNA detectavel (n=19), o HBV-A (13/19; 68,4%) foi o mais frequente. Além disso, o presente
estudo, além de confirmar a presenca endémica do HDV na regido Norte, indicou a
circulagdo do HDV em areas nao endémicas do Brasil, evidenciando a importancia de
estudos nestas areas. Ainda, a caracterizacdo molecular identificou em duas amostras a
coinfeccao por GTs autéctones do continente africano circulando no pais, ressaltando a
utilidade da vigilancia epidemiolégica molecular na elucidagdo de rotas de introducao e
dispersao do HDV na populacéo brasileira.
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Tairine Monteiro de Barros

Hepatitis D virus (HDV) affects 48-60 million people worldwide and is considered a satellite
virus dependent on the hepatitis B virus (HBV) to propagate. The HDV genome is classified
into 8 genotypes (GTs) numbered from 1 to 8 that have a distinct geographic distribution,
however, recent studies suggest an intragenotypic subdivision due to its high genetic
variability. In Brazil there is a predominance of GT3, which is associated with clinical
exacerbation of the disease; GT1, which is cosmopolitan, and the occurrence of GTs 5 and
8, in which are African genotypes, in North and Northeast regions, respectively. These
findings suggest the importation and circulation of ‘foreign’ HDV genotypes in Brazil,
emphasizing the importance of HDV research in non-endemic areas. In this context, this
study aims to determine the seroprevalence of HDV infection and the molecular
epidemiological profile of HDV genotypes in the country in endemic and non-endemic areas.
In this retrospective cross-sectional study, 1240 serum samples from HBV carriers from all
Brazilian geographic regions, including 24 of the 26 states, collected from 2013 to 2015 were
selected. The presence of HDV infection was assessed by immunoassays (anti-HDV
antibodies by ELISA) and molecular tests (presence of viral RNA by RT-PCR), as well as the
identification of genotypes and their association with HBV infection. Of the 1240 samples
tested, 40 were anti-HDV positive, resulting in an overall prevalence of 3.2%. Considering
the positive samples, 52.5% were female and had a mean age of 38.1 years (median: 41.0).
Considering age groups, anti-HDV showed a higher rate in individuals aged 12 to 20 years
(mean: 17.4 years; P <0.0001). The northern region had the highest prevalence of anti-HDV
(8.5%; P <0.001). Of the 40 anti-HDV positive samples, 38 (95%) were submitted to
molecular testing in which 13 (34.2%) were HDV-RNA positive. Of these, 11 were genotyped
by sequencing the HDAg coding region (403bp), where 9 samples (81.8%) were
characterized as GT3 (8 in the North and 1 in the Midwest), one (9, 1%) as GT5 (S&o Paulo)
and one (9.1%) as GT8 (Sao Paulo). The Brazilian HDV-8 sequences presented a genetic
distance of 15.5% from the African ones. Regarding the association between HBV / HDV
GTs (n = 10), HBV-F2 / HDV-3 co-infection predominated (4/10; 40%) and, among the
samples that presented anti-HDV + without HDV-detectable RNA (n = 19), HBV-A (13/19;
68.4%) was the most frequent. The present study, besides confirming the endemic presence
of HDV in the northern region, indicated the circulation of HDV in non-endemic areas of
Brazil, highlighting the importance of studies in these areas. Moreover, the molecular
characterization identified the presence of two imported GTs from the African continent
circulating in the country, showing the importance of molecular epidemiological surveillance
in elucidating the routes of introduction and dispersion of HDV in the Brazilian population.
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico

O virus da hepatite delta ou virus da hepatite D (HDV) foi descrito pela primeira
vez em 1977 por Rizzetto e colaboradores em nucleos de hepatdcitos humanos de
individuos portadores do virus da hepatite B (HBV). O HDV foi identificado, a
principio, como um antigeno associado ao HBV com seu respectivo anticorpo,
denominados antigeno delta (HDAQ) e anticorpo delta (anti-HDV), respectivamente,

apresentando distingdo aos demais antigenos do HBV(".

Posteriormente, estudos de prevaléncia evidenciaram a correlagdo do “agente
delta” a presenca do antigeno de superficie do HBV (HBsAQ) e pela primeira vez,
sugeriram a possivel associagdo deste sistema antigeno-anticorpo a um agente
diferente do HBV# ).

Em 1980, Rizzetto e colaboradores apresentaram um trabalho de infecgao
experimental no qual inocularam soro com o HBV e o “agente delta” em chimpanzés
portadores e suscetiveis ao HBV pela via parenteral, com a finalidade de definir
algumas caracteristicas da transmissibilidade desta infecgdo™®. Neste estudo, o
grupo concluiu que o HDAg estaria possivelmente associado a um agente defectivo,
dependente do HBV. No mesmo ano, outro estudo mais detalhado® realizado pelo
mesmo grupo descreveu a presenga de um envelope composto pelo HBsAg
associado com o HDAg, formando uma particula de aproximadamente 37 nm,
evidenciando novamente o papel auxiliar do HBV na infecgdo e transmisséo deste
agente. Neste mesmo estudo, descrevem pela primeira vez um RNA como possivel
material genético do agente em questdo, apontando seu pequeno tamanho

comparado a outros RNAs virais e uma alta semelhanga com virdides de plantas.

Em 1982, Smedile e colaboradores realizaram um estudo associando o agente
delta & gravidade da infeccdo pelo HBV®), evidenciando a exacerbagdo do quadro
clinico na co-infeccdo bem como sua relagdo com a hepatite fulminante, sendo o

mesmo corroborado por Govindarajan e colaboradores em 19847,

Finalmente, em 1984, Bonino e colaboradores® identificaram o “agente delta”

através de microscopia eletronica (figura 1), denominando-o virus da hepatite delta,

1



descrito como uma particula formada por um envelope composto por HBsAg

contendo o HDAg (nucleoproteina) juntamente com o RNA viral®.
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Figura 1: Imagem por microscopia eletronica da particula do HDV (adaptado de
Bonino et al. 1984). Na imagem pode-se observar as particulas esféricas com
tamanho aproximado de 36nm.

1.2. Origem do HDV - Teorias

A primeira especulagdo sobre a origem do HDV foi descrita por Kos e
colaboradores em 1986, onde foi analisada a homologia deste virus com virdides de
plantas'?. Elena e colaboradores reforcam esta teoria com um estudo realizado em
1991, no qual é realizada uma analise filogenética mostrando uma origem
monofilética entre os virdides, alguns RNAs satélites e parte do genoma do HDV,
além de citar outros fatores em comum entre estes patégenos como o genoma de
RNA de fita simples, o alto conteudo de guanina-citosina, a “replicacéo por circulo
rolante” (do inglés rolling circle replication) e a capacidade auto-catalitica da
molécula de RNA (ribozima)!'". Ainda, outro estudo associando estas trés classes
apontam a ampla distribuicdo da ribozima em diversos organismos, sugerindo que

estes, incluindo o HDV, podem ser os representantes ancestrais dos RNAs('?,



Ainda com relagdo a semelhanga do HDV com viréides, um estudo
experimental conseguiu demonstrar a replicagdo do genoma do HDV em plantas e a
replicacao de virdides em células animais, porém, este ultimo ocorreu apenas com a
expressao obrigatéria do HDAg. ('®. Apesar destes estudos, ainda ndo esta claro se
o HDV e virdides apresentam evolugdo convergente, se possuem um ancestral

comum ou, ainda, se estao evolutivamente relacionados.

Outra vertente tedrica sobre a origem do HDV o associa a um RNA
mensageiro primitivo. Levando em consideragdo que o HDAg € fundamental para a
replicacdo do HDV, Brazas e Ganem, em 1996, realizaram um estudo objetivando
analisar a interacdo do HDAg com as células do hospedeiro, demonstrando a
efetividade da fusdo e replicacdo do HDAg com diversas proteinas celulares''. A
partir disso, propuseram que um RNA auto-replicante de vida livre capturou um RNA
mensageiro de uma proteina do hospedeiro que apresentava alta similaridade de

aminoacidos com o HDAg.

Com relacédo a auto clivagem que o genoma do HDV realiza em seu processo
replicativo, dois estudos identificaram ribozimas em mamiferos com essa funcao
catalitica, CLEC-2(" e CPEB3("%, sendo esta tltima associada bioquimicamente a
ribozima do HDV, sugerindo que o HDV possa ter se originado a partir do
transcriptoma humano. Uma teoria mais recente sugere que o HDV se originou de
um RNA circular distinto presente nos hepatdcitos do hospedeiro capaz de utilizar as
polimerases celulares para sua replicagdo e que o HDAg surgiu a partir de um RNA
mensageiro do hospedeiro conjugado com sequéncias transcritas do genoma do

HBV que evoluiram por deriva génica‘'® 17 18)

Contudo, desde a sua descoberta, estudos consideraram portadores humanos
do HBV como unicos hospedeiros do HDV, sendo a presenga do HBV premissa para
ocorrer a infecgcdo natural pelo virus delta. Até recentemente, o HDV era o unico
virus conhecido com estas caracteristicas peculiares capaz de infectar animais, mais

precisamente humanos.

Entretanto, novos estudos identificaram virus com caracteristicas semelhantes
ao HDV ocorrendo em outras classes animais e ndo associados a uma co-infecgao
com membros da familia Hepadnaviridae, refutando diversas teorias que tém como

base a ocorréncia exclusiva do HDV na espécie humana e em portadores do HBV.



Hetzel e colaboradores descobriram, no inicio de 2018, um agente semelhante
ao HDV (delta-like) em cobras designado snake HDV (sHDV), apresentando um
genoma com 1711 nucleotideos e duas fases de leitura aberta (ORFs) onde uma
delas codifica uma proteina semelhante ao HDAg, bem como uma ribozima
gendmica estruturalmente muito semelhantes as observadas no HDV humano!'?.
Neste estudo, as cobras estavam co-infectadas com arenavirus e nao foi identificado
nenhum hepadnavirus co-infectando os animais. O sHDAg foi encontrado em grande
quantidade no interior de células neuronais e epiteliais do rim, bagco e pulmao,
hepatdcitos, leucécitos, resultado que demonstrou a replicagéo ativa do virus em

diversos tecidos.

Neste mesmo ano, Wille e colaboradores identificaram outro virus delta-like em
aves, com genoma contendo 1706 nucleotideos, alto grau de pareamento de bases
conferindo o formato caracteristico de haste, um conteudo de GC de 51% e uma
proteina codificada (avHDAgQ) apresentando uma similaridade de aminoacidos de
32% com o HDAg, além da regido de ribozima no genoma e antigenoma®®). Vale
ressaltar que estas aves estavam co-infectadas com o virus da influenza e néao
apresentavam nenhuma infecgdo por hepadnavirus. Este estudo, assim como o
anterior, sugeriu a existéncia de um ancestral comum entre estes virus, bem como a
capacidade dos virus delta-like utilizarem envelopes de outras classes de virus para

a sua replicagao.

Chang e colaboradores (2019) também identificaram virus delta-like utilizando
uma abordagem meta-transcriptbmica em outros taxons de vertebrados (peixes,
anfibios e répteis) e invertebrados (cupins subterrdneos) no qual todos estes
apresentavam estruturas genémicas auto-complementares e nao ramificadas em
formato de haste, como o HDV, e todos codificando proteinas semelhantes ao
HDAg“?". Novamente, nenhum destes agentes foram associados a uma co-infecgdo
com um hepadnavirus e sim com diversos outros virus como arenavirus, hantavirus,

reovirus, astrovirus, influenza, entre outros.

Estes trabalhos, além de desafiarem as teorias evolutivas anteriores ao sugerir
que o ancestral do HDV estava presente desde o surgimento do Metazoa®",
evidenciam a ocorréncia de virus semelhantes ao HDV (delta-like) em diversas
classes animais infectando sem a necessidade de um hepadnavirus como virus
auxiliar, levando a novas perspectivas na tentativa de explicar a origem deste virus.

Neste cenario, Perez-Vargas e colaboradores (2019) desenvolveram um estudo no
4



qual demonstraram a eficacia da replicagdo e montagem de particulas infecciosas
do HDV utilizando glicoproteinas de envelope de seis géneros diferentes de virus in

22 Os autores

vitro, além de co-infecgdo com o virus da hepatite C (HCV) in vivo
sugerem que o motivo de nunca se ter encontrado esta co-infecgdo em pacientes de
fato possa estar associado a fatores bioquimicos e imunolégicos do hospedeiro,
impedindo a manutencdo desta co-infecgdo a longo prazo. Todos esses achados
recentes trouxeram novos elementos a serem considerados, evidenciando a

necessidade de estudos mais abrangentes sobre a evolugdo do HDV.

1.3. Caracteristicas gerais do HDV

1.3.1. Classificagao

O HDV é o unico membro do género Deltavirus, género este que ndo possui
familia®. E um virus considerado defectivo devido sua dependéncia das proteinas
do envelope do HBV para sua replicacdo e infecgdo em humanos. Seu virion

39). Segundo o

apresenta uma densidade flutuante em CsCl de cerca de 1,24 g/cm
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), nenhum outro virus foi
aprovado como espécie para pertencer a este género até o momento, apesar dos
recentes trabalhos nos quais foram descritos virus delta-like tendo como hospedeiro

diversos outros taxons animais como aves, anfibios e invertebrados!'%2"),

1.3.2. Morfologia

O HDV apresenta um formato esférico com um didmetro de aproximadamente
42 nm e nao apresenta projegcdes visiveis em sua superficie. Seu envelope é
composto pelas proteinas de superficie do HBV (HBsAg) (figura 2), que abriga uma
ribonucleoproteina formada por cerca de 70 cépias das proteinas antigénicas do
HDV ®® juntamente ao genoma viral, que consiste em um RNA circular de fita
simples com aproximadamente 1690 nucleotideos e polaridade negativa,
apresentando uma dobra em sua estrutura semelhante a uma haste devido ao alto
conteudo de nucleotideos GC e, consequentemente, alto grau de pareamento de

bases®*),
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Figura 2: Representagcado das proteinas do envelope do HBV utilizadas pelo HDV
(Adaptado de Giersch e Dandri, 2015).

1.3.3. Genoma viral

Além do genoma contido no virion, o HDV apresenta dois RNAs adicionais
nas ceélulas infectadas sendo um deles o seu antigenoma, no qual esta a unica ORF
codificante das proteinas HDAg, e o segundo RNA adicional que atua como RNA
mensageiro com cerca de 800 nt com a mesma polaridade do antigenoma (figura
3)@). Seu RNA circular apresenta um potencial de se dobrar em formato de haste
devido ao alto grau de pareamento de bases (~74%), ocorrendo no seu genoma e
antigenoma''?. Esta regido da dobra pode assumir uma conformacdo especifica e

atuar como uma ribozima auto-catalitica'"?.
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Figura 3: RNA genémico, antigenendmico e RNAm do HDV (adaptado por Goodrum
e Pelchat, 2019). As ribozimas sao representadas pelas partes verdes e a regido de
clivagem esta sendo indicada pela tesoura. A ORF do HDAg esta representada em
vermelho e a seta na posi¢cdo 1630 indica o inicio da transcricdo. O “X” na ORF
indica a regido onde ocorre a edigao do codon de parada presente no S-HDAg.

1.3.4. Antigeno Delta (HDAg)

O RNA do HDV codifica duas proteinas antigénicas: uma menor, S-HDAg (do
inglés small hepatitis delta virus antigen), com 195 aminoacidos, e outra maior, L-
HDAg (do inglés large hepatitis delta virus antigen), com 214 aminoacidos, que
diferem apenas pela presenca de 19 residuos adicionais na porgdo C-terminal do L-
HDAg. Tal diferenga ocorre devido a uma modificagdo pos-transcricional no qual o
gene codificante do S-HDAg sofre a alteracdo de uma adenina por uma citosina pela
enzima adenosina deaminase da célula hospedeira e, com isso, 0 codon de parada
(UAG) é substituido pelo cédon UGG-triptofano, originando o gene maior que
codifica o L-HDAg®". A proteina S-HDAg ativa a replicacdo do RNA gendmico e
medeia a transcricdo do RNA mensageiro viral, enquanto a L-HDAg € uma proteina
tardia que inibe a transcricdo e replicagdo viral, interage com os antigenos de
superficie do HBV (com participagdo da S-HDAg) e acelera a formagdo de novos
virions®®). As duas isoformas do HDAg apresentam diversos dominios em comum,
como o de ligagado ao RNA (RBD), sinal de localizagdo nuclear (NLS), dominio CCD
(coiled-coil domain) e uma por¢cao C-terminal da sequéncia rica em prolina e

glicina®).



1.4. Ciclo replicativo

A replicagao do HDV ocorre por um processo conhecido como “circulo rolante”
(do inglés rolling circle) no qual uma fita circular de RNA ¢é utilizada como modelo e
transcrita por uma enzima RNA polimerase dependente de RNA do hepatdcito do
hospedeiro. Durante a formacdo dos novos filamentos de RNA, estes sofrem
clivagem catalizada pelas ribozimas virais e as extremidades resultantes sao ligadas

pela enzima RNA ligase celular, adquirindo a forma circular (figura 4).%> )

1.4.1. O virion

O virion do HDV é formado a partir da associagdo do seu genoma a cerca de
70-200 proteinas HDAg, formando um complexo ribonucleoproteico (RNP), envolto
por uma bicamada lipidica derivada do reticulo endoplamatico contendo as trés
proteinas do envelope do HBV (S-HBsAg, M- HBsAg e L- HBsAg), o que possibilita a
entrada do HDV nos hepatdcitos?® 39,

1.4.2. A entrada do virus no hepatdcito

Inicialmente ocorre a associagdo dos proteoglicanos de sulfato de heparina
(HSPGs, do inglés heparan sulfate proteoglycan) da célula com o virus pelas
proteinas do envelope do HBV, levando a uma mudanga na conformagdo do
dominio preS1 da L-HBsAg. O HDV entéo se liga ao polipeptideo cotransportador de
sédio celular (NTPC) (figura 4), entrando na célula de modo ainda nao claramente

conhecido %30,

1.4.3. A entrada da ribonucleoproteina no nucleo

O complexo ribonucleoproteico, liberado no citoplasma apds a entrada no HDV
no hepatdcito, é transportado para o nucleo provavelmente mediante a um sinal de
localizagdo nuclear do HDAg que permite a sua importagdo para o nucleo celular,

local onde ocorre a replicagéo do HDV (figura 4)#° 39

1.4.4. A replicagao do genoma no nucleo

Para as etapas da replicacdo do RNA do HDV, faz-se necessario o uso de
enzimas da célula hospedeira, uma vez que este virus ndo apresenta uma

polimerase propria. A polimerase Il provavelmente catalisa a replicagdo e a sintese



do RNAm para a produgao das proteinas HDAg, podendo ocorrer também o auxilio

da polimerase %39,

Inicialmente, ocorre a sintese da fita antigendmica a partir da fita genémica. Em
seguida, a replicagao viral pelo processo de circulo rolante forma multimeros do
RNA viral com ambas as polaridades, que sofrem acgao catalitica pelas ribozimas do
préprio RNA viral levando a formagao de mondmeros, que se religam pela agao de
ligases celulares para a formacdo do RNA circular (gendmico e antigenémico) do
HDV (29, 30).

1.4.5. Formacgao das proteinas HDAg

Apenas a fita antigenbmica apresenta a sequéncia codificante das proteinas
HDAg e, por estar no nucleo, faz-se necessaria a produ¢cdo de uma fita de RNAm de
aproximadamente 800 nucleotideos com uma Cap 5’ e uma calda poliadenilada na
porcdo 3’, o que permite a sua saida do nucleo para o citoplasma para a sua

tradugéo @30,

A proteina L-HDAg difere da S-HDAg apenas pela adicdo de 19 aminoacidos
na porcdo C-terminal. Ambas sao codificadas na mesma sequéncia do RNA
antigendmico. Uma edicdo no RNA promovida pela enzima ADAR1 provoca uma
mutac&do no codon de parada da S-HDAg, no qual UAG torna-se UGG, permitindo a

extensdo desta com a adicdo dos 19 aminoacidos extras, formando a L-HDAg ?® 39,

1.4.6. O papel das proteinas HDAg na replicagao viral

As proteinas virais do HDV apresentam influéncia em diversas etapas da
replicacéo viral. Ao passo que a sintese do S-HDAg leva a continuidade do processo
de replicagdo, a producdo do L-HDAg suprime a replicagdo viral mediante uma
farnesilagdo na sua porgdo adicional, dando inicio as etapas de montagem e
secrecgao viral. Ambas as proteinas apresentam dominios funcionais que promovem
a entrada, montagem e saida do virus no hepatécito. A S-HDAg além de direcionar o
complexo ribonucleoproteico para o nucleo, promove também a alteragdo da
especificidade da polimerase permitindo sua atividade no RNA auto-complementar
do HDV 930,



1.4.7. A exportagdo do virus

Exceto o RNA antigenémico, os produtos da replicagdo do HDV contidos no
nucleo sdo exportados para o citoplasma para a montagem das ribonucleoproteinas.
Apesar das particulas do HDV apresentarem em seu envelope as trés proteinas
HBsAg (Small, Medium e Large), o HDV necessita apenas da S-HBsAg para sua
montagem e secregdo. Contudo, um envelope apenas com esta proteina ndo seria
capaz de infectar outros hepatdcitos, uma vez que a L-HBsAg faz-se necessaria
para a entrada do virion na célula. A via de secrecao do HDV ainda permanece

incerta®39),

Hepatécito

HSPGs

HDV
virion

D o5
-------

Particulas
subvirais
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Figura 4: Ciclo de vida do HDV (Adaptado de Mentha et al. 2019). 1- Entrada do
HDV no hepatocito. 2- Transporte da ribonucleoproteina do HDV (HDV RNP) para o
nucleo e liberagdo do genoma viral (HDV G RNA). 3- Transcrigdo do genoma viral
em RNA mensageiro (HDV mRNA). 4- Tradugdo do HDAg. Replicacdo do RNA viral
mediada por polimerases da célula pelo mecanismo de rolling circle, com formacgéao
de intermediarios de RNA multiméricos e antigendbmicos. 6- Edigdo do RNA
antigendmico para formacgao da Large HDAg. 7- Farnesilagdo do L-HDAg, que leva a
regulacdo da replicagdo e montagem viral. 8- Montagem da ribonucleoproteina no
nuacleo. 9- Montagem do virion (com as proteinas HBsAg por meio da interagao
destas com a L-HDAg farnesilado) e exportagdo.10- Secregdo dos virions pelo
Complexo de Golgi.
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1.5. Variabilidade genética e classificagao dos genétipos do HDV

Inicialmente, o HDV foi classificado em 3 grandes clados (I, Il e Ill), porém essa
classificagao foi sofrendo modificagbes conforme o surgimento de novos estudos. A
classificagao atual enumera os genoétipos do HDV de 1 a 8. O clado | manteve-se
denominado gendtipo 1, os clados lla e llb tornaram se os gendtipos 2 e 4,
respectivamente, e o clado |l manteve-se como gendtipo 3. Os gendtipos 5,6, 7 e 8
descritos inicialmente no continente africano, foram os gendétipos mais recentemente
descobertos, sendo o Ultimo, gendtipo 8, descrito em 2006®". At¢é o momento,
classificagdo do HDV em gendtipos se baseia em uma divergéncia intragenotipica
de até 16% e intergenotipica de até 40%. Esta diversidade esta associada a
ineficacia da revisao da Pol Il no RNA do HDV, bem como, a pressao do sistema
imunologico em pacientes cronicos ao longo dos anos, podendo levar a edigbes

nucleotidicas em diferentes locais do genoma®®? .

1.5.1. Distribuicao dos genétipos pelo mundo e no Brasil

Até o momento, como mencionado anteriormente, 8 gendtipos do HDV ja
foram descritos, enumerados de 1 a 8, com uma distribuicdo geografica
caracteristica (figura 5). O gendtipo 1 apresenta distribuicdo mundial, sendo
predominante na América do Norte, Europa, Africa, Mongdlia, China, Oriente Médio
e no Sul da Asia, ocorrendo, também, com menor frequéncia, na América do Sul,
Russia, Japado e Taiwan. Ja o gendtipo 2 é o mais frequente no Japao e Taiwan,
ocorrendo menos frequentemente no Sul da Asia e, recentemente, relatado no Egito
e Ira. O genodtipo 3 esta restrito ao continente americano, ocorrendo de forma
predominante na América Central e América do Sul, principalmente na regido da
Bacia Amazénica. O gendtipo 4 é predominante em Taiwan. Os gendtipos 5, 6, 7 e
8, até recentemente, eram relatados apenas no continente africano, contudo, nos
ultimos anos, o genotipo 5 foi relatado no Reino Unido, Franga, Australia, Brasil e
Suiga. O gendtipo 6 foi relatado na Franga e no Reino Unido, gendtipo 7 também na

Franca, e o genétipo 8 no Brasil.** %
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Figura 5: Distribuicao global dos gendétipos do HDV (Adaptado de Chen et al., 2018).
Cada cor representa um genétipo distinto, conforme descrito na legenda na parte
inferior esquerda da figura, e o tamanho do circulo varia de acordo com o numero de
sequéncias analisadas, conforme descrito na legenda na parte inferior direita da
figura.

No Brasil, a porgdo ocidental da regido Norte, na qual encontra-se a Bacia
Amazobnica, é considerada endémica para o HDV, sendo o gendétipo 3 o mais

35-38)

prevalente( , seguido do gendtipo 1, que ocorre em todos os continentes.

s©% 49 re|ataram a circulacdo do gendtipo 8

Contudo, na ultima década, dois trabalho
— até entdo relatado exclusivamente na Africa — no Maranh&o, regido Nordeste do
Brasil, area considerada ndo endémica para o HDV, fato que foi associado ao trafico
de escravos que ocorreu no Brasil durante o século XIV. Ainda, outro estudo relatou
a ocorréncia do gendtipo 5 no Acre®®, area endémica, gendtipo este que até pouco
tempo era relatado apenas no continente africano, mas que vem sendo encontrado
em diversos outros continentes(41, 42). Apesar do gendtipo 1 ndo ser o mais
prevalente na area endémica do pais, um estudo realizado em Minas Gerais, regiao
Sudeste do Brasil, encontrou uma prevaléncia de 6,2% de HDV em pacientes

HBsAg+ no qual das 26 amostras sequenciadas, todas pertenciam ao genétipo 1%
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1.5.2. Reclassificagao dos genétipos

Recentemente, alguns estudos(41, 44-46) vém sugerindo uma subdivisao dos
genotipos do HDV devido a alta divergéncia intragenotipica. Le Gal e colaboradores
(2017)*" realizaram um estudo com sequéncias do genoma completo e parciais
(HDAg) do HDV, onde a similaridade nucleotidica entre os mesmos gendétipos foi
definida em >85% na regido parcial ou >80% no genoma completo, enquanto que
uma similaridade maior que 90% no genoma completo redefinia o grupo em
subgendtipos. O gendtipo 1 foi subdividido em 4 subgendtipos (a-d) onde o HDV-1a
e o HDV-1b estdo restritos a Africa e Madagascar e HDV-1c as ilhas da Oceania,
enquanto o HDV-1d é encontrado no Oriente Médio, leste e oeste da Europa, Asia e
América do Norte. O HDV-2 foi subdividido em HDV-2a e HDV-2b, sendo
encontrados, respectivamente, no Japao e Sibéria. O HDV-4a e HDV-4b circulam na
porcao oriental do continente asiatico (figura 6). O HDV-3, HDV-5, HDV-6, HDV-7 e

HDV-8 nao apresentaram subdivisao neste trabalho.

Ja no trabalho publicado por Miao e colaboradores (2019)“*%, os genétipos 3 e
6 foram segregados em trés subgendtipos e os gendtipos 1, 2, 4, 5, 7 e 8 foram
agrupados em apenas dois subgendtipos. Neste trabalho, as analises com
sequéncias do genoma completo do HDV apontaram o gendtipo 3 como o mais
distinto dentre os gendtipos, com uma similaridade nucleotidica de cerca de 62%
deste para os outros, ao passo que a similaridade nucleotidica entre os outros
genotipos variou de 69% a 79%. Ja a similaridade nucleotidica para definir os
subgenatipos variou de 81,5% a 91%.

Em outro estudo, entretanto, Delfino e colaboradores (2018)“*® propéem a
reducao dos grupos filogenéticos do HDV em trés, onde o Grupo 1 e o Grupo 3
correspondem aos genotipos 1 e 3 respectivamente, e o Grupo 2 € composto por
todos os outros (2 e 4-8), onde cada um destes grupos formam grupos monofiléticos.
Neste trabalho, os resultados das analises realizadas com a sequéncia parcial
(HDAg) ou com o genoma completo do HDV nao apresentaram diferencas

significativas.
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Figura 6: Distribuicdo global dos gendtipos e subgendtipos do HDV (Le Gal et al.
2017). Os paises onde ocorre o0 HDV-1 estdo em azul claro. O HDV-1a e o HDV-1b
estao restritos a Africa e Madagascar e o HDV-1c as ilhas da Oceania, enquanto que
o HDV-1d é encontrado no Oriente Médio, Europa Oriental e Ocidental, Asia e
Ameérica do Norte. O HDV - 2a é encontrado em principalmente em Taiwan e Japao
e 0 2b, na Sibéria. O HDV - 3 (preto) esta presente no norte da América do Sul. HDV
- 4a e HDV - 4b (marrom claro) circulam no Extremo Oriente. HDV - 5, HDV - 6, HDV
- 7 e HDV - 8 (verde, roxo, azul e marrom, respectivamente) estdo presentes na
Africa Ocidental, Subsaariana e Central. As areas pontilhadas indicam regides onde
ainda nao ha dados disponiveis.

Karimzadeh e colaboradores®® (2019) realizaram um estudo detalhado
analisando a divergéncia entre os gendtipos, no qual a menor divergéncia entre
gendtipos foi encontrada entre o HDV-5 e o HDV-2 (210%), e a maior divergéncia foi
encontrada no genotipo 3 contrapondo com todos os outros genotipos (28,44%). A
analise filogenética revelou a subdivisdo do gendtipo 1 em cinco subgendtipos,
classificados como HDV-1a-e, no qual a identidade média entre as sequencias HDV-
1 foi de 92,06% e a diferenca intersubgenétipo variou de 2,3% (1c e 1e) a 8,7% (1a
e 1b). Também apresentaram divisdo em subgendétipos os gendtipos 2 (2a-2b) e 4
(4a-4b), no qual apresentavam uma distingdo em suas sequéncias nucleotidicas de
7,35 +0,49% e 6,49 £ 0,81%, respectivamente. Vale ressaltar que a analise
filogenética neste estudo foi realizada com sequéncias completas do genoma do

HDV e, separadamente, com sequéncias da regido que codifica o L-HDAg, nao
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havendo discordancia entre as duas analises. Com relacdo a distribuicdo dos
subgenatipos, os cinco subgendtipos do HDV-1 pertenciam a regides geograficas
distintas, onde os subgendtipos 1a e 1b estdo presentes na Africa Subsaariana, o
subgendtipo 1c nos paises asiaticos como China, Vietna, Japao e Taiwan, o
subgendtipo 1d na Turquia e Ira e, por fim, o subgendétipo 1e ocorrendo nos paises
europeus. Com relacdo aos subgenotipos do HDV-2, as sequéncias do Japéo e
Taiwan pertenciam ao subgendtipo 2a, enquanto as amostras da Russia foram
classificadas como 2b. Por fim, O subgendétipo 4a foi associado as amostras de
Taiwan e o 4b, as do Japado. Concluindo, este trabalho propde que os clados
apresentando uma diferenga intergenotipica 210% sejam classificados como
genotipos, enquanto os que apresentam distingdo intragenotipica de = 3% a <10%

sejam classificadas como subgenoétipos“®.

Apesar de ainda n&o existir um consenso entre os pesquisadores para definir
a nova classificagcdo dos gendtipos do HDV, levando em consideragdo a alta
divergéncia genética entre os clados observada na atual classificagédo, a subdiviséo
dos gendtipos do HDV em subgendétipos pode auxiliar na compreenséo da histéria

evolutiva e rotas de dispersao deste virus.

1.6. Aspectos clinicos da infec¢ao pelo HDV

A hepatite D crbnica é considerada a forma mais grave dentre as hepatites
virais. Os mecanismos que definem o curso da infecgao pelo HDV ainda ndo estao
bem definidos®?. Sabe-se que, comparado a monoinfecgdo pelo HBV, a coinfeccéo
HBV/HDV apresenta um aumento da morbidade em até trés vezes e o risco de
progressao para cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC)*".

A hepatite D aguda ocorre a partir da coinfecgdo simultdnea de HBV e HDV
em um individuo susceptivel (anti-HBs negativo), sendo indistinguivel clinicamente a
infeccao pelo HBV isoladamente e a coinfeccédo. O periodo de incubagao varia de 1
a 2 meses. As manifestagdes clinicas sdo similares a monoinfec¢ao pelo HBV tanto
na fase pré-clinica como na fase ictérica. Ja a superinfeccdo ocorre quando um
individuo ja infectado cronicamente pelo HBV contrai o HDV, causando uma hepatite
aguda grave que, em 80% dos casos, progride para a cronicidade®®. Diferentemente
da coinfecgao simultdnea que geralmente leva a eliminagdo de ambos os virus, a

maioria dos pacientes com superinfec¢ao progride para infecgao cronica, geralmente
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piorando o dano hepatico preexistente relacionado ao HBV. A hepatite D cronica
caracteriza-se por caracteristicas tipicas de todas as hepatites cronicas. Este
processo pode levar ao desenvolvimento de cirrose, insuficiéncia hepatica e CHC

dentro de poucas décadas“®).

Em um recente estudo de meta-analise, a taxa de resolugcdo espontanea do
HDV na coinfecgcdo é estimada em 81% e a progressédo para a infecgao crbénica
ocorre em 10% dos casos, ao passo que na superinfec¢do os valores mudam para
30% e 77%, respectivamente(49). Em média, dentre os casos de infec¢do pelo HDV,
a progressao para cirrose ocorre em 5 anos e, para CHC, em 10 anos. Na infec¢éo
cronica pelo HDV, cerca de 54% dos casos progridem para cirrose hepatica em um
periodo médio de 3 anos. Dentre os casos de hepatite crbnica com cirrose,
aproximadamente 14% progridem para CHC em 3,7 anos.

Com relagdo a comparagao entre a coinfeccdo HBV-HDV e a monoinfeccgéo
pelo HBV, enquanto 57% dos individuos monoinfectados s&o assintomaticos, o
percentual diminui para cerca de 15% entre os individuos coinfectados. Ainda, 39%
dos coinfectados apresentam quadro cirrético, ao passo que nos monoinfectados
esse valor diminui para 14%. Um individuo coinfectado apresenta quase quatro
vezes mais chances de ter cirrose, quase duas vezes mais chances de ter CHC e

duas vezes mais chances de ir a 6bito comparado ao individuo monoinfectado™“®.

Dentre os gendtipos, o HDV-3 esta relacionado as formas mais graves da
infeccdo, sendo ele o responsavel por surtos de hepatite grave e fulminante no

noroeste da Ameérica do Sul®

. Casey e colaboradores relataram uma possivel
associagao da forma grave da doencga entre o gendtipo 3 do HDV e o gendtipo F do
HBV.®Y. Todavia, outros genétipos do HBV foram associados & forma grave da
infeccdo em estudos posteriores, sugerindo que a infeccdo grave nao esta

necessariamente relacionada ao genétipo F do HBV®> 38

1.7. Diagnéstico

Segundo a Associagado Europeia de Estudo do Figado (EASL), todo paciente
portador do HBV deve realizar testes para o HDV®". No Brasil, o teste padrao para

triagem e diagnostico inicial do HDV é um teste de ELISA baseado na pesquisa de
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anticorpos anti-HDV IgG, sendo recomendada a realizagdo deste teste diagndstico a
cada 12 meses em portadores do HBV residentes em areas endémicas ou caso haja
suspeita devido alguma descompensagdo clinica. Ainda, a confirmagdo do
diagndstico pode ser realizada pela detecgdo do RNA do HDV ou anti-HDV IgM,

realizados apenas para fins de pesquisa clinica®?.

Uma vez contraindo a infecgcao pelo HDV, em todos os casos havera produgao
de anticorpos anti-HDV pelo hospedeiro e, por isso, recomenda-se a realizagao de
testes sorologicos para deteccdo do anti-HDV (total ou IgG) em todos os individuos
HBsAg positivos. Atualmente, a confirmacao de infecgao ativa se da pela detecgao
dos niveis séricos de RNA do HDV pelo teste de PCR em tempo real ou
convencional. Nao ha relatos de infec¢édo oculta por HDV e, portanto, ndo é
recomendado o exame de carga viral sem a detecc¢&o prévia do anticorpo. Os testes
de genotipagem sao realizados geralmente por grupos de pesquisa, contudo, tem-se
mostrado util no diagndéstico e acompanhamento do individuo portador devido a
associagao dos gendtipos com maior risco de doenga. Faz-se necessario também
investigar a infeccdo pelo virus da hepatite C e pelo HIV devido a chance de

coinfeccdo por compartilharem muitas das vias de transmissao®?.

1.8. Tratamento

O tratamento atual utilizado mundialmente para a infecgao cronica pelo HDV é
o interferon alfa (IFN), que apresenta uma baixa eficacia, com uma taxa de resposta
virolégica sustentada (RVS) de 25-45%®%. Ainda, a recidiva do RNA do HDV ap6s o

tratamento pode ocorrer em até 50% dos pacientes tratados com IFN®%.

No Brasil, segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite
B e Coinfecgbes do Ministério da Saude (PCDT, 2019), todo paciente portador do
HDV é candidato ao tratamento com alfapeguinterferona 2a e/ou tenofovir ou
entecavir, sendo o principal objetivo do tratamento o controle do dano hepatico, uma

vez que a resolugao viral sustentada é rara®?.

Estudos analisando a eficacia do interferon na inibicao da replicagao viral do
HDV mostraram uma redugédo nos niveis das transaminases, porém, a negativagao
do RNA do HDV foi observada em 0-50% dos pacientes incluidos nos estudos,

apresentando maiores taxas de sucesso conforme a dosagem elevada® %, A
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associagao do peg-IFN-alfa com a ribavirina ou a ribavirina isolada ndo apresentou
(57)

eficacia™"’.

Na busca de uma maior eficacia no tratamento contra o HDV, algumas
alternativas de medicamento vem sendo analisadas, como o uso de analogos de
nucleotideos com e sem o IFN, bem como outras estratégias que interrompem
etapas do ciclo do HDV como o uso do Myrcludex B que € um peptideo sintético
derivado da pre-S1 do HBV e atua como um inibidor do receptor NTCP, uso do
Lorafarbid que inibe a farnesiltransferase, o uso de polimeros de acido nucleico
(NAP) que podem inibir a exportacado das particulas viras e outros estudos incluindo
moduladores de montagem de capsideo, estimuladores do sistema imune do

hospedeiro e silenciamento do gene por RNAi®?).

1.9. Modos de transmissao

As vias de transmissdo do HDV sdo as mesmas do HBV. Eles séao
encontrados majoritariamente no sangue, sendo encontrado também no sémen,
saliva e outros fluidos corporais em menor concentracio®. As principais vias de
transmiss&o sdo a parenteral, sexual e vertical®®. Por conseguir se manter viavel no
ambiente por um longo periodo, instrumentos perfurocortantes utilizados em
consultérios dentarios, manicures, estudio de tatuagens, uso de drogas injetaveis,
entre outros, tornam-se um fator importante na transmisséo desses dois virus®®. Por
ser dependente da infeccdo do hospedeiro pelo HBV, a vacina contra a hepatite B

protege também contra a hepatite D).

1.10. Epidemiologia

Estima-se que cerca de 13% (figura 7) dos individuos infectados pelo HBV
estejam infectados com o HDV, equivalendo a 48-60 milndes de pessoas®.
Todavia, diversos paises nao realizam testes diagnosticos para HDV nos individuos
com hepatite B, indicando uma provavel subnotificacdo da doenca no cenario
epidemioldgico mundial®®. Alguns paises apresentam taxas elevadas de individuos

com HDV, como, por exemplo, a Mongdlia, onde até 60% dos portadores de HBV
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sdo infectados pelo HDV®®. A Asia e Africa apresentam uma prevaléncia de
44.,41%-56,55% e 22,30%-38,37%, respectivamente. Outras areas que apresentam
alta prevaléncia incluem paises da Africa, Asia, llhas do Pacifico, Oriente Médio,
Europa Oriental, Groenlandia e América do Sul (Bacia Amazénica)®®. Apesar da
vacinagao em larga escala contra a hepatite B, nota-se o aumento da prevaléncia da
hepatite D até mesmo em paises desenvolvidos, como nos Estados Unidos,
Australia e paises da Europa, no qual a populagdo de imigrantes, principalmente,

apresenta um maior risco de infecggo®.

Prevalénciado HDV em portadores HBsAg+

Prevaléncia (%)

l > 20,00

0 Prevaléncia global: 13,02%

Figura 7: Prevaléncia global da infecgdo pelo HDV em individuos HBsAg+
(Adaptado de Miao et al. 2019).

No Brasil, foram notificados 3.984 casos de hepatite D no periodo de 1999 a
2018, no qual a maioria dos casos notificados concentrou-se na regidao Norte
(74,9%), seguido das regides Sudeste, Sul, Nordeste e Centro-Oeste (10,3, 5,9, 5,5
e 3,4%, respectivamente). No ano de 2018 um total de foram notificados 145 casos
no pais, onde destes, 104 foram notificados na regido Norte do pais,
correspondendo a 71,7%. Na maioria dos casos notificados (57,7%), os individuos

pertenciam ao sexo masculino. Contudo, a razdo entre os sexos vem diminuindo ao
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longo do tempo. A maior parte da populagao infectada possui idade entre 20 e 39
anos (51,2%). Aproximadamente 16,5% dos casos analisados neste periodo
apresentavam idade acima dos 50 anos. A maioria dos casos notificados foi
clinicamente classificada como infecgao crénica. Aproximadamente 0,5% dos casos
foram fulminantes, porém, 5,0% dos casos nao tinham informagdes suficientes ou
foram inconclusivos. Foram notificados 781 obitos associados a hepatite D no
periodo de 2000 a 2018, sendo a maioria destes na regido Norte (52,2%)®".

1.11. O virus da hepatite B (HBV)

Descoberto em 1965, o HBV foi o primeiro patdogeno viral descrito dentre as
outras hepatites virais classicas®® ). Atualmente encontra-se classificado na familia
Hepadnaviridae, no género orthohepadnavirus, sendo um virus com genoma de
DNA parcialmente dupla fita com um peculiar mecanismo de replicagdo no qual um

intermediario de RNA é convertido em DNA pela transcriptase reversa do virus®®.

Além do HBV que acomete humanos, outros virus similares, pertencentes ao
mesmo género, sdo capazes de infectar diversos outros mamiferos como primatas
nao humanos, esquilos, morcegos e marmotas, bem como outro género similar,

avihepadnavirus, pertencente &8 mesma familia, capaz de infectar aves®.

1.11.1. Caracteristicas gerais do HBV

O HBYV apresenta trés particulas virais distintas, porém duas s&o incompletas
e nao infecciosas. A particula esférica infecciosa e completa apresenta
aproximadamente 42 nm de diametro com glicoproteinas no seu envelope, os
antigenos de superficie, denominados Small-HBsAg, Middle-HBsAg e Large-HBsAg
(S-HBsAg, M-HBsAg e L-HBsAg, respectivamente), no qual o genoma do HBV
encontra-se contido dentro de um nucleocapsideo formado pelo antigeno do core
(HBcAg) juntamente com a polimerase viral®”. Este virus apresenta como material
genético uma molécula de DNA circular parcialmente dupla fita com
aproximadamente 3200 pares de base®®, apresentando quatro ORFs parcialmente
sobrepostas, o que |he confere um aumento de 50% na quantidade de proteinas
codificadas. O genoma do HBV apresenta quatro regides promotoras que regulam a

sintese dos RNAs virais: pré-S1, pré-S2, pré-C/C e X©9.
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A ORF pré-s/s é composta pelas regides pré-S1, pré-S2 e S, sendo
responsavel pela sintese das trés proteinas do HBsAg, que séo formadas a partir de
diferentes coédons de iniciagdo desta ORF?. J4 a ORF Pré-C/C é a responsavel
pela sintese das proteinas HBcAg, que € um antigeno estrutural integrante do
nucleocapsideo, e HBeAg, um importante marcador de replicagéo viral ativa™. A
ORF P esta associada a sintese da polimerase viral e, por fim, a ORF X é a
responsavel por codificar a proteina HBx, que apresenta uma alta homologia com as
demais espécies do género orthohepadnavirus, porém ausente nas linhagens que
tém as aves como hospedeiro, sugerindo que esta ORF nao esteja diretamente
relacionada a replicagdo e, sim, segundo outros estudos, pode atuar como um
regulador viral®, além de outras associagdes como o desencadeamento do

processo inflamatdrio e hepatocarcinogénese!’.

1.11.2. Ciclo de replicagao do HBV

ApoOs a adsorgao do virus pelo hepatdcito, este perde o seu envelope e o
nucleocapsideo é transportado para o nucleo, onde sera liberado o genoma do HBV.
No nucleo, a fita de DNA positiva incompleta é finalizada pela DNA polimerase
celular e as estruturas terminais removidas, formando uma estrutura circular,
covalentemente fechada (cccDNA) que sera transcrita em filamentos de RNA
gendmicos e subgendmicos pela RNA polimerase |l celular®”. Enquanto os RNAs
subgendmicos sdo traduzidos para a sintese das proteinas do envelope e HBx, os
gendmicos atuam na formagao do RNA pré-gendmico (pgRNA) e para a tradugao e
sintese das proteinas HBcAg, HBsAg e polimerase viral®®. O pgRNA é entdo
encapsidado com o auxilio da enzima viral e envolvido pelas proteinas do core,
formando o nucleocapsideo. Internamente, inicia-se a transcricdo reversa da fita
positiva de RNA em uma fita negativa de DNA, sendo esta, posteriormente, utilizada
como molde para a fita de DNA positiva, que nao é sintetizada por completo. Este
nucleocapsideo é enviado ao reticulo endoplasmatico e ao complexo de Golgi, onde
as proteinas do envelope sao incorporadas formando o virion que sera secretado ou

retornara ao nucleo celular para um novo ciclo de replicaggo!™ ™.

1.11.3. Epidemiologia do HBYV

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a prevaléncia mundial do HBV é
de 3,5% da populagdo geral, apresentando taxas mais elevadas no continente

africano e na regido ocidental do pacifico (6,1% e 6,2%, respectivamente). Com isto,
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estima-se que 257 milhdes de pessoas vivem com a infecgdo pelo HBV no mundo.
Ainda, 65 milhdes de mulheres na idade reprodutiva apresentam potencial risco de
transmitir o HBV para os seus bebés. Segundo a OMS, apenas no ano de 2015,
1,34 milhdes de pessoas foram a o6bito devido infeccbes por hepatites virais e,
destas, 66% estavam associadas ao HBV, podendo esta elevada taxa relacionada

com a superinfeccdo com o HDV®?),

No Brasil, dentre os casos notificados no Sistema de Informagao de Agravos
de Notificacdo (SINAN) entre 1999 a 2018, a maioria foi referente aos casos de
hepatite B (36,8%), totalizando 233.027 casos, predominando na regido Sudeste do
Brasil. Nestes casos acumulados, a maioria dos individuos apresentava idade entre
25 e 39 anos (38,2% dos casos), porem, em 2018, o maior percentual de casos
ocorreu entre pessoas de 30 a 49 anos (47,6%), dado que corrobora com a queda
na taxa de deteccdo em individuos de até 39 anos nos ultimos 10 anos,
evidenciando uma mudanga no cenario epidemiolégico da hepatite B no pais. Com
relagdo a provavel fonte de infeccéo, dentre as notificacbes com esta informacéo, a

maioria foi associada a via sexual®®.

1.11.4. Infecgao pelo HBV

Sabe-se que, na populagéo geral, cerca de 90% dos adultos infectados pelo
HBV progridem para resolugdo espontanea ao passo que 10% passam a ser
portadores cronicos, valores estes opostos quando se trata de criangas, ou seja,
90% destas se tornardo portadoras cronicas®. No curso de uma infecgéo pelo HBV
seguido de cura espontanea, os primeiros marcadores detectados no individuo com
hepatite B aguda s&o o anti-HBc IgM, o HBsAg e o HBeAg, juntamente com o DNA
do HBV. Ao longo do curso da infecgéo, o anti-HBc IgM comega a diminuir enquanto
o lgG aumenta, permanecendo detectavel por toda a vida na maioria dos individuos,
evidenciando o contato com o HBV. Os antigenos HBs e HBe também tendem a
desaparecer concomitantemente com o surgimento dos seus respectivos anticorpos.
O anti-HBs é um importante indicativo de imunidade e cura esponténea, sendo este
também o anticorpo detectavel em individuos imunizados por vacinacdo. No caso
dos individuos que progridem para a infecgado crbnica, definida pela presenca do
HBsAg no soro do individuo infectado por mais de 6 meses, observa-se a
persisténcia do DNA do HBV, podendo manter também os marcadores de replicagéo

viral, bem como a auséncia de soroconversao para o anti-HBs. A infec¢ao cronica
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acarreta na destruicdo progressiva do tecido hepatico podendo levar a cirrose e
hepatocarcinoma com o passar das décadas. A resposta do sistema imune do
hospedeiro frente a infeccdo é o principal responsavel por esse dano hepatico, uma

vez que o HBV nao é diretamente citopatico'™®.

1.11.5. Tratamento do HBV

Um resultado ideal do tratamento para o HBV seria a perda sustentada do
HBsAg, porém, raramente ocorre. Por isso, o tratamento atua, na maioria dos casos,
reduzindo os niveis da replicagao viral e do dano hepatico, evitando complicagdes
mais graves(52). Segundo a EASL, os tratamentos indicados para portadores
cronicos do HBV sédo o INF-alfa ou os analogos de nucleos(t)ideos (NAs) como a
Lamivudina, Adefovir, Entecavir, Telbivudina e Tenofovir®". No Brasil, segundo o
PCDT, é indicado para o tratamento da hepatite B crénica o entecavir ou tenofovir,

caso haja contraindicacdo ao primeiro.®?.

1.11.6. Variabilidade genética do HBV

O HBV apresenta uma taxa de evolugcdo estimada em suas sequéncias de
10°a 10™ substituigdes/sitios/ano'’”, uma taxa considerada elevada quando
comparada a taxa de outros virus de DNA, devido, principalmente, a auséncia de
atividade de revisdo da sua polimerase durante a transcricdo reversa do pgRNA.
Como consequéncia, o HBV apresenta alta variabilidade genética, sendo
classificado em 10 gendtipos distintos, designados de A a J, com mais de 8% de
divergéncia intergenotipica. Ainda, os gendtipos A, B, C, D, F e | sdo divididos em
subgenadtipos que apresentam divergéncia em sua sequéncia nucleotidica de 4-8%.
Os gendtipos do HBV apresentam uma distribuicdo geografica bem caracteristica
(figura 8). O gendtipo A ocorre em todo o globo, e os gendtipos B e C sao
predominantes na Asia. O genétipo D apresenta distribuicdo generalizada, com
maior prevaléncia no Oriente Médio, regido mediterranea e Europa central, enquanto
0 genotipo E esta restrito ao continente africano. O gendtipo F esta restrito a
América do Sul, principalmente na Bacia Amazénica, enquanto o gendtipo G, apesar
de ter uma prevaléncia mundial baixa, também circula em todo o globo, como os
genodtipos A e D. O gendtipo H é comumente encontrado na América Central. O
genotipo | foi relatado no Vietnd e Laos e o gendtipo J foi identificado em uma ilha do

Japao!® ),
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Figura 8: Distribuicdo geografica dos gendtipos do HBV no mundo (adaptado de Shi
et al. 2014). Cada cor representa um gendtipo.

No Brasil, o gendtipo A apresenta maior prevaléncia, seguidos do genétipo D
e F, contudo, esta proporgdo varia de acordo com a regidao geografica brasileira.
Enquanto o gendtipo A é majoritario nas regides Norte e Nordeste, o gendtipo D é o
mais prevalente na regiao Sul. O gendtipo F é o segundo genétipo mais frequente na
regidao Norte, apresentando uma frequéncia baixa nas outras regides. Além deste,
outros gendtipos sao encontrados em menor proporgao os gendétipos E, G, C e B,

sendo estes, com excegdo do G, geralmente associados a imigrantes®?.
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Figura 9: Distribuicdo dos gendtipos do HBV no Brasil (Adaptado de Lampe et al.,
2017).

Com relagdo a patogenicidade, alguns gendtipos tém sido associados a
diferentes desfechos da infecgdo. Os gendtipos C e D apresentam uma maior
prevaléncia de hepatocarcinoma quando comparado a outros genoétipos, enquanto
que o gendtipo H apresenta-se com um desfecho mais brando e uma baixa

replicacao viral"®.
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1.12. Interagao molecular HBV-HDV

Devido a dependéncia de proteinas do HBV para o ciclo replicativo e
infeccioso do HDV, estudos que analisam a interagdo entre estes virus sao
importantes para o entendimento da dinamica de co-infeccdo. Com relagdo as
interagcdes moleculares entre o HBV e o HDV, estudos in vivo demonstraram que as
trés proteinas do HBsAg (Small, Middle e Large HBs) estavam presentes na
particula do HDV. As proteinas HDAg podem interagir com o dominio S do envelope
do HBV e pré-S1 do HBsAg, sendo esta a mesma regido em que as proteinas do
nicleo do HBV interagem com a superficie®". Shih e colaboradores associaram o
desempenho da montagem e secregao do HDV (gendtipos 1, 2 e 4) de acordo com
os niveis de HBsAg do HBV (gendtipos B e C) e com isso puderam observar que o
HDV secretado é mais dependente da quantidade de HBsAg do que do gendtipo do
HBV, além de mostrar que mudangas que ocorrem naturalmente na sequéncia de

aminoacidos do HBsAg afetam a montagem de alguns genétipos do HDV®?),

Ainda n&o esta claro o papel de cada um dos virus na evolugdo clinica
agravada da doenca. Alguns autores sugerem que a causa € a agao concomitante
de ambos nos hepatdécitos, enquanto outros indicam que o HDV é mais patogénico e
suprime o HBV. Schaper e colaboradores (2010) realizaram um estudo de coorte
onde observaram que o HDV foi dominante em 60% dos individuos co-infectados,
porém, a predominancia do HBV foi observada em alguns casos ou ainda uma
flutuacdo de ambos os virus em diferentes etapas do curso da infeccdo®, porém,
pode ser que a predominancia do HDV na co-infecgcdo com o HBV ndo possa ser
associada apenas a um fator, pois diversos fatores virologicos, ambientais e do
hospedeiro devem ser levados em consideragdo®). Mecanismos moleculares s&o
necessarios para que o HDV possa garantir uma grande quantidade de HBsAg para
a montagem dos seus virions ao mesmo tempo suprimindo a replicagdo do seu virus
auxiliar. Autores sugeriram uma regulagao epigenética da atividade transcricional do
cccDNA pelo HDAg ou que as isoformas do HDAg seriam capazes de inibir o HBV
ou interagir com o seu RNA mensageiro, desestabilizando-0®. Do ponto de vista
molecular, € provavel que os dois virus modulem o nivel de replicagdo um do

outro®®.
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1.13. Justificativa

A hepatite D € um grave problema de saude publica e acomete milhdes de
pessoas em todo o mundo. No Brasil, a maioria das informacdes obtidas sobre a
prevaléncia/incidéncia do HDV é obtida pelas notificagdes do SINAN, ja que a
doenga € um agravo de notificagdo compulsoria. Contudo, além das dificuldades
para se concluir um diagndstico, nota-se falhas no preenchimento dos dados das
notificagdes, uma vez que o0s casos em branco/ignorados e inconclusivos
representaram 4,6% dos casos notificados no periodo de 1999 a 2016®*, fatos estes
que sugerem uma subnotificacdo. Por isso, pesquisas sobre o HDV s&o
fundamentais para colaborar no fornecimento de dados clinicos, histéricos e
epidemioldgicos da doenga, auxiliando desta forma nas medidas preventivas e de

controle.

Dados do SINAN apresentam uma incidéncia constante dos casos
confirmados de hepatite D ao longo dos anos (1997-2018), com 74,9% dos casos
concentrados na regido Norte. Todavia, temos 25,1% dos casos ocorrendo fora da
regido endémica, fato que reforga a necessidade de estudos sobre o HDV nestas
areas. A regidao Sudeste apresenta o segundo maior numero de casos (10,3%),
porém, pouco se é relatado na literatura sobre a ocorréncia do HDV nesta regidao. O
menor numero de casos notificados no periodo em questdo ocorreu no Centro-
Oeste, regido onde seu maior Estado (Mato Grosso) possui extensa area de divisa
com Estados hiperendémicos da regidao Norte, sugerindo possiveis falhas no sistema

de notificacdo nacional a respeito deste agravo.

A obtencao de dados que nos permitam tragar um perfil sécio-demografico da
infeccédo pelo HDV em portadores cronicos de hepatite B, especialmente nas regides
endémicas, pode auxiliar a implementacado de agdes preventivas como campanhas

de vacinacéao direcionadas a individuos mais expostos a infecgao pelo HDV.

Estudos sobre o HDV em areas fora da regidao amazodnica no Brasil sdo
escassos. Em 2011, Barros e colaboradores descreveram a ocorréncia do genétipo
8 do HDV no Maranhéo, regido Nordeste do Brasil, genotipo esse até entdo restrito
ao continente africano®). Anos mais tarde, Santos e colaboradores também
relataram a ocorréncia do HDV-8 na mesma regiao“?. Esses dados indicam a
importancia de estudos epidemiolégicos sobre o HDV nas regides ndao endémicas do

Brasil. Ainda, a identificacdo de gendtipos do HDV geralmente restritos a outras
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regides geograficas sendo introduzidas no pais e a avaliagdo da interagdo de tais
genotipos com as estirpes de HBV circulantes no Brasil € importante para o
monitoramento e controle da disseminag¢ao do HDV entre a populagao brasileira.

O presente projeto pretende contribuir com a caracterizagcdo molecular de
estirpes de HDV circulantes no Brasil, dados ainda escassos nos bancos genéticos.
O conhecimento da variabilidade viral auxiliara estudos futuros de epidemiologia
molecular que permitam elucidar as rotas de introdugdo e dispersdao do HDV na

populagao brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar a soroprevaléncia e o perfil epidemiolégico molecular dos

gendtipos do HDV em areas endémicas e nao endémicas no Brasil.

2.2. Objetivos Especificos
. Investigar a presencga de anticorpos contra o virus da hepatite D (anti-
HDV) em amostras de soro de pacientes com hepatite B recrutados nas cinco

regides geograficas brasileiras;

. Investigar a presenca de RNA do virus da hepatite D em amostras anti-

HDV reagentes;

. Identificar os gendtipos do HDV e avaliar a variabilidade genética do

gene HDAg do HDV nas amostras brasileiras;

. Determinar os gendtipos do HBV co-infectante nas amostras positivas
para o RNA do HDV buscando uma associag¢ao entre os genotipos de HDV e HBV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

O presente estudo foi do tipo transversal retrospectivo, onde nos propusemos a
avaliar a prevaléncia e epidemiologia molecular do HDV em portadores cronicos do
HBV nas diferentes regides brasileiras, contemplando locais endémicos e nao
endémicos, entre os anos de 2013 e 2015.

3.2. Consideracgoes éticas

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) sob o numero 2.364.950, estando em conformidade com

as diretrizes éticas da Declaracao de Helsinque de 1975.

3.3. Populacao do estudo

Neste estudo foram utilizadas 1240 amostras de soro de pacientes positivos
para o antigeno de envelope do HBV (HBsAg) de todas as regibes geograficas
brasileiras, incluindo 24 dos 26 estados e o Distrito Federal, coletadas no periodo de
2013 a 2015, contidas no biorrepositério do Laboratorio de Referéncia Nacional em
Hepatites Virais da Fundacdo Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro. As amostras foram
coletadas por nove laboratérios publicos das cinco regides do pais que compuseram
uma rede nacional de genotipagem do virus da hepatite B durante o periodo citado
(tabela 1).
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Tabela 1: Relagdo da quantidade de amostras HBsAg+ por estado e regido do Brasil
testadas para a presencga do anticorpo anti-HDV.

Regiao Estado n° de amostras

Norte Acre 37
Amapa 31

Amazonas 116

Para 10

Rondbnia 28

Roraima 23

Tocantins 85

Nordeste Alagoas 26
Bahia 125

Ceara 89

Maranhao 35

Paraiba 20
Pernambuco 47

Sergipe 14

Centro- Goias 47
Oeste Mato Grosso 13
Mato Grosso do Sul 34

Distrito Federal 28

Sudeste Espirito Santo 12
Minas Gerais 51

Sao Paulo 109

Rio de Janeiro 177
Sul Parana 22
Rio Grande do Sul 45
Santa Catarina 16

Total 1240

3.4. Estratégia

Todas as amostras oriundas de pacientes sabidamente portadores do HBV
(HBsAg+) foram submetidas inicialmente a pesquisa de anticorpos anti-HDV pelo kit
“‘ETI-AB-DELTAK-2 (DiaSorin). As amostras que apresentaram resultado positivo ou
indeterminado foram repetidas pelo mesmo protocolo. As amostras reagentes para o
anti-HDV foram submetidas a testes moleculares, onde foi realizada inicialmente a
extragdo dos acidos nucleicos (RNA e DNA) pelo kit comercial “High Pure Viral
Nucleic Acid Kit” (Roche Life Science, Mannhein, Alemanha) para a realizagédo do
PCR qualitativo tanto para a regiao do genoma do HDV que codifica o HDAg quanto
para as regides Pol e S do HBV, com o propdésito de definir as amostras positivas

para o0 RNA do HDV e DNA do HBV, bem como caracterizar seus respectivos
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genotipos. O produto do PCR foi visualizado em gel de agarose a 1,5% juntamente
com um padréao de peso molecular “100 pb DNA Ladder” (Thermo Fisher Scientific)
para certificagdo do correto tamanho dos fragmentos e as amostras consideradas
positivas foram submetidas a purificagao pelo kit comercial “High Pure PCR Product
Purification Kit” (Roche Life Science). Os produtos purificados foram, entao,
submetidos a reagédo de sequenciamento usando o kit “Big Dye Terminator Cycle
Sequencing 3.1” (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e utilizando o equipamento
ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Por fim, foi realizada a analise das

sequéncias e filogenia.O processo metodoldgico esta resumido na figura 10.

DiaSorin

) <

Sorologia anti-HD total
AT [ 27 ETI-AB-DELTAK-2 /
positivas ~——

Amostras reagentes ou -
! f Amostras nao reagentes
indeterminadas

; . Amostras nao reagentes
indeterminadas

4

[ Extragao DNA/RNA

;)uplicatz
[ Amostras reagentes ou [

Roche

|

PCR qualitativo
HBV-DNA / HDV-RNA

(Pol e S) (HDAg) |

[ Amostras positivas }> <[ Amostras negativas }

Figura 10: Fluxograma da estratégia e metodologia.

Analises filogenéticas J

Sequenciamento J [
- 4 Mega 7
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3.5. Detecgao do anti-HDV no soro

A pesquisa de anticorpos totais anti-HDV foi realizada utilizando um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) do kit comercial "ETI-AB-DELTAK-2 (anti-HDV)” (DiaSorin,
Turim, Italia), seguindo as instrugdes do fabricante. O principio desta metodologia
consiste na determinacao qualitativa dos anticorpos anti-HDV IgM ou IgG através de
um ensaio de competigcdo simultanea. A especificidade de diagndstico do ensaio é
de 98,99% (intervalo de confiangca de 95%: 97,81-99,63%) e a sensibilidade de
diagnodstico de 99,42% (intervalo de confianga de 95%: 96,81-99,99%). As amostras
reagentes ou indeterminadas foram retestadas no mesmo ensaio para confirmagao
dos resultados. O principio do teste consiste em uma competicdo simultanea entre
os anticorpos anti-HDV presentes na amostra (caso positiva) e os anticorpos anti-
HDV conjugados com peroxidase de rabano do kit por uma quantidade limitada de
HDAg presente no substrato da placa de ELISA, de modo que o conjugado se liga
em quantidade inversamente proporcional a das amostras e controles. A reacdo do
conjugado ligado ao substrato com cromoégeno produz uma coloragao que sera
medida posteriormente por um espectrofotbmetro. A partir dos valores desta
medic¢ao, é realizado um calculo para definicdo do valor de corte (cut-off) que ira

distinguir as amostras reagentes das nao reagentes.

3.5.1. Procedimento

Aplica-se 50uL dos controles e das amostras nos respectivos pogos da placa
de ELISA, de acordo com um espelho previamente organizado, deixando um pogo
vazio(branco) para o calculo final do cut-off. Em seguida, aplica-se 100uL do
conjugado enzimatico previamente diluido com o diluente do conjugado do kit na
proporcdo 1:50, em todos os pogos exceto o branco. Feito isto, a placa deve ser
vedada com o adesivo autocolante a fim de evitar a evaporagdo da solugao e
incubada por trés horas (+-15 minutos) a 37°C (+-1°C). Durante este periodo, deve-
se preparar a mistura do cromégeno/substrato com a solugdo H202 na proporgéao
1:1. Finalizado o tempo de incubacao, descartar o adesivo e lavar os pogos em uma
lavadora automatica ou semiautomatica, com cerca de 0,30mL do tampao de
lavagem por pogo e tempo de imersdo de 30 segundos. Apos a lavagem deve-se
inverter a placa sobre um papel absorvente para remover por completo os residuos
de liquido dos pogos. Com a placa ja seca, deve-se distribuir 100uL de
cromoégeno/substrato em todos os pogos e incubar por 30 minutos (+- 2 minutos) a
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temperatura ambiente e protegido de luz intensa. Por fim, distribuir 100uL da solugao
de parada em todos os pogos na mesma ordem de aplicagdo do
cromoégeno/substrato, a fim de todos os pogos apresentarem o mesmo intervalo de
tempo. A absorbancia deve ser medida em cada poco a 450/630nm em até uma
hora apds a adicdo da solugdo de parada. O valor do cut-off € determinado pela
soma da absorbéancia média do controle negativo (CN X) multiplicado por 0,5 mais a
absorbancia média do controle positivo multiplicada por 0,5. (0,5 CN + 0,5.CP)
(Figura 11).

@
— ® ~ >—
Incubacgao
D (3 horas, 37°C) Q
—_—
+ >—G Lavagem * >—@
i, i3] :
i 5
Incubagéo
] (30 min. TA)
» Cromogeno/substrato * Bloqueiodareagao —  *

v

Leitura optica a 450/630 nm

Figura 11: Principio do teste ETI-AB-DELTAK-2 (adaptado de DiaSorin). 1- pogo
revestido com HDAg recombinante. 2- Anticorpo anti-HDV da amostra ou controle. 3-
Anti-HDV humano conjugado com peroxidase.

3.6. Extracao do material genético viral: DNA do HBV e RNA do
HDV

As amostras de soro nas quais o anticorpo anti-HDV foi detectado no ensaio
imunoenzimatico foram submetidas a extragcdo de acidos nucléicos virais (RNA e
DNA) utilizando o kit comercial “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche Life
Science, Mannhein, Alemanha), por um processo de adsor¢gao em silica e posterior
eluicdo do material, procedendo de acordo com as indicagcbes do fabricante. O
principio do teste consiste na incubagdo do soro com um tampao de lise com um sal
caotropico e proteinase K a fim de lisar as particulas virais, expondo o material

genético, além da poli-A, que aumenta a afinidade dos acidos nucleicos com a silica.
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Posteriormente, um tampao & adicionado a amostra e esta solugao é aplicada em
um microtubo contendo um filtro de silica no qual € adsorvido apenas o material
genético por afinidade de cargas. Ocorrem entédo etapas de lavagem e centrifugagéo
para a eliminagado das substancias contaminantes (sais, proteinas e contaminantes
celulares) e, por fim, o material genético purificado é eluido com um tampao de baixa

salinidade.

3.6.1. Procedimento

Inicialmente, em um microtubo, mistura-se 200uL da amostra mais 200uL da
solugdo de trabalho (Tampéao "Binding Buffer' mais RNA carreador "Poly A") mais
50uL da proteinase K. Apds homogeneizado, deve-se incubar imediatamente a 72°C
por 10 minutos. Passado este tempo, deve-se centrifugar brevemente os tubos com
as solugbes para remover os residuos da tampa e em seguida adicionar 100uL do
tampao “Binding Buffer' e homogeneizar novamente. Posteriormente as solugdes
devem ser transferidas completamente para suas respectivas colunas com silica
acopladas em tubos coletores devidamente identificadas e submetidas a
centrifugagcado por 1 minuto a 8000xg de velocidade. Apds a centrifugagao os tubos
coletores devem ser descartados e substituidos. Em seguida, adiciona-se 500uL do
tampao de remocédo de inibidores (Inhibitor Removal Buffer) em cada coluna,
seguida de centrifugagdo por 1 minuto a 8000xg. Apds a centrifugacéo, novamente
os tubos coletores devem ser descartados e substituidos e, em seguida, adiciona-se
450uL do tampao de lavagem (Wash Buffer), sendo submetido novamente a
centrifugagao por 1 minuto a 8000xg, processo este que ocorre duas vezes. Apos as
duas etapas com o tamp&o de lavagem, o tubo coletor deve ser descartado e
substituido por um microtubo estéril de 1,5mL. Por fim, adiciona-se 50uL do tampao
de eluigdo (Elution buffer) e novamente os tubos devem ser centrifugados a 8000xg
por 1 minuto, resultando nos acidos nucleicos extraidos, que devem ser
armazenados a -70°C até o momento da utilizagcdo. Todos os ensaios foram
realizados juntamente com controles negativos (H2O) para indicagéo e rastreio de

possiveis contaminagdes durante o procedimento.
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3.7. Detecgao do HDV-RNA por nested PCR

Para definir as amostras positivas para o RNA do HDV, foi realizada a
amplificagdo parcial da regido genémica que codifica o HDAg (403 pb) a partir do
material genético extraido. O conjunto de reagentes “Superscript™ Ill One Step RT-
PCR system” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) foi utilizado para a
transcricdo reversa em cDNA e subsequente amplificacdo por PCR (RT-PCR) do
RNA viral extraido de amostras de soro. Em seguida, um segundo ciclo de PCR foi
realizado utilizando iniciadores internos (nested PCR), visando uma melhor
amplificagdo do material, seguindo o protocolo descrito por Gomes-Gouvéa e
colaboradores (2008)®®. Os oligonucleotideos utilizados nesta etapa estdo descritos

na tabela 2.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo da regido que codifica
HDAg do HDV por PCR.

Oligonucleotideo Polaridade Posigéao Sequéncias (5’ - 3’)
853IU Senso 855-873 CGG ATG CCCAGG TCGGACC
13020D Anti-senso 1324-1307 GGA TTC ACC GAC AAG GAG AG
HDV-A Anti-senso 1290-1267 GAA GGA AGG CCC TCG AGA ACA
AGA
HDV-E Senso 885-908 GAG ATG CCA TGC CGA CCC GAA
GAG

3.7.1. Procedimento

A mistura de reagentes para o PCR (mix) deve ser preparada em uma estagao
asseéptica e o manuseio dos reagentes deve ocorrer sempre em contato com o gelo.
Todos os ensaios foram realizados juntamente com controles negativos tanto do
procedimento de extragcdo do material genético descrito anteriormente quanto da
etapa de preparagao do mix (H2O) .A preparagcdo do mix da primeira reagao (RT-
PCR) para cada uma amostra, deve ser realizada conforme descrito na tabela 3.
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Tabela 3: concentracdes e volumes do mix do RT-PCR para HDV (regido HDAQ).

Componentes (Concentragao de Estoque) Concentragéo final (reagdo) Volume de reagao
Agua destilada “DNAse RNAse free” - 4,5 uL
2X Reaction Mix 2X 12,5 uL
1302 OD 25 pmol 0,5 uM 0,5 uL
853 IU 25 pmol 0,5 uM 0,5 uL
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor 40U/uL 1,0 uL
SuperScript™ Il RT/Platinum™ Taq Mix -- 1,0 uL

O volume de cada componente deve ser multiplicado pelo numero de reacdes
que se pretende realizar, sendo todos eles misturados em um microtubo de 1,5 mL.
O volume final do mix é de 20upl por tubo, que devem estar devidamente
identificados. Em cada tubo com mix, deve-se adicionar 5uL do material extraido. A
proxima etapa € o ciclo de amplificagdo que ocorre em um termociclador da seguinte
maneira: um ciclo de 50 °C por 30 minutos; um ciclo de 94°C por 2 minutos; cinco
ciclos de 94 °C por 30 segundos mais 58 °C por 30 segundos mais 68 °C por 1
minuto; 35 ciclos de 94°C por 30 minutos mais 56°C por 30 minutos (com queda até

52°C) mais 68°C por 1 minuto; 1 ciclo de 68 °C por 5 min e encerramento a 4°C.

A preparacdo do mix para a nested-PCR ocorre nas mesmas condi¢des
ambientais descritas anteriormente para a preparacdo do mix do RT-PCR, utilizando

os reagentes descritos na tabela 4.

Tabela 4: Concentracdes e volumes dos reagentes para o mix da nested-PCR do
HDV (regido HDAQ)

Componentes (Concentragao de Estoque) Concentracao final (reagdo) Volume de reagao
Agua destilada DNAse RNAse free -- 34,8 uL
dNTPs 10 Mm 0,2 mM 1,0 uL
10X PCR Buffer, — Mg 1X 5,0 L
50 mM MgCl, 2,0 mM 2,0 uL
HDV-A 25 pmol 0,5 uM 1,0 uL
HDV-E 25 pmol 0,5 uM 1,0 uL
Platinum™ Taq DNA Polymerase 2U/reacao 0,2 uL

O volume de cada componente deve ser multiplicado pelo numero de reacdes
que se pretende realizar, sendo todos eles misturados em um microtubo de 1,5 mL.
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O volume final do mix é de 45ul por tubo, que devem estar devidamente
identificados. Em cada tubo com mix, deve-se adicionar 5uL do produto do primeiro
PCR. A proxima etapa € o segundo ciclo de amplificagdo que ocorre em um
termociclador da seguinte maneira: um ciclo de 94 °C por 2 minutos; 35 ciclos de 94
°C por 30 segundos mais 55 °C por 30 segundos mais 72 °C por 1 minuto; um ciclo

de 72 °C por 5 minutos e o encerramento a 4°C.

Os produtos amplificados foram visualizados através de uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% juntamente com um padrdo de peso
molecular “100 pb DNA Ladder” (Thermo Fisher Scientific) para certificagdo do

correto tamanho dos fragmentos.

3.8. Detecgdo do DNA do HBV por semi-nested PCR

O DNA do HBV extraido das amostras anti-HDV positivas foi submetido a
amplificagdo por PCR e sequenciamento de nucleotideos de uma regido gendémica
contendo por¢des de ambas as ORFs P e S de acordo com o descrito por Mallory e
colaboradores (2011)®. Os oligonucleotideos utilizados nesta etapa estdo descritos

na tabela 5.

Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagcao da regido P e S do HBV.

Oligonucleoideo Polaridade Sequéncias (5’ - 3’)
S1 Senso CTTCTCGAGGACTGGGGACC
4R Anti-senso GAAAGGCCTTGTAAGTTGGCG
1F Senso TAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGG

3.8.1. Procedimento

As condi¢bes ambientais para o preparo do mix devem ser as mesmas
descritas no item acima. Todos o0s ensaios foram realizados juntamente com
controles negativos tanto do procedimento de extragdo do material genético descrito

anteriormente quanto da etapa de preparagao do mix (H20). Os reagentes com seus
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respectivos volumes e concentracdes para o mix do primeiro PCR estao descritos na
tabela 6.

Tabela 6: concentracdes e volumes do mix do primeiro PCR para amplificagdo das
regides Pol e S do genoma do HBV.

Componentes (Concentragao de Estoque) Concentragao final (reagdo) Volume de reagao
Agua destilada DNAse RNAse free -- 14,9 uL
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5 uL
10X PCR Buffer, — Mg 1X 25uL
50 mM MgCl, 2,0 mM 1,0 uL
Primer S1 10 pmol 0,5 uM 0,5 uL
Primer 4R 10 pmol 0,5 uM 0,5puL
Platinum™ Taq DNA Polymerase 2U/reagao 0,1 uL

O volume de cada componente deve ser multiplicado pelo numero de reacdes
que se pretende realizar, sendo todos eles misturados em um microtubo de 1,5 mL.
O volume final do mix é de 20upl por tubo, que devem estar devidamente
identificados. Em cada tubo com mix, deve-se adicionar 5uL do material extraido. A
préoxima etapa € o ciclo de amplificagdo que ocorre em um termociclador da seguinte
maneira: um ciclo de 94°C por 4 minutos; 30 ciclos de 94 °C por 15 segundos mais
56 °C por 30 segundos mais 72 °C por 1 minuto e 15 segundos; 1 ciclo de 72 °C por

10 minutos e encerramento a 4°C.

A preparacao do mix para a semi-nested-PCR ocorre nas mesmas condi¢des

ambientais descritas anteriormente, utilizando os reagentes descritos na tabela 7.

Tabela 7: concentragdes e volumes do mix do segundo PCR para amplificagdo das
regides Pol e S do genoma do HBV.

Componentes (Concentragao de Estoque) Concentragao final (reagdo) Volume de reagao
Agua destilada DNAse RNAse free - 36,8 uL
dNTPs 10 Mm 0,2 mM 1,0 uL
10X PCR Buffer, — Mg 1X 5,0 L
50 mM MgCl, 2,0 mM 2,0 uL
Primer 1F 10 pmol 0,5 uM 1,0 uL
Primer 4R 10 pmol 0,5 uM 1,0 uL
Platinum™ Taq DNA Polymerase 2U/reacao 0,2 uL
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O volume de cada componente deve ser multiplicado pelo niumero de reacdes
que se pretende realizar, sendo todos eles misturados em um microtubo de 1,5 mL.
O volume final do mix é de 45yl por tubo, que devem estar devidamente
identificados. Em cada tubo com mix, deve-se adicionar 5uL do produto do primeiro
PCR. A proxima etapa € o segundo ciclo de amplificagdo que ocorre em um
termociclador da seguinte maneira: um ciclo de 94 °C por 2 minutos; 30 ciclos de 94
°C por 30 segundos mais 55 °C por 30 segundos mais 72 °C por 1 minuto; um ciclo

de 72 °C por 5 minutos e o encerramento a 4°C.

Os produtos amplificados foram visualizados através de uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e
recoberto com tampdo TBE 1X. Cada produto amplificado (5pL), bem como o
padrao de peso molecular “100 pb DNA Ladder” (Thermo Fisher Scientific) para
certificacédo do correto tamanho dos fragmentos, foi homogeneizado com 1uL de
corante 1x Blue Juice Gel Loading Buffer (Invitrogen, Califérnia, EUA) e aplicado no
seu respectivo pogo no gel. Posteriormente o gel foi submetido a corrida
eletroforética em voltagem constante de 100V durante aproximadamente uma hora.
Por fim, o gel foi examinado sob transiluminagdo ultravioleta para realizagdo da
leitura do fragmento de aproximadamente 403 pb correspondente a regido que
codifica HDAg e do fragmento de ~900 pb correspondente as regides pol e S do
genoma do HBV.

3.9. Purificagao dos produtos de PCR

Os produtos da PCR foram aplicados no gel de agarose low melting (Sigma,
Missouri, EUA) a 1%, contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e recoberto com
tampao TBE 1X. Posteriormente foram submetidos a corrida eletroforética para
separagao e corte das bandas especificas, transferindo-as para microtubos de 1,5
mL devidamente identificados. A purificagdo do DNA foi realizada de acordo com as
instrugbes do fabricante do conjunto de reagentes “High Pure PCR Product
Purification Kit” (Roche).

3.9.1. Procedimento

A cada 100mg de gel, adiciona-se 300uL da solugéo “Binding Buffer” no tubo.
Posteriormente, os tubos devem ficar no banho-maria a 56°C por 10 minutos,
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homogeneizando-os a cada 3 minutos, até que o gel se dilua por completo. Apds
isto, deve-se aplicar 100uL de isopropanol a 100% em cada tubo e, apds, a solugéo
toda deve ser transferida para o tubo coletor contento o tubo filtro, centrifugando por
um minuto a 13.000g em temperatura ambiente. Nesta etapa, o produto amplificado
fica retido no filtro. Ap6s a centrifugacéo, deve-se descartar o fluido do tubo coletor e
reconectar o tubo filtro, aplicando em seguida 500uL da solugdo “Wash Buffer’
(previamente diluida de acordo com as instru¢gbes do fabricante) em cada tubo,
centrifugando novamente por um minuto a 13.000g em temperatura ambiente,
seguida do descarte do fluido e reconecg¢ao do tubo filtro. A etapa de lavagem deve
ser repetida com 200uL da solugao “Wash Buffer”. Por fim, o tubo filtro deve ser
conectado em um outro tubo com tampa, devidamente identificado, aplicado 50uL a
solugdo “Elution” e centrifugado novamente por um minuto a 13.000g em
temperatura ambiente. Nesta etapa, o produto purificado encontra-se eluido no tubo

final.

A quantificagdo do produto purificado foi realizada a partir da visualizagdo da
banda em gel de agarose, comparando-as com o padrdo molecular comercial “Low
DNA Mass Ladder” (Invitrogen).

3.10. Sequenciamento das regidoes amplificadas do HDV e HBV

Apos purificagdo e quantificagdo do DNA, o volume adequado da amostra foi
submetido a reagdo de sequenciamento usando o kit “Big Dye Terminator Cycle
Sequencing 3.1 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) com o0s mesmos
oligonucleotideos senso e antisenso utilizados para a realizagdo da segunda reagéo
de PCR no caso do HDV, e, para o HBV, foram utilizados dois oligonucleotideos
internos (tabela 8) e externos (segunda reagdo do PCR). A sequéncia de
nucleotideos foi determinada utilizando o equipamento ABI 3500 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems).
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Tabela 8: Primers internos para sequenciamento do fragmento P e S do HBV.

Primer Polaridade Sequéncias (5’ - 3’)
2F Senso CATCCTGCTGCTATGCCTCATC
3R Anti-senso GATGGGATGGGAATACAGGTGC
3.10.1. Procedimento

Para a preparacdo do mix do sequenciamento, cada poco da placa deve
conter 1uL do primer a 3,2 pmol, 1uL do Big Dye, 1,5uL do buffer 5x, com um
volume total de 3,5uL por poco. Feito isto deve-se aplicar o volume de produto
purificado de acordo com a concentragdo de material genético no eluido quantificado
anteriormente, variando entre 2uL e 6,5yl de produto, complementando com H,O
quando necessario para a obtencdo de um volume final de 10uL por poco. A placa é

entdo levada ao termociclador para uma reagédo de PCR.

Finalizada a reagao no termociclador, adiciona-se 80 pl de isopropanol a 75%
em cada pogo. Em seguida, a placa deve ser incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente e, apos, deve-se centrifugar a temperatura ambiente por 45 minutos a
4000xg (xg=RCF), com velocidade de 1 de inicio e de parada. Apds a centrifugagao
a placa deve ser virada em papel absorvente para retirar o sobrenadante e
centrifugada invertida por 1 minuto a 900xg, para eliminar qualquer residuo.
Posteriormente a placa deve ser seca por 5 minutos no termociclador a 70°C com a
tampa aberta. Depois de seca, deve-se aplicar 10 pl de formamida HiDi em
temperatura ambiente e colocar a placa no termociclador por 3 minutos a 95°C com
a tampa para placa do sequenciador, seguido de um choque térmico no gelo por 2
minutos, pressionando a placa para baixo. Por fim, a placa esta pronta para ser

colocada no sequenciador ja previamente preparado e checado.

3.11. Analise de sequéncias e filogenia

Para a realizagcdo da genotipagem, as sequéncias nucleotidicas obtidas
(senso e reverso complementar) de cada amostra foram editadas e montadas no

programa MEGA v.7.0® para a obtengdo do consenso. Um alinhamento multiplo
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contendo sequéncias representativas de cada gendétipo de HDV e HBV obtidas do
GenBank foi criado para a realizacdo da analise de sequéncias e analise
filogenética. Os calculos de distancia genética e a deducdo dos residuos de
aminoacidos a partir das sequéncias nucleotidicas foram realizados no programa
MEGA v.7.0, assim como a filogenia foi realizada através do método baseado em
caracteres por maxima verossimilhanga empregado no mesmo programa, com a
afericdo de confiabilidade da analise realizada através de um bootstrap com 1000

replicatas.

Ainda, para a filogenia individual de cada gendtipo e analise de residuos de
aminoacidos, as nossas sequéncias foram submetidas ao programa BLAST para

obtencao das sequéncias do GenBank com maior similaridade nucleotidica.

3.12. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como frequéncias, médias e desvio padrao
ou mediana com intervalo de acordo com o tipo de distribuicdo. Analises bivariadas
foram realizadas para comparar proporgdes por meio do teste qui-quadrado (xz) com
correcao de continuidade de Yates ou teste exato de Fisher, quando apropriado. O
teste nao-paramétrico Mann-Whitney U foi aplicado para analisar variaveis
quantitativas com distribuicdo normal e o teste paramétrico Kruskal-Wallis foi
empregado para analises variaveis quantitativas com distribuicdo ndo normal. As
variaveis analisadas foram consideradas estatisticamente significativas na analise
bivariada quando o valor de p<0,05. Em seguida foi realizada regressao logistica
binaria para avaliar a co-dependéncia entre as diferentes variaveis significativas na
analise bivariada. Todos os calculos foram realizados usando o programa IBM SPSS
Statistics para Windows, verséo 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY).
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4. RESULTADOS

4.1. Testes soroldgicos

As primeiras analises realizadas neste projeto incluiram a realizagdo de teste
ELISA para detecgcao de anticorpos anti-HDV em 1240 amostras de soro de
individuos sabidamente HBsAg+ residentes em 24 dos 26 estados do Brasil mais
Distrito Federal. Das 1172 amostras com informagdes disponiveis, 55,4%
correspondiam a individuos do sexo masculino. A idade média foi de 43,1 + 13,4
anos (mediana = 42,0). A carga viral média do HBV foi de 3,16 + EO07 Ul/mL
(mediana = 3,73 + EO3 Ul/mL). Estes dados estado representados na tabela 9.

Com relacdo aos resultados obtidos pelo ensaio de ELISA, das 1240
amostras testadas, 40 foram reagentes para anti-HDV, caracterizando uma
prevaléncia geral do anti-HDV no Brasil de 3,2%. Destes, 52,5% pertenciam ao sexo
feminino e apresentavam idade média de 38,1 anos (mediana: 41,0). Mesmo
ocorrendo em todas as faixas etarias, o anti-HDV apresentou maior taxa de
soroprevaléncia em individuos com idade entre 12 e 20 anos (média: 17,4 anos;
P<0,0001) (tabela 9).

A prevaléncia do anti-HDV foi maior na regido Norte com 8,5% (28/330),
seguida pelo Centro-Oeste (3/122; 2,5%), Sudeste (6/349; 1,7%) e Nordeste (3/356;
0,8%). A regido Sul ndo apresentou nenhum caso reagente neste estudo.
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Tabela 9: Caracteristicas demograficas e virologicas da populacdo estudada
monoinfectada pelo HBV ou co-infectadas com HDV e sua distribuicao pelas regides
brasileiras.

Co-infecgdo HBV/HDV  Monoinfecgdo HBV  Valor de p

n=40 (%) n=1200 (%)
Género*
Masculino 19 (47,5%) 591 (49,25%) p=0.303
Feminino 21 (52,5%) 501 (41,75%)
N.I. 0 108 (9,0%)
Idade*
0-20 6 (15%) 18 (1,5%) p<0.0001
21-40 11 (27,5%) 339 (28,25%)
41-60 17 (42,5%) 349 (29,1%)
>61 1(2,5%) 95 (7,9%)
N.I. 5(14,28%) 399 (33,25%)
Carga viral do HBV (Ul/mL)*
Mediana 2.5+E03 3.7+EQ03 p=0.431
Min 3.7+E02 9.9
Max 3.2+E07 1.0+E09
Regides brasileiras
Norte 28 (70%) 302 (25,16%) p<0.001
Nordeste 3 (7,5%) 353 (29,41%)
Centro-Oeste 3 (7,5%) 119 (9,9%)
Sudeste 6 (15%) 343 (28,58%)
Sul 0 83 (6,9%)

*Informacgdes disponiveis nos registros.

N.l.= ndo informado.

A figura 12 representa a soroprevaléncia do HDV em cada estado estudado.
Dos 12 estados brasileiros onde o anti-HDV foi encontrado, oito sdo considerados
areas nao endémicas. O estado com maior prevaléncia de anticorpos anti-HDV foi o
Acre (24,3%), seguido do Amazonas (13,8%), locais considerados de alta
endemicidade para o HDV. Nao foram encontrados casos positivos na porgao
oriental da regido Norte. Dentre as areas ndo endémicas, o estado de S&o Paulo
apresentou 4 amostras anti-HDV reagentes dentre as 40 positivas encontradas no
Brasil (10%) e uma prevaléncia total de 3,6%. Além deste, Minas Gerais e Rio de
Janeiro também apresentaram resultados positivos (1/51; 1,9% e 1/177; 0,6%,
respectivamente). Na regido Centro-Oeste, todos os estados tiveram uma amostra
positiva, mesmo diante de um tamanho amostral relativamente baixo, visto que é
uma regiao considerada nao endémica. Os estados do Ceara e Pernambuco
também tiveram amostras positivas, com prevaléncias de 2,2% e 2,1%

respectivamente.
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Figura 12: Soroprevaléncia de amostras anti-HDV positivas entre os portadores de
hepatite B crénica de acordo com a localidade. O numero de amostras positivas e a
quantidade total de amostras testadas em cada estado estdo indicados entre
parénteses (Lago et.al, 2018).

4.2. Testes moleculares

4.2.1. Detecgao dos acidos nucleicos do HBV e HDV

Das 40 amostras positivas para o anti-HDV, 38 foram submetidas a extracéo
de acidos nucleicos seguida de amplificagdo parcial da regido gendmica que codifica
o HDAg (403 pb). Duas amostras apresentavam quantidade insuficiente para a
realizacao dos testes. Treze amostras (13/38; 34,2%) foram positivas para o RNA do
HDV.

Com relagdo aos dados moleculares sobre o HBV, cinco amostras ja tinham
resultado da genotipagem realizados em estudo prévio(80). As 33 amostras
restantes foram submetidas a extracdo de acidos nucleicos com posterior
amplificagdo por PCR de uma regido gendémica contendo porgdes de ambas as
ORFs P e S. Destas, 24 (72,7%) foram positivas para o DNA do HBV, totalizando 29

amostras com DNA detectavel.
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4.2.2. Genotipagem do HDV e HBYV e variabilidade de sequéncias

Das 13 amostras positivas para o RNA do HDV, 11 foram sequenciadas com
sucesso, possibilitando a realizagdo de genotipagem através de analise filogenética.
A figura 13 apresenta a arvore filogenética por maxima verossimilhanca onde as
sequéncias determinadas neste estudo foram comparadas as sequéncias
internacionais disponiveis no GenBank representando todos os gendtipos do HDV
conhecidos, segundo a classificagdo proposta por Miao e colaboradores (2019)(44).

Como observado na arvore filogenética (figura 13), 9 amostras foram
classificadas como sendo do gendtipo 3 (81,8%) no qual 8 sdo oriundas da regiao
Norte e uma da regidao Centro-Oeste (estado de Mato Grosso do Sul), 1 como
genotipo 5 (9,1%) oriunda do estado de Sdo Paulo e 1 como gendtipo 8 (9,1%),
também do estado de Sao Paulo.
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Figura 13: Arvore filogenética gerada pelo método de maxima verossimilhanca
baseado no modelo HKY+G+l para definicdo dos gendtipos de HDV. As numeragbes
no inicio dos ramos indicam os clados representando os diferentes gendtipos do
HDV. As amostras determinadas no presente estudo caracterizadas como gendtipo
3 estdo representadas por circulos verdes, a amostra do genétipo 5 por um circulo
vermelho e a amostra do gendtipo 8 por um circulo azul. As sequéncias referéncia
estdo apresentadas pelo seu numero de acesso no GenBank seguido pela
classificagdo de gendtipo segundo proposta de Miao et al. (2019). Os valores de
bootstrap maiores que 70% para as 1000 replicatas estao representados nos nés da
arvore.

0.1

Com a finalidade de estabelecer a variabilidade intragenotipica das
sequéncias brasileiras do HDV determinadas neste estudo, as sequéncias de cada
gendtipo (HDV-3, HDV-5 e HDV-8) foram analisadas filogeneticamente junto a
sequéncias com alta similaridade recuperadas pela ferramenta online BLAST (“Basic
Local Alignment Search Tool”).

A anadlise filogenética das sequéncias do HDV-3 (figura 14) mostrou uma

impossibilidade de definir o gendtipo 3 em subgendtipos, como proposto por Miao e
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colaboradores (2019)“**. As sequéncias determinadas em nosso estudo coletadas
nos estados considerados endémicos (Acre, Amazonas e Ronddnia) apresentaram
similaridade com as sequéncias referéncia da regido Norte. Ja a sequéncia isolada
de amostra coletada em Mato Grosso do Sul (2720) apresentou alta similaridade
com as sequéncias do Amazonas, sugerindo a dispersao do virus da regido Norte

para o Centro-Oeste.
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Figura 14: Arvore filogenética por maxima verossimilhanca com sequéncias do
HDV-3. As amostras determinadas no presente estudo estdo representadas com um
circulo vermelho. As sequéncias referéncia estdo apresentadas pelo seu numero de
acesso no GenBank seguido pela sigla do pais de origem (BOL: Bolivia, VEN:
Venezuela, PER: Peru, COL: Coldbmbia, BRA: Brasil). As sequéncias referéncia
brasileiras apresentam também o estado de coleta entre parénteses (AM:
Amazonas, AC: Acre, RO: Rondobnia, PA: Para, AP: Amapa, MA: Maranhdo, RJ: Rio

de Janeiro).

Em relagédo as relagdes intragenotipicas do HDV-5, conforme observado na
figura 15, a amostra 3051, coletada no estado de S&o Paulo, classificada como

genotipo 5 do HDV, agrupou-se com as amostras do subgenaétipo 5b de acordo com
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a classificagdo de Miao e colaboradores (2019)**). Todas as sequéncias
internacionais contempladas foram coletadas em paises localizados no noroeste da
Africa sendo que o isolado obtido da amostra 3051 apresentou uma maior

similaridade com uma sequéncia de Guiné-Bissau.
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Figura 15: Arvore filogenética por maxima verossimilhanca com sequéncias do
HDV-5. A amostra determinada no presente estudo esta representada com um
circulo vermelho. As sequéncias referéncia estdo apresentadas pelo seu numero de
acesso no GenBank seguido pela sigla do pais de origem (CIV: Costa do Marfim,
TGO: Togo, GNB: Guiné-Bissau, MLI: Mali, CMR: Camardes, GIN: Guiné, GMB:
Gambia, GHA: Gana). Os valores de bootstrap maiores que 60% para as 1000
replicatas estao representados nos nés da arvore.

Na avaliagcdo da relagao intragenotipica do HDV-8, a analise filogenética da
sequéncia 0158, também coletada no estado de Sao Paulo e definida como gendtipo
8, foi realizada juntamente com sequéncias brasileiras previamente reportadas e
africanas do mesmo gendtipo (figura 16). Na arvore, pode-se observar a formagéao
de um grupo monofilético a parte dos subgenoétipos 8a e 8b propostos por Miao e

colaboradores (2019) contemplando todas as sequéncias brasileiras incluindo a
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deste estudo. O célculo de distancia genética entre o clado brasileiro e os clados
formados pelas sequéncias 8a e 8b indicou uma alta variagao de 15,5% enquanto a

distancia calculada entre o clado 8a e 8b foi de apenas 8,7%.
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Figura 16: Arvore filogenética por maxima verossimilhanca com sequéncias do
HDV-8. A amostra determinada no presente estudo esta representada com um
circulo azul. O ramo apresentado em vermelho mostra um terceiro clado distinto dos
subgendtipos 8a e 8b. As sequéncias referéncia estdo apresentadas pelo seu
numero de acesso no GenBank seguido pela sigla do pais de origem (CIV: Costa do
Marfim, COD: Republica Democratica do Congo, GAB: Gabao, BRA: Brasil). Os
valores de bootstrap maiores que 60% para as 1000 replicatas estdo representados
nos nés da arvore.

Ainda, em uma analise dos aminoacidos da regido parcial do L-HDAg (figura
17), pode-se observar substituicbes de aminoacidos exclusivas das amostras
brasileiras na posi¢des 127, apresentando a substituicdo de um aspartato (D),
comum as sequéncias africanas, para prolina (P), serina (S) ou isoleucina (l). No
residuo 177, foi observada a substituicdo de uma glutamina (Q) por aspartato (D) ou

glutamato (E). No residuo 184, ocorreu a substituicdo de uma arginina (R) pela
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glicina (G), fenilalanina (F) ou leucina (L), e, por fim, na posicdo 189, ocorreu a

substituicdo do glutamato (E) pela glicina (G).
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Figura 17: Analise dos residuos de aminoacidos da regido parcial da L-HDAg das
sequéncias do HDV-8 brasileiras e africanas. As posi¢des destacadas em vermelho
(residuos de aminoacidos 127, 177, 184 e 189) apresentam substituicbes de
aminoacidos encontradas exclusivamente em sequéncias brasileiras.

Em relagdo a genotipagem do HBV, dentre as 29 amostras com DNA do HBV
detectavel, 15 foram classificadas como gendtipo A, onde 9 (60%) sdo da regido
Norte, 3 (20%) da regido Sudeste, 2 (13,3%) da regido Nordeste e 1 (6,6%) da
regidao Centro-Oeste. O segundo gendtipo mais frequente foi o D (n= 7), com 6
(85,7%) amostras na regiao Norte e 1 (14,3%) na regido Nordeste. Cinco amostras
foram identificadas como sendo genétipo F, no qual 4 (80%) sédo oriundas da regido
Norte e 1 (20%) da Regido Centro-Oeste. Por fim, 2 amostras foram caracterizadas
como sendo gendtipo E, ambas provenientes da regido Sudeste, do estado de Séo
Paulo. A arvore filogenética gerada pelo método de maxima verossimilhanca esta

representada na figura 18.
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Figura 18: Arvore filogenética gerada pelo método de maxima verossimilhanca
baseado no modelo HKY+G+l para definicdo dos gendtipos de HBV. Os diferentes
gendtipos e subgendtipos do HBV estdo apresentados ao lado dos taxons
colapsados ou dos colchetes. As amostras determinadas no presente estudo
caracterizadas como gendétipo A estdo representadas por circulos vermelhos, as
amostras do gendtipo D por circulos azuis, as amostras do genétipo F por circulos
laranjas e a amostra do genétipo E por um circulo verde. As sequéncias referéncia
estdo apresentadas pelo seu numero de acesso no GenBank. Os valores de
bootstrap maiores que 70% para as 1000 replicatas estdo representados nos noés da
arvore.

—
0.02

Com relagdo a associagado entre os gendtipos do HBV e do HDV, 10/38
(26,3%) amostras tiveram ambos os virus genotipados, no qual a maioria apresentou
a associagdo HBV-F2/HDV-3 (4/10; 40%) oriundos da regido Norte (trés casos) e
Centro-Oeste (um caso), 40% (4/10) foram HBV-ndoF/HDV-3, incluindoas
associagdes HBV-A1 / HDV-3 (n=2; 20%) na regidao Norte, HBV-D1 / HDV-3 (n=1;
10%) na regido Norte e HBV-D4 / HDV-3 (n=1; 10%) também na regido Norte,

54



seguido das associa¢des HBV-E / HDV-5 (n=1; 10%) e HBV-E / HDV-8 (n=1; 10%),
sendo os dois ultimos provenientes do estado de Sao Paulo.

Dentre as amostras com DNA do HBV detectavel e anti-HD+ sem RNA do
HDV detectavel (19/38; 50%), 68,4% apresentaram o gendétipo A do HBV, ocorrendo
nas quatro regides geograficas estudadas (Norte=7, Sudeste=3, Nordeste=2,
Centro-Oeste=1), seguidos dos gendtipos D (n=5; 26,3%) com 4 amostras na regiao
Norte e uma no Nordeste, e F (n=1; 5,3%) na regido Norte. Uma amostra
caracterizada como HDV-3 nao obteve resultado para o gendétipo do HBV e em 8

amostras (8/38; 21%) nao foi possivel obter nenhum dos gendtipos.
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5. DISCUSSAO

5.1. Soroprevaléncia

Este estudo estimou a soroprevaléncia do anti-HDV em 24 dos 26 estados
brasileiros, sendo a primeira vez nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Espirito
Santo, Goias, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Roraima, Santa Catarina, Sergipe, Tocantins e o Distrito Federal, oferecendo, deste
modo, um panorama mais fidedigno do cenario epidemiolégico do HDV no Brasil.

A maioria dos trabalhos sobre o HDV no Brasil até o momento foi realizada na

regido endémica da Bacia Amazonica®>3" 87 88 91. 92)

e, visto que o fluxo humano
pode alterar a distribuicdo do HDV no espacgo ao longo do tempo, faz-se importante
a pesquisa deste agente nas demais regides do pais. Dados cientificos sao fatores
fundamentais nas estratégias de controle da infecgdo podendo auxiliar diretamente
na eficacia da vigilancia epidemiolégica em areas endémicas e n&o endémicas,
direcionando o acesso a vacinagao contra o HBV em areas mais remotas.

A prevaléncia geral do anti-HDV no Brasil neste estudo foi de 3,2%. Um
estudo de meta-analise® estimou uma prevaléncia do HDV em individuos HBsAg+
de 21,7% com base em 6 artigos publicados no Brasil até 2016, onde a maioria
destes estudos foi realizada na Bacia Amazobnica (area endémica), o que levou a
uma estimativa exacerbada da prevaléncia no Brasil. Estudos realizados em areas

(39, 40, 93-95) "y ariando

nao endémicas brasileiras apresentam uma prevaléncia menor
de 1,2% a 8,7%, ratificando a prevaléncia encontrada em nosso estudo, uma vez
que incluimos as 5 regides geograficas brasileiras. Dentre os estudos realizados em
areas nao endémicas, dois foram realizados no Maranhdo pelo mesmo grupo de
pesquisa em anos distintos, onde a prevaléncia aumentou de 3,7% em 2011 para
8,7% em 2016, levando em consideragdo que, neste ultimo, o estudo incluiu
populacdes de 5 cidades fora da capital®® *°). Estes achados reforcam mais uma vez
a importancia de realizar estudos nas areas ndo endémicas, incluindo municipios no
interior dos estados.

O anti-HDV foi observado em todas as faixas etarias, sendo observada uma
maior taxa em individuos entre 12 e 20 anos (média: 17,4 anos; P <0,0001). Apesar
deste grupo etario ser exclusivamente da regido Norte, uma analise estatistica

considerando apenas as amostras desta regido também apresentou
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significativamente uma maior soroprevaléncia neste grupo etario, além de estudos
anteriores também encontrarem taxas elevadas de infec¢do por HDV em adultos
jovens® % sugerindo que a transmissdo sexual pode ter uma importante via de
transmissao.

Apesar da queda na prevaléncia da infecgao pelo HBV observada nos ultimos
anos em todas as regides brasileiras'®” %), a alta taxa na prevaléncia do HDV em
adultos jovens reforca a importancia do monitoramento da eficacia e adesao da
estratégia de vacinagao contra o HBV, uma vez que este grupo etario em questao ja
estava incluso no esquema vacinal em recém-nascidos implementado desde 1998.

Como esperado, a regido Norte apresentou a maior prevaléncia para o anti-
HDV comparado as outras regides. Estudos apontam uma maior prevaléncia na

36,37, 88,91, 92) o5rroborando com o observado em nosso

porgcao ocidental desta regiéo(
estudo.

Apesar do estado do Para e do Tocantins pertencerem a regido Norte, a baixa
prevaléncia do HDV na porg¢éo oriental da Bacia Amazénica ja foi descrita em outros

99, 100)

estudos®® Recentemente, um estudo realizado nesta regido, mais

precisamente no estado do Tocantins, com populagdes urbanas e amerindias,
encontrou uma soroprevaléncia do HDV de 0% e 3,4% respectivamente!'®?,
ratificando a baixa frequéncia observada em nosso estudo.

A regidao Centro-Oeste apresentou a segunda maior soroprevaléncia neste
estudo (2,5%), o que diverge dos dados encontrados no SINAN, uma vez que este
classifica a regido Centro-Oeste com a menor prevaléncia dentre as regides

©4) A extensa area de fronteira do Mato Grosso com areas

geograficas brasileiras
de alta endemicidade pode favorecer a circulagdo do HDV. Visto isso, estudos
adicionais com um tamanho de amostra expressivo sdo fundamentais para elucidar
melhor o perfil do HDV nesse estado.

Na regido Sudeste, o estado de S&o Paulo apresentou a maioria dos casos
positivos (4/109; 3,7%). Ha poucos estudos sobre a prevaléncia do HDV na regido
Sudeste e a infeccdo é raramente relatada®" Um estudo recente realizado no
estado de Minas Gerais estimou uma prevaléncia de 6,22% do HDV em individuos
HBsAg+, valor acima do encontrado em nosso estudo (0,6%), o que pode estar
associado a populagao estudada, uma vez que o nosso estudo concentrou amostras
da capital (Belo Horizonte) e o outro obteve amostras de todo o estado de Minas
Gerais. Os resultados obtidos acerca do estado de S&o Paulo podem estar

associados ao alto fluxo populacional de turistas e imigrantes nesta regi&o.
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Neste estudo, ndo foram encontrados casos positivos para o HDV na regido
Sul. Apesar da notificagdo do Ministério da Saude de uma média de 15 casos por
ano nos Ultimos 18 anos'®, até onde se sabe, ndo ha relatos na literatura sobre a
circulagado do HDV no Sul do Brasil. A auséncia de casos confirmados de HDV neste
estudo esta de acordo também com a baixa prevaléncia do HBV na regido em

questao!'%?,

5.2. Caracterizagcao molecular

No presente estudo, trés gendtipos distintos do HDV foram descritos no
Brasil, em areas endémicas e ndo endémicas. Além do gendtipo 3, ja esperado, os
gendtipos 5 e 8, autoctones do continente africano porém ja relatados em estudos
anteriores na regido amazonica® e no Nordeste® %) respectivamente, foram
encontrados ambos no estado de Sao Paulo, regido Sudeste do Brasil. Um estudo
realizado em S&ao Paulo®) com uma populagdo de co-infectados HBV/HIV encontrou
uma amostra positiva para HDV-RNA (1/86; 1,2%), sendo esta caracterizada como
gendtipo 1, que € o mais difundido no mundo, porém, apresentando maior
similaridade com sequéncias provenientes da Europa comparadas as da América do
Sul. Novamente, o alto fluxo de imigrantes e turistas no estado de Sédo Paulo pode
ser um fator determinante para a entrada de estirpes estrangeiras nesta regiao.

Neste estudo, o gendtipo 1 ndo foi encontrado entre as amostras positivas.
Estudos realizados na regido endémica relatam a ocorréncia do gendtipo 1 porém
com uma prevaléncia menor comparada ao genétipo 3°% #) atingindo até 7,6%. A
baixa prevaléncia do gendétipo 1 no Brasil pode ter contribuido com a auséncia do
mesmo no nosso estudo.

O gendtipo 3 € o mais prevalente no Brasil e na América do Sul. No presente
estudo, 9/11 (81,8%) amostras foram caracterizadas como sendo genétipo 3, sendo
8 na regido endémica e uma no Centro-Oeste, no Mato Grosso do Sul. Ndo ha
relatos na literatura sobre caracterizacdo molecular do HDV nos estados do Centro-
Oeste. Este achado sugere uma possivel migracdo do virus da regido endémica
para o Centro-Oeste, uma vez que seu maior estado faz divisa com diversos estados
da regiao Norte, como citado anteriormente. Nosso estudo confirma o relatado em
pesquisas anteriores sobre a alta prevaléncia do gendtipo 3 do HDV na porgao

ocidental da regigo Norte®®3# 88,
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Apesar do HDV-3 ser o mais distinto dentre os gendtipos, ele apresentou uma
variagéo intragenotipica de apenas 2,0% na regido gendmica analisada no nosso
estudo, diferentemente dos gendtipos 5 e 8, que apresentaram uma variagéo
intragenotipica de 6,1% e 6,8%, respectivamente. Devido a baixa variabilidade
dentro do grupo de sequéncias HDV-3 nao foi possivel classificar as amostras HDV-
3 nos trés subgendtipos (3a, 3b e 3c) propostos por Miao e colaboradores (2019). A
analise filogenética apenas com sequéncias HDV-3 mostrou a similaridade das
sequéncias das nossas amostras provenientes da regidao Norte com as sequéncias
referéncia da mesma regido, bem como a similaridade do isolado da amostra do
Mato Grosso do Sul (2720) com as sequéncias do Amazonas, sugerindo a dispersao
do virus da regido Norte para a Centro-Oeste.

O gendtipo 5 foi encontrado em uma amostra proveniente do estado de Séo
Paulo no presente estudo. Este gendtipo é autéctone no continente africano, mais
precisamente com relatos em Camardes, Mauritania e Nigéria®. Na ultima década,
entretanto, foi relatado em alguns trabalhos a circulagdo deste gendtipo na
Europa® (Suica e Reino Unido). Recentemente, um estudo realizado na
Australia®? também identificou a circulagdo do genétipo 5, ocorrendo em 16%
(27/181) dos casos estudados. No Brasil, um trabalho publicado em 2019 por Melo
da Silva e colaboradores®® identificou pela primeira vez no Brasil o genétipo 5 em
amostras provenientes do estado do Acre. Contudo, a auséncia de informagao
impediu a definicdo se estas amostras sao provenientes de brasileiros ou de
estrangeiros.

Ainda, a analise filogenética das sequéncias do HDV-5 evidenciou a divisdo
de dois clados bem definidos com os subgendtipos 5a e 5b. Os paises de origem
das sequéncias estdo situados no noroeste da Africa, regido onde prevalece o
genotipo E do HBV. A amostra 3051 foi caracterizada como pertencendo ao
subgendtipo 5b, com alta similaridade genética com uma sequéncia de Guiné-
Bissau. Este individuo apresentou coinfecgdo com o gendtipo E do HBV, sugerindo
uma infeccéo no continente africano com a disperséo para o Brasil.

Com relagdo ao gendtipo 8, encontrado em uma amostra de Sdo Paulo no
nosso estudo, também é um gendtipo autoctone do continente africano, tendo sido
descrito no Gabao®". Na ultima década, dois trabalhos realizados no Maranhao

(39, 40)

identificaram o gendtipo 8 em amostras brasileiras , associando o evento ao

trafico de escravos que ocorreu no Brasil do século XVI até meados do século XIX.
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Além da divisdao bem definida dos dois clados 8a e 8b, um terceiro clado, com
consideravel suporte estatistico (valor de bootstrap = 79), foi formado pela sequéncia
determinada no presente estudo e sequéncias autdctones brasileiras descritas por
Barros e colaboradores (2011) e Santos e colaboradores (2016) no Maranhao(39).
No primeiro estudo, os autores relatam uma similaridade nucleotidica média de 83%
com a sequéncia africana e, ainda, que a regiao do L-HDAg contemplando os 19
aminoacidos terminais apresentavam aminoacidos exclusivos das sequéncias
brasileiras. Em nosso estudo, a amostra 0158 apresentou coinfeccdo com o HBV do
gendtipo E. Novamente, por se tratar de dois gendtipos caracteristicos e
relativamente restritos ao noroeste africano, o achado sugere uma infecgéo aléctone
com posterior entrada no Brasil. Entretanto, a alta similaridade com as sequéncias
isoladas no Maranhao sugere fortemente a ocorréncia de um evento de transmissao
autéctone, o que ressalta a importancia de estudos de epidemiologia molecular para
contribuir com a vigilancia de disseminagao viral no pais. Ainda, nossa analise
mostrou que as sequéncias de HDV-8 isoladas no Brasil formaram um clado isolado,
um grupamento monofilético frente aos subgendtipos descritos 8a e 8b. A distancia
genética entre os grupos formados pelas sequéncias brasileiras, sequéncias 8a e
sequéncias 8b, revelou uma distancia de 15,5%. Levando em consideragdo o
proposto por Miao e colaboradores e Karimzadeh e colaboradores, tal distancia
genética seria suficiente para a caracterizagdo de um novo subgenétipo ou, até, de

44.4%) Para tanto, precisariamos definir se essa distancia

um novo genétipo do HDV'
genética, observada em um fragmento parcial do gene HDAg, se confirma com a
analise do genoma completo da amostra 0158.

Na analise dos residuos de aminoacidos da regido parcial adicional do L-
HDAg das amostras do gendétipo 8, foram observadas substituigdes de aminoacidos
exclusivas das amostras brasileiras em 4 posi¢cées, podendo justificar a alta
divergéncia destas com as sequéncias africanas.

Neste estudo, além da definicdo dos gendtipos do HDV, definimos também os
gendtipos do HBV. Em um estudo recente, Lampe e colaboradores (2017)®
realizaram um estudo multicéntrico e definiram a prevaléncia dos gendtipos do HBV
circulantes no Brasil, no qual foram predominantes os genétipos A, D e F e, com
excecdo da regidao Sul, o gendtipo A foi o mais encontrado nas outras regides
geograficas brasileiras. Nossos resultados confirmaram a predominancia da
circulagdo do gendtipo A no Brasil, tendo sido observado em 51,7% do total de
amostras de HBV genotipadas.
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No nosso estudo, dentre as amostras com ambos os genétipos de HBV e
HDV definidos, 40% apresentaram a co-infecgdo HBV-F/HDV-3. Alguns estudos
relatam esta associacdo como a mais frequente e associada a um desfecho clinico
mais grave ©® 37 %0 Ta| associagdo, entretanto, ndo foi confirmada por outros

(8 ) Kay e colaboradores (2014)®” descrevem em seu estudo a

estudos
prevaléncia dos genotipos da coinfeccdo HDV-HBV na regido Norte do Brasil, no
qual a coinfeccdo HBV-F2/HDV-3 é a mais prevalente (50%), seguida do HBV-
A1/HDV-3 (14%), corroborando com a prevaléncia encontrada no nosso estudo de
40% HBV-F2/HDV-3 e 20% HBV-A1 / HDV-3. Aqui, a auséncia de dados clinicos
das amostras analisadas nos impediu de avaliar o desfecho clinico em relagdo aos
genotipos virais co-infectantes.

A maioria das amostras com RNA do HDV indetectavel apresentou o gendtipo
A do HBV. Um estudo realizado para avaliar a influéncia dos gendétipos do HBV na

r'%) sugeriu que o gendtipo

eficacia da infecgdo da célula usando o HDV como veto
A do HBV apresentava a menor taxa de infectividade comparado aos outros
gendtipos, o que poderia explicar uma possivel resolugdo do HDV nestes pacientes.
Contudo, mais estudos devem ser realizados para avaliar a relagao das associacoes
destes gendtipos com o HDV.

Os achados neste estudo demonstram a importancia da vigilancia
epidemiologica continua para mapear vias de disseminagdo viral em areas
endémicas e ndo endémicas, bem como a necessidade de mais estudos sobre a
variabilidade genética do virus e a associagado entre os gendtipos co-infectantes,
visando elucidar as caracteristicas da infecgdo para auxiliar no seu diagndstico,

tratamento e controle.
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6. CONCLUSOES

A prevaléncia de anticorpos anti-HDV foi avaliada pela primeira vez em 14
estados brasileiros e a soroprevaléncia geral encontrada neste estudo foi de
3,2%, tendo sido encontradas amostras reagentes em todas as regides
geograficas exceto o Sul;

O RNA do HDV foi encontrado em 34,2% das amostras anti-HDV reagentes;
O gendtipo 3 do HDV, endémico na regido Norte, foi encontrado em 81,8%
das amostras, incluindo uma amostra oriunda do Mato Grosso do Sul, além
de duas amostras do estado de Sao Paulo classificadas como gendtipos 5 e
8, endémicos do continente africano.

A amostra classificada como gendtipo 5 do HDVapresentou maior
similaridade nucleotidica com uma sequéncia oriunda de Guiné-Bissau
juntamente com outras sequéncias do gendtipo 5b;

A amostra classificada como gendétipo 8 do HDVformou um grupo monofilético
com as sequéncias brasileiras do Maranhao, diferindo em 15,5% das
amostras africanas classificadas como 8a e 8b, o que nos leva a sugerir a
formacgao de um terceiro subgendtipo 8c;

As sequéncias brasileiras da regido que codifica a S-HDAg no gendtipo 3 do
HDVapresentam aminoacidos exclusivos em relacdo as outras sequéncias
dos paises da América do Sul.

A co-infecgdo HBV-F2/HDV-3 apresentou maior prevaléncia (40%) em relagao

as outras associagdes encontradas.
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