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Introdugio:

Estima-se que a infec¢do cronica pelo virus da hepatite B (HBV) seja
responsavel por aproximadamente mil ébitos ao ano no Brasil, devido a
quadros graves de cirrose e carcinoma hepatocelular (HCC). Atualmente,
diversos farmacos sdo utilizados no tratamento da hepatite B cronica, no
entanto, a cura completa ainda é alvo de controvérsias. O principal desa-
fio é a dificuldade do sistema imunolégico em eliminar o DNA circular
covalentemente fechado (cccDNA) viral presente no nucleo celular, bem
como a capacidade que esse virus tém de integrar seu DNA no genoma do
hospedeiro, o que possibilita a reativacdo da infec¢do a qualquer momento
da vida do paciente. O RNA de interferéncia (RNAi) é um mecanismo de
silenciamento génico pds-transcricional e demonstra ser uma alternativa
promissora na elimina¢do do HBV.

Objetivo:

O objetivo desse estudo é obter um plasmidio lentiviral efetivo no silen-
ciamento de diferentes proteinas do HBV, via RNAi, visando o desenvol-
vimento de um produto para terapia génica na infecgdo crdnica pelo virus
da hepatite B.

Metodologia:

Os vetores lentivirais sdo obtidos através da co-transfec¢éo transiente de plas-
mideos contendo moléculas de short-hairpin RNA (shRNA), que irdo atuar si-
lenciando os genes do envelope (HBsAg), Polimerase e/ou Core (HBcAg), e de
vetores de empacotamento do sistema lentiviral, contendo os genes GAG, Rev
do HIV e a proteina do envelope VSV-G.

Resultado:
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A construgdo de trés vetores de silenciamento ja foi realizada. Os vetores foram
testado in silico, a fim de eliminar a possibilidade de efeitos off-target. A pre-
digdo das estruturas secunddrias e da estabilidade também j4 foram testadas.
Células Huh7 expressando o DNA do HBV foram transfectadas com o primei-
ro plasmideo lentiviral, demonstrando resultados promissores. A partir do ter-
ceiro dia p6s transfecgdo, o HBsAg tornou-se indetectavel nas células tratadas
com o plasmideo, enquanto os controles nio tratados mantiveram a expresséo
protéica viral. A eficiéncia do silenciamento pelos siRNA, utilizados individu-
almente ou em associagdo, serd avaliada também através da quantificagdo das
proteinas HBeAg e do DNA do HBV durante o periodo pds transfecgio.

Conclusio:

Com esse trabalho pretendemos obter vetores efetivos no silenciamento de
proteinas importantes do HBV, via RNAi, e assim contribuir para o desenvolvi-
mento dessa promissora modalidade terapéutica, que pode efetivamente atuar
na eliminagédo do HBV em pacientes crénicos.
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