INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Doutorado Académico em Biologia Celular e Molecular

Caracterizacao e analise filogenética dos
genotipos do virus da Hepatite B circulantes em

territorio brasileiro

ANA FrAvia BELCHIOR DE ANDRADE

Rio de Janeiro
2008



Caracterizacao e analise filogenética dos
genotipos do virus da Hepatite B circulantes em
territorio brasileiro



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Pos-Graduagio em Biologia Celular e Molecular
Doutorado Académico em Biologia Celular e Molecular

Ana Flavia Belchior de Andrade

Caracterizacio e analise filogenética dos gendtipos do virus da Hepatite B circulantes

em territorio brasileiro

Tese apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como
parte dos requisitos para obtengdo do titulo de

Doutor em Biologia Celular e Molecular.

Orientadora: Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino

RIO DE JANEIRO
2008



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Po6s-Graduacao em Biologia Celular e Molecular
Doutorado Académico em Biologia Celular e Molecular

AUTORA: Ana Flavia Belchior de Andrade

Caracterizacgao e analise filogenética dos genétipos do virus da Hepatite B circulantes

em territorio brasileiro

ORIENTADORA: Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino

Aprovada em: 19/05/2008

EXAMINADORES:

Prof. Dra. Ana Maria Gaspar Coimbra
Prof. Dr. Paulo Henrique Condeixa de Franca

Prof. Dra. Liane de Castro

Rio de Janeiro, 19 de maio de 2008



A minha mae Lia.
Ao meu marido Guilherme.
A minha orientadora, Cibele.



AGRADECIMENTOS

- Aos Hemocentros de Santa Catarina, Vitéria, Goiania, Alagoas e Paraiba, ao Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho e a Santa Casa de Aragatuba por terem me fornecido as

amostras analisadas na presente tese de doutorado.

- A Dra. Rosa Sadako Kimura da Santa Casa de Aracatuba, & Dra. Esther Maria Paiva
Siqueira do Hemocentro de Goiania, a Dra. Maria Célia Aratijo Ferreira, do Hemocentro da
Paraiba, ao Dr. Deoclides Lyra de Oliveira do Hemocentro de Vitoria e ao Dr. Dimas Tadeu
Covas do Hemocentro de Alagoas pela colaboragao com o projeto, selecionando e separando

as amostras de suas respectivas regioes.

- Ao Paulo Franca por ter me auxiliado no contato dom o Hemocentro de Santa Catarina
e cedido as amostras provenientes do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho no Rio

de Janeiro.
-Ao INCA pela bolsa de doutorado.
- A minha querida orientadora, Dra. Cibele Rodrigues Bonvicino, pelos anos de ensino

paciéncia e amizade.

-Ao Dr. Héctor N. Seuanez por me receber junto a Divisdo de Genética logo no inicio de mi-

nha pos-graduagao.

- Ao Dr. Miguel Angelo e ao Dr. Orilio Leoncini, por estarem sempre dispostos a ajudar

e esclarecer minhas duvidas.
- Ao Pablo Rodrigues e ao Albert Menezes por me ajudarem nas andlises filogenéticas.

-A minha mae que sempre me ofereceu condi¢cdes para continuar estudando e buscando meu

aprimoramento profissional. Por sempre estar do meu lado, me aconselhando e apoiando.

-Ao meu marido pelo companheirismo, compreensao ¢ amor.

- Ao meu pai que apesar da distancia continua presente.

- Aos meus sogros por acreditarem em mim.

- A minhas grandes amigas Kelly e Havana, por estarem sempre dispostas a ajudar.

-A todos da Divisdo de Genética do Instituto Nacional do Cancer.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Caracterizacio e analise filogenética dos gendtipos do virus da Hepatite B circulantes
em territorio brasileiro

RESUMO
Tese de Doutorado
Ana Flavia Belchior de Andrade

A hepatite B ¢ definida como inflamacdo do figado causada por uma infec¢do pelo
Virus da Hepatite B (HBV), um virus de DNA, da familia Hepadnaviridae. A hepatite B ¢ um
problema de saude publica importante, existindo em todo mundo aproximadamente 350
milhdes de portadores do virus. O HBV pode ser dividido em oito genotipos principais,
designados de A a H, e definidos pela divergéncia nucleotidica superior a 8% entre os
mesmos. Os diferentes genotipos apresentam distribuigdo geografica distinta. Com o obejtivo
da caracterizar geneticamente as variantes virais circulantes em teritdrio brasileiro, foram
realizada analises de dados soroldgicos € moleculares. A prevaléncia do HBV encontrada em
doadores de sangue voluntarios do Rio de Janeiro foi de 0,27% para HBsAg e de 3,68% para
anti-HBc. De 1998 a 2005 houve queda estatisticamente significativa tanto na prevaléncia de
HBsAg (0,36% para 0,14%) como na prevaléncia de anti-HBc (6,12% para 2,05%), entretanto
as prevaléncias encontradas para os marcadores de HBV foram maiores do que a encontrada
em paises desenvolvidos. Este estudo também avaliou a distribui¢ao dos diferentes genotipos
do HBV no territério brasileiro e sua variabilidade genética baseado na estrutura geografica
da populacdo viral. Foram coletadas 319 amostras de doadores de sangue HBsAg positivas de
diferentes regides brasileiras e foram encontrados trés gendtipos de HBV: A (73%), D (23%)
e F (4%). Em relagdo ao subtipo viral, o mais freqiiente foi adw?2 (75,5%), seguido por ayw2
(18,01%), adw4 (3,83%), aywl (1,92%) e ayw3 (1,15%). Foi identificada uma grande
variedade intragenotipica nas amostras de HBV, sendo observada grande variagdo na
seqiiéncia nucleotidica da regido S. A diversidade nucleotidica (T) encontrada para os

genotipos A, D e F sdo estatisticamente diferentes (00=0.05), sendo pequena nos estados da



regido nordeste e aumentando a medida que analisamos o sul do pais. Analisando a
diversidade intragenotipica (%), verifica-se um equilibrio entre os genotipos. Com base na
analise de median joining nao € possivel inferir diferentes populacdes, entretanto existe certa
tendéncia, de algumas populacdes ocuparem regides especificas dentro da rede. A analise de
AMOVA conclui que ndo houve uma estruturacdo geografica entre as diferentes regides
estudadas sugerindo que essas populagdes nao se encontram isoladas. Na andlise de mismacth
distribution para os genodtipos A e D o teste de aderéncia foi aceito, indicando um evento
passado de expansao populacional. A analise de maxima verossimilhanga revelou a presenca
na populagdo brasileira de 3 subgendtipos (FII, FIII e FIV) dos 5 j& descritos para o gendtipo
F. A presenca desses trés subgenotipos do gendtipo F no Brasil, corrobora a hipdtese da
entrada do homem na América do Sul vindo da América Central e migrando para o sul por

rotas ao longo da costa.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Characterization and phylogenetic analysis of Hepatitis B virus genotypes circulating in
the Brazilian territory

ABSTRACT

PhD Thesis

Ana Flavia Belchior de Andrade

Hepatitis B is defined as inflammation of the liver caused by an infection by the
Hepatitis B virus (HBV), a DNA virus of the Hepadnaviridae family. Hepatitis B is a major
public health problem, with approximately 350 million carriers worldwide. HBV can be
divided into eight major genotypes, called A to H, and defined by the divergence over 8%
between them. The different genotypes have different geographical distribution. In order to
determine the prevalence of HBV infection in voluntary blood donors we evaluated the
prevalence of HBsAg and anti-HBc. In Rio de Janeiro overall prevalence estimates were
0.27% for HBsAg and 3.68% for anti-HBc. There was a significant decrease in the overall
prevalence of HBsAg (from 0.36 to 0.14%) and anti-HBc (from 6.12 to 2.05%) in the period
encompassed between 1998-2005. These prevalence estimates were higher than those found
in other countries. This study also evaluated the distribution of the different HBV genotypes
in the Brazilian territory and its genetic variability based on the geographic structure of the
viral population. Three hundred ninteen samples of HBsAg positive blood donors from
different regions of Brazil were collected and three HBV genotypes were found: A (73%), D
(23%) and F (4%). The most frequent viral subtypes were adw?2 (75.5%), followed by ayw2
(18.01%), adw4 (3.83%), ayw1 (1.92%) and ayw3 (1.15%). All three HBV genotypes showed
many variants, and great variation in the nucleotide sequence of the S gene. The nucleotide
diversity (1) found for the genotypes A, D and F were statistic different. The analysis of the
intragenotypic diversity (4), showed a balance between the genotypes. It was not possible to
infer different populations based on analysis of median joining, however there was some

tendency of samples to occupy specific regions within the network. AMOVA sugested that
v



there was no structure between the different geographical regions studied, and that analyzed
populations are not isolated. The adherence test was accepted in the mismacth distribution for
the genotype A and D, indicating a past event of expansion in the population. Analysis of
maximum likelihood revealed the presence in the Brazilian population of 3 HBV
subgenotypes (FII, FIII and FIV) of 5 previously described for the genotype F corroborating
the possibility of entry of the man in South America coming from Central America and

migrated to the south for routes along the coast.
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I.1. Hepatite B

A hepatite B ¢ definida como inflamagdo do figado causada por uma infeccdo pelo
Virus da Hepatite B (HBV), um virus de DNA, da familia Hepadnaviridae (Zukerman, 1996).

A doencga pode se desenvolver de duas formas: aguda ou cronica. Pessoas infectadas
podem desenvolver varios sintomas, como na hepatite aguda, ou nao apresentar nenhum
sintoma ou sinal de doenca. Em qualquer uma das situacdes o individuo pode se recuperar da
infec¢do pelo HBV e desenvolver imunidade contra o virus, ou desenvolver hepatite cronica
que geralmente permanece sem cura durante toda a vida (WHO/V&B/01.31, 2001).

Em pessoas que desenvolvem hepatite B aguda, o periodo de incubag¢do dura
geralmente de 3 a 4 meses, podendo variar de 6 semanas a 6 meses. Os sintomas e sinais da
doenca persistem por varias semanas e incluem falta de apetite, fraqueza, nduseas, vomito,
dores abdominais, ictericia, urina escurecida, erup¢do cutdnea e dores nas articulagdes.
Aproximadamente 1 a 2% das pessoas que desenvolvem hepatites B aguda vem a falecer de
hepatite fulminante (WHO/V&B/01.31, 2001).

Na hepatite B cronica, os individuos infectados geralmente ndo apresentam sintomas
por décadas ap6s a infeccao pelo HBV (WHO/V&B/01.31, 2001). Mais de 40% das pessoas
infectadas cronicamentes com o virus podem desenvolver complicagdes relacionadas com
cirrose e carcinoma hepatocelular (Purow e Jacobson, 2003).

A idade em que a pessoa entra em contato com o virus da hepatite B ¢ um dos
principais fatores para se determinar a evolucdo da infec¢do. Entre as criangas abaixo de 5
anos que entram em contato com o HBV, aproximadamente 10% sdo sintomaticas. Ja 80% a
90% das criangas infectadas durante o primeiro ano de vida e 30% a 50% das criangas
infectadas entre 1 e 4 anos de idade, desenvolvem hepatite cronica. Por outro lado, quando o
individuo j4 ¢ um adulto ao ser infectado, 30% a 50% desenvolvem a infeccdo de forma
sintomatica e somente 2% a 5% desenvolvem hepatite B cronica. (WHO/V&B/01.31, 2001).

Em conjunto, a infec¢@o ¢ responsavel por 1,5 milhdes de mortes anuais por cirrose e
carcinoma hepatocelular (Soriano, 2003). Cerca de 10% dos adultos infectados cronicamente
por HBV apresentam antigenos HBs e HBe e destes, 20% desenvolvem hepatite cronica ativa,
com risco elevado de desenvolver cirrose, carcinoma hepatocelular ou ambos. Em 5 a 10%
destes pacientes observa-se soro conversao espontanea para anti-HBe, no entanto este nimero
se eleva para 30-40% quando submetidos a tratamento com interferon. Dos portadores de
HBYV que sao anti-HBe positivos, 3 a 9% desenvolvem hepatite cronica ativa e 1,5% cirrose.
Em pacientes com infecc¢ao cronica por HBV, que desenvolvem hepatite B fulminante, cirrose

e carcinoma hepatocelular o antigeno HBs pode ndo estar presente no soro (Soriano, 2003).
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O estabelecimento da forma cronica da hepatite B pode estar relacionado a variagdes
genéticas do HBV e a caracteristicas genéticas do individuo hospedeiro (Wang, 2003). As
variagoes genéticas do genoma viral podem ser adquiridas durante a evolu¢ao da infecgao,
levando a selecdo de variantes (quase-espécies) que conseguem escapar da acdo do sistema
imune (Karasawa e cols., 1997; Lindh e cols., 1996; 1999), anticorpos estimulados pela
vacinagdo, ou mesmo da acdo de drogas antivirais (e.g., lamivudina; Torresi, 2002). Com
relagdo a caracteristicas genéticas do individuo infectado, diferentes alelos dos complexos de
histocompatibilidade (HLA I e HLA II), ou de citocinas (como INF-ye TNF-a) podem estar
relacionados ao desenvolvimento da doenca (Wang, 2003).

A hepatite B ¢ um problema de satde publica mundial. De acordo com as estimativas
da Organizagdo Mundial de Saude, anualmente h4 aproximadamente 5 milhdes de novos
casos de infeccdo aguda pelo HBV (Kane e cols., 1999). A imunizacdo resultou em
significativo decréscimo na incidéncia de novas infec¢des por HBV, mas o tratamento das

pessoas ja infectadas ainda ¢ um problema de satude internacional (Purow e Jacobson, 2003).

L.II. Transmissao

Atualmente sdo reconhecidos 4 modos de transmissdo para o HBV: da mae para o
filho na hora do parto (transmissdo perinatal), por contato com uma pessoa infectada
(transmissdo horizontal), através de contato sexual (transmissdo sexual) e via parenteral por
exposicdo a sangue ou outros fluidos corpdreos infectados (transmissdo parenteral) (WHO,
fact sheet 204). Existe uma varia¢do consideravel entre diferentes areas, paises ou continentes
em relacdo a idade e o modo em que ocorre a infec¢do (Mahoney, 1999).

A transmissdo perinatal, através de maes HBsAg e HBeAg positivas, € a principal via
de transmissdo atualmente no mundo e ocorre principalmente em paises subdesenvolvidos
onde existe alta endemicidade de HBV (Hollinger e Liang, 2001; Koziel e Siddiqui, 2006). O
risco € maior para as criangas nascidas de maes com altos niveis de replicagdo viral, das quais
90% podem adquirir a infeccdo. O mecanismo preciso da transmissdo perinatal ¢
desconhecido ja que o virus ndo ¢ capaz de cruzar a barreira placentdria, sendo necessaria
uma ruptura dessa barreira, por exemplo, amniocentese. A hipotese mais aceita ¢ que a
infec¢do ocorra com a exposi¢do da mucosa do recém nascido a sangue e fluidos corpdreos
infectados na hora do parto (WHO/CDS/CSR/LY0/2002.2).

A transmissdo horizontal ocorre principalmente entre contatos familiares ou entre

criangas pequenas em areas com alta endemicidade por HBV (WHO, fact sheet 204).
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Do mesmo modo que a transmissdo perinatal, a transmissdo sexual se d4 com o
contato da mucosa com sangue ou fluidos corporais infectados. A transmissdo sexual ¢
eficiente e ¢ reconhecida como a via de propagagdo viral nos grupos de risco como os
homossexuais, heterossexuais promiscuos, e¢ profissionais do sexo. Atualmente o contato
homossexual ¢ o fator de risco mais freqiientemente reconhecido em paises desenvolvidos
(Aguilera-Guirao e cols., 2006).

A transmissdo parenteral inclui transfusdo de sangue e de seus derivados, hemodialise,
acupuntura, uso de drogas injetaveis, tatuagens e perfuragdo com material infectado em
profissionais da area da satde. O HBV ndo consegue cruzar a pele ou a mucosa, sendo
necessario que, de algum modo essas barreiras naturais sejam rompidas, mesmo que de forma
minima ou insignificante (WHO/CDS/CSR/LYO/ 2002.2).

A infec¢do por HBV depois da ingestdo oral de material contaminado ja foi
documentada, mas ainda assim a eficiéncia de transmissdo por essa via ¢ baixa e raras vezes
contribuem para a aquisi¢ao natural do HBV (Hollinger e Liang, 2001). J& em 35% dos casos,

a causa de infec¢do ndo ¢ identificada, ou ndo estdo associadas a fatores de risco aparentes.

LIII. Diagnostico

O diagnostico de hepatite ¢ estabelecido pela avaliagdo da fungao hepatica que inclue
dosagem de bilirrubina direta e total, aminotransferases (ALT e AST), fosfatase alcalina,
protrombina, proteinas totais, albumina, globulina, contagem completa de linfocitos e estudos
de coagulacao (WHO/CDS/CSR/LY0/2002.2).

Os sintomas da infec¢do pelo HBV nao podem ser distinguidos dos sintomas causados
pelas outras formas virais de hepatite, portanto a confirmacao da etiologia depende de testes
sorologicos com marcadores especificos para o HBV. Uma grande variedade de testes esta
disponivel no mercado para o diagndstico da infeccdo por HBV (Hoofnagle e Bisceglie,
1991).

Os marcadores soroldgicos do HBV utilizados no diagnostico da hepatite B sao:
antigeno de superficie (HBsAg) e seu anticorpo especifico anti-HBs, anticorpos contra o
antigeno do core (anti-HBc (IgM e IgQ)), e antigeno ¢ do HBV (HBeAg) e seu anticorpo
(anti-HBe) (WHO/CDS/CSR/LY0/2002.2).

A infeccdo aguda pelo HBV ¢ caracterizada pela presenca do HBsAg no soro do
paciente e o aparecimento do anticorpos anti-HBc da classe IgM (Chau e cols., 1983). O

HBsAg ¢ o marcador primario para deteccdo de infeccdo aguda pelo HBV e, tipicamente,
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torna-se detectavel no soro de 6 a 10 semanas apos a exposi¢do ao virus (Hatzakis e cols.,
20006). Os testes de deteccdo do HBsAg sdo em sua maioria imunoenzimaticos € conseguem
detectar o HBsAg em concentragdes de 0,Ing/mL (Mahoney 1999). Esses testes mais
sensiveis possibilitaram nao s6 diminui¢do no periodo de janela imunolégica (Biswas e cols.,
2003), como também a deteccdo de HBVs mutantes para as proteinas de superficie (Coleman
e cols., 1999; Moerman e cols., 2004; Saw e Aw, 2000; Zaaijer e cols., 2001). Quando da
resolucao da fase aguda da infec¢do pelo HBV, geralmente apos 4 a 6 meses de infecgdo, os
niveis de anti-HBs aumenta enquanto os niveis de HBsAg caem (Biswas e cols., 2003). O
anti-HBs ¢ o Unico anticorpo que confere prote¢do e neutraliza o virus. A presenca desse
anticorpo ap6s a infec¢do aguda indica a cura e imunidade contra reinfec¢cdo. O anti-HBs
também pode ser detectado em individuos submetidos a vacinagdo contra o HBV (Biswas e
cols., 2003; Mahoney, 1999). Em pacientes com infecgdo cronica por HBV, HBsAg
permanece detectavel geralmente por toda a vida.

Testes imunoldgicos para detec¢do de anti-HBc envolvem anticorpos contra a proteina
do core tanto de classe IgG quanto IgM, indicando exposi¢do passada ou corrente ao virus e
replicagdo viral. A deteccdo de anti-HBc IgM ¢ utilizado como diagnostico para individuos na
fase aguda da doenga, j4 que surge logo apds o HBsAg e persiste por 6 a 24 meses. Durante a
evolucdo da infec¢@o o anti-HBc IgM dé lugar ao anti-HBc IgG que geralmente persiste por
toda a vida (Biswas e cols., 2003).

O antigeno do core (HBeAg) também pode ser detectado durante a fase aguda da
infeccdo, sendo que durante a convalescéncia, 0o HBsAg e o HBeAg caem e o anti-HBs, anti-
HBc e anti-HBe aumentam.

O diagnostico de infeccao pelo HBV, através de deteccdo de DNA viral, possui
limitacdes ja que existem fases da doenga em que pode haver pouco material genético viral
circulando (Hoofnagle e Bisceglie, 1991). A maioria dos métodos de hibridizacao utilizando
dot blot ¢ capaz de detectar DNA viral em concentragdes a partir de Spg/mL, o que
corresponde a 1,5x10° genomas por mL, entretanto métodos baseados em amplificacdo de
seqiiéncias do genoma viral estdo mais sujeitos a resultados falsos positivos (Mahoney, 1999).
O significado clinico da constatagdo da presenga de HBV-DNA no soro de pacientes
infectados possui a mesma conotagdo da deteccdo do HBsAg, indicando a presenga da
infeccdo, embora indique uma replicagdo viral significante € uma maior probabilidade do
desenvolvimento de doenca de figado ativa (similar ao HBeAg) (Mahoney, 1999). O
monitoramento dos niveis de DNA viral ¢ util para se determinar a resposta inicial da
infeccdo pelo HBV ao tratamento e se a resposta viroldgica sustentada (RVS) ¢ mantida

durante a terapia. Adicionalmente, esse monitoramento permite predizer a remissdo da
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doenca, possivel soroconversao HBe subseqiiente e a ocorréncia de resisténcia a droga

utilizada (Zoulim, 2006).

L.IV. Tratamento

A maior parte dos pacientes com hepatite B aguda produz resposta imunologica contra
o HBV, nao necessitando de tratamento. Hepatite B fulminante ¢ uma forma mais severa da
doenca aguda, complicada pela presenga de encefalopatia e faléncia hepatica. Esses pacientes
devem ser considerados para o transplante de figado (Dusheiko, 2006).

O tratamento da hepatite B cronica tem como objetivo eliminar a infectividade do
HBYV a fim de prevenir a transmissdo; impedir o progresso da doenga no figado; melhorar o
quadro clinico e histologico; prevenir o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e a
queda de marcadores de replicagido (HBV-DNA e HBeAg) no soro. A normalizagao dos
niveis de ALT também indicam o fim da infecg¢do hepatica e desaparecimento dos sintomas
geralmente  acompanham essas mudancas no estado clinico do paciente
(WHO/CDS/CSR/LY0/2002.2).

Existem hoje em dia duas classes principais de tratamento: antivirais que tem como
objetivo suprimir ou destruir o virus interferindo na replicagdo viral, ¢ moduladores
imunolégicos que tem como objetivo auxiliar o sistema imune a desenvolver uma resposta
imunoldgica contra o HBV.

Atualmente a hepatite B cronica ¢ tratada com interferons
(WHO/CDS/CSR/LY0/2002.2). Os interferons (IFN) possuem atividade imunomodulatoria,
mas também possuem efeitos antiproliferativos e antivirais. Interferon—0 recombinante vem
sendo usado desde o inicio da década de oitenta na tentativa de suprimir a replicacdo viral e a
transmissao do HBV relacionado a hepatite cronica (Karayiannis, 2003). Mas recentemente, a
molécula de interferon foi associada ao polietilenoglicol (PEG), sendo desenvolvido assim o
interferon peguilado. O polietilenoglicol ndo tem ago alguma no organismo servindo somente
para modificar o interferon convencional, fazendo com o que o organismo nao reconhega o
IFN como um agente estranho, fazendo com que o IFN permaneca mais tempo no organismo,
j& que sua elemingdo torna-se mais lenta.

A resposta a terapia com IFN, medida pela perda do antigeno HBeAg, é positiva em
menos de 40% dos casos (Wong e cols., 1993). Esse tipo de tratamento ¢ menos efetivo ainda
em pacientes asiaticos (principalmente chineses), particularmente em pacientes com baixas

taxas de ALT (Lok e cols., 1988). A terapia com IFN ¢ associada também com varios efeitos
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colaterais (febre, fadiga, mal estar, baixa contagem de glébulos brancos, etc.) e, portanto, s6 ¢
indicada para alguns pacientes.

Como a replicagdo do HBV ocorre via transcrisptase reversa, o uso de inibidores de
transcri¢do torna-se uma metodologia interessante para um tratamento antiviral. Os andlogos
de nucleosideos sdo drogas sintéticas que imitam os nucleotideos naturais. Atualmente varias
drogas sdo utilizadas para esse fim como lamivudina (3TC), adefovir dipivoxil (ADV), e
entecavir (ETV) (SBH, 2005). Embora todas elas sejam potentes inibidores de replicacao
viral, nenhuma delas ¢ capaz de erradicar permanentemente a infec¢ao pelo HBV (Hoofnagle
e Lau, 1997). Pacientes com hepatite B cronica ndo necessitam abdicar da terapia antiviral
quando hé a soroconversao HBeAg para anti-HBe ou quando o DNA viral cai para niveis ndo
detectaveis (Liaw e cols., 2005; Lok e cols., 2001). Para prevenir a recorréncia ¢ exigida uma
terapia mais longa com inibidores de polimerase (Lok, 2005). Como resultado disso,
verificou-se que o uso prolongado de analogos de nucleotideos/nucleosideos est4 associado ao
surgimento de mutantes resistentes (Lai e Terrault, 2004; Law e cols., 2000), clinicamente
caracterizados pelo aumento dos niveis de ATL e HBV-DNA no soro dos pacientes tratados
(Lok, 2005; Mutimer e cols., 2004).

Em 2005, a Sociedade Brasileria de Hepatologia publicou um Consenso sobre Condu-
tas nas Hepatites Virai B e C. Nesse documento, o tratamento ¢ sugerido com base nos marca-
dores sorologicos e carga viral apresentados pelo paciente, sendo que no momento sao apre-
sentaas cinco drogas para o tratamento da hepatite cronica B: interferon alfa, lamivudina, in-
terferon peguilado, adefovir dipivoxil e entecavir. Qualquer uma das drogas acima podera ser

utilizada como primeira opg¢ao de tratamento, dependendo das caracteristicas do caso.

I.V. Vacinacao

A imunizagdo contra o HBV ¢ possivel pela administragio de imunoglobulina
(imunizagdo passiva), ou pela vacinacdo (imunizagdo ativa). A imunizag¢do passiva ¢ baseada
na administragdo de solugdes padroes de imunoglobulinas contra HBsAg (HBIg), preparadas
a partir de plasma de portadores com alto niveis destes anticorpos no soro. Esse tipo de
imunizacdo ¢ mais utilizado em complementacdo a vacinagdo a pessoas que ainda ndo
desenvolveram resposta imune e estdo em risco de obter contato direto com sangue infectado
por HBV, como, por exemplo, perfuragdao acidental com agulhas e para bebés recém nascidos

de maes HBeAg positivas (Frangois e cols., 2001).



A primeira vacina disponivel para HBV, derivada de plasma de portadores cronicos de
hepatite B, surgiu em 1980. Atualmente a vacina derivada de plasma foi substituida por
vacinas fabricadas utilizando-se tecnologia do DNA recombinante (Kane, 1995). Ambas
vacinas sdo seguras e possuem uma eficicia de protecdo que gira em torno de 90 a 95%
(Margolis e cols., 1995). A partir de 1995 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) passou a
recomendar que a vacina contra a hepatite B fosse incluida no calendério de vacinagao infantil
em paises em que o HBV tivesse prevaléncia maior que 8%. Em 1997 a recomendacgdo passou
a valer para todos os paises (WHA, 1992). Em 2001, 126 (66%) dos 191 paises membros da
OMS haviam incorporado a vacina contra a hepatite B em seu calendario infantil. A meta
prevista para 2007 é que a vacina contra o HBV ja tenha sido implantada no calendario
infantil em todos os paises (CDCP, 2003).

A vacina contra a hepatite B, apesar de ser segura e eficaz, apresenta algumas
desvantagens como, por exemplo, o fato que um pequeno, mas significativo, grupo da
populacdo nao responder adequadamente a vacinagdo. Mais recentemente, foi desenvolvida
uma geracdo de vacinas recombinantes que contem componentes antigénicos derivados de
pre-S1, pre-S2 e S de subtipos adw e ayw (McDermott e cols., 1998), que além de
aumentarem a resposta anti-HBs, também estimulam a reposta imunologica celular (Milich e
cols., 1986). O Brasil, a partir de 1999, através do Instituto Butantd, comecou a produzir
vacina contra a hepatite B em levedura recombinante. Os testes demonstraram que tal vacina
¢ satisfatoria em termos de baixa reatogenicidade, incapacidade de gerar efeitos colaterais e
taxa de soroconversdo e producdo de anticorpos equivalentes as observadas para outras

vacinas previamente introduzidas no mercado. (Ioshimoto e cols., 1999).

I.VL. Distribuicao geografica

Mais de 2 bilhdes de pessoas ja tiveram algum tipo de contato com o HBV em algum
momento de suas vidas, dessas aproximadamente 350 milhdes desenvolveram hepatite B
cronica e sdo portadores do virus. A incidéncia da infec¢do por HBV e sua forma de
transmissdo, varia largamente dependendo da regido geografica e grupos populacionais
(WHO, fact sheet 204, 2007). Em paises do ocidente, a infec¢do cronica por HBV ¢
relativamente rara e adquirida principalmente na fase adulta da vida, enquanto na Asia e em
grande parte da Africa a maior parte das infec¢des sdo passadas de mae para filho, de contatos

entre criangas de um mesmo domicilio e de agulhas e seringas nao esterilizadas.



Aproximadamente 45% da populagdo mundial vive em areas de alta endemicidade
para o HBV (>8% da populacdo ¢ HBsAg positiva); 43% vive em area de endemicidade
intermediaria (2-7% da populacdo ¢ HBsAg positiva); e 12% vive em dareas de baixa
endemicidade (<2% da populacdo HBsAg positiva) (Yu e cols., 2000).

A infecgdo cronica por HBV tem alta prevaléncia no sudeste asiatico, China e Africa,
onde cerca de 10% da populagdo esta infectada. Por outro lado, no oeste da Europa e América
do Norte a doenga afeta menos que 1% da populacao (Purow e Jacobson, 2003) (Fig. 2).

Os poucos estudos realizados a fim de avaliar a prevaléncia de HBV no Brasil mostrou
grande variagdo.) Na regido amazonica a prevaléncia de doadores de sangue HBsAg positivos
¢ de 3,3% e de anti-HBc positivos de 49,9% (Braga e cols. 2005). Em Recife Arraes e cols.
(2003) descreveram uma prevaléncia de anti-HBc de 12%, enquanto em S3o Paulo a preva-
léncia de anti-HBc observada foi de 16% (Almeida Neto e cols., 2001). J4 os dados do estado
de Santa Catarina demonstram prevaléncia de 0,64% para HBsAg e 5,35% para anti-HBc
(Rosini e cols., 2003).
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Figura 2. Distribuicao geografica da hepatite B cronica (modificado de WHO/V&B/01.31).

Em areas de alta endemicidade o risco de infeccao pelo HBV durante a vida € superior
a 60% e a maior parte das infec¢des ¢ adquirida na vida perinatal ou durante a infancia,
quando o risco de desenvolvimento de infec¢do cronica € elevado. Nessas areas, hepatite B
aguda ¢ incomum, j& que a maioria das criangas infectadas sdo assintomaticas. Entretanto, os
niveis de cancer e cirrose em adultos nessa populagdo sdo elevados. Em areas de
endemicidade intermediaria o risco de se adquirir hepatite B ¢ de 20% a 30% e as infec¢des
ocorrem em todas as faixas etarias. A hepatite B aguda ¢ comum nessas éareas devido ao fato
da infeccdo pelo HBV ocorrer principalmente na adolescéncia ou fase adulta. Em areas de

baixa endemicidade, o risco de infec¢ao pelo HBV durante a vida ¢ abaixo de 20%. A maior
9



parte das infec¢des pelo HBV nessas regides se d4 na fase adulta e em grupos de risco bem
definidos.

I.VII. Estrutura Viral

Particulas infecciosas e ndo infecciosas podem ser encontradas no soro de individuos
com hepatite B. O virion de hepatite B, também conhecido como particula de Dane, possui 42
nm de didmetro e compreende um core eletro denso (nucleocapsideo) de 27 nm de didmetro
circundado por um envelope externo lipidico onde se destacam as proteinas de superficie
(HBsAg) (Crowther e cols., 1994; Zuckerman, 1996). O nucleocapsideo viral contém além de
proteinas do core em arranjo icosaedral, polimerase e o genoma do viral (Gerlich e Robinson,

1980).
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Figura 3. Micrografia mostrando particulas virais do HBV (modificado de

http://web.uct.ac.za/depts/mmi/ stannard/hepb.html).

O antigeno de superficie ¢ produzido em excesso pelos hepatocitos e secretado na
forma de particulas de 22 nm, inicialmente chamadas de antigeno Australia. Duas particulas
subvirais podem ser encontradas no soro de individuos infectados, uma filamentosa e outra
esférica, ambas possuem 22nm de didmetro e sdo compostas somente pela membrana lipidica
e proteinas virais (Fig. 3). A auséncia do core, polimerase e genoma do virus da hepatite B
reflete a natureza nao infecciosa dessas particulas virais. Essas particulas contém proteinas de
superficies pequenas em dois estados, glicosilados (gp 27) e ndo glicosilado (gp24) em
quantidades equivalentes. Também estdo presentes na superficie dessas particulas as proteinas
médias (gp33 e gp 36) que contem o dominio pre-S2. A superficie viral possui composi¢dao

similar, entretanto, além dessas proteinas podemos encontrar as proteinas denominadas
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grandes (gp39 e gp42), que possuem tanto a regido pre-S1 quanto a regido pre-S2. Essas
proteinas grandes ndo sdo encontradas nas pequenas particulas esféricas de 22 nm, mas
podem estar presentes em formas tubulares encontradas em individuos com alta viremia.
Acredita-se que o dominio de ligacdo especifica para o receptor do HBV nos hepatocitos, esta

localizado na regido pre-S1 (Zuckerman, 1996).

I.VIII1. Genoma

O genoma do HBV ¢ formado por uma molécula de DNA circular, pequena e
parcialmente dupla fita. A fita maior tem aproximadamente 3,2 Kb com os extremos 5' e 3'
fixos, formando um circulo quase continuo. A fita menor tem um comprimento variavel
podendo ser até 50% menor que a fita maior, com o extremo 5' fixo e o extremo 3' livre ¢
variavel (Fig. 4). A estrutura circular do genoma ¢ mantida pela regido de coesdo (220
nucleotideos), situada no extremo 5' de cada fita. Proximo a esta regido existem duas copias,
em repeti¢des diretas, de um motivo de 11 nucleotideos denominados DR1 ¢ DR2 que estio
relacionadas as fungdes de replicagdo e integragdo do genoma do virus ao DNA gendmico nos
hepatocitos. A numeragdo em pares de base do genoma ¢ baseado no sitio de clivagem de
EcoR1, ou, quando este estd ausente, em sitios homdlogos. Na fita maior estdo presentes as
quatro regides abertas de leitura (ORFs) conservadas nos diferentes genoétipos de HBV. Estas
quatro regides apresentam sobreposicoes de ORFs e codificam para as seguintes proteinas:
antigeno de superficie HBsAg (gene S-pré S), nucleocapsideo (gene C/HBeAg), Polimerase
(gene P) e proteina X (gene X). O gene P cobre mais de 70% do genoma e se sobrepde
completamente aos genes S-pré S e X e parcialmente com o gene C (Norder e cols., 1992;
Soriano, 2003).

O gene S codifica a proteina do envelope do HBV (antigeno S) e ¢ constituida de 226
aminoacidos (Yokosuka e Arai, 2006). A cadeia de leitura pre-S/S pode iniciar-se em 3
diferentes codons de iniciagdo, produzindo 3 proteinas: pre-S1 (envolvida no reconhecimento
do HBV pelos receptores do hepatocito), pre-S2 e S pequena (codificando as glicoproteinas
de superficie: grande, média e pequena (Ganem e Schneider, 2001) (Fig. 5). O genes pre-S
possuem, no total, 174 cdédons, e o gene pre-S2 sozinho codifica 55 aminoécidos. Os
aminoacidos 21 a 47 da regido pre-S1 codificam o sitio de reconhecimento dos receptores
para os hepatocitos., portanto a integridade do envelope viral, juntamente com a expressao
dos epitopos de pre-S1 (aa2l a 47) sdo fatores essenciais para a ligacdo dos receptores do

HBYV aos hepatécitos (Yokosuka e Arai, 2006). J& foram relatadas delegdes do codon inicial
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de traducdo de pre-S2, entretanto esses mutantes secretam particulas virais morfologicamente
normais, eficientes e que sdo efetivamente infecciosas (Fernholz e cols., 1993). Alguns
genomas virais isolados de pacientes com hepatite B fulminante e faléncia hepatica
apresentavam mutagdes no codon inicial de pre-S2 impedindo a correta sintese da proteina
média do envelope viral. Esses resultados sugerem que a expressdo da proteina média do
envelope do HBV ndo ¢ essencial para a replicacdo e morfogénese viral (Pollicino e cols.,
1997; Santantonio e cols., 1992; Trautwein e cols., 1996). A regido pre-S ¢ a mais varidvel do
genoma sendo que somente 49,6% dos nucleotideos sdo conservados. Em contraste a parte do
gene S que codifica a proteina de superficie pequena (nucleotideos 155-832) parece ser a mais
conservada do genoma viral com 81,9% dos nucleotideos conservados (Norder e cols., 1994).
Essa porcao do genoma, sozinha, pode ser utilizada para genotipagem com um alto grau de

confiabilidade, além de ser util também para analises filogenéticas (Norder e cols., 1994).

Figura 4. Representagdo esquematica do genoma do HBV mostrando as 4 principais regides
de transcri¢do (setas pretas). A seta maior em marrom corresponde ao RNA pre-gendmico. As
caixas coloridas representam as regides que codificam proteinas (retirado de Kidd-Ljunggren

e cols., 2002).

O gene core ou C possui 2 codons de iniciacdo, a regido pre-core € a regido core,
sendo possivel a traducdo a partir de um ou outro. Assim, ¢ traduzido o HBeAg (a partir do
pre-core) e quando a tradugdo se inicia na regido do core ¢ sintetizada o HBcAg (Ganem e
Schneider, 2001; Gerlich e Robinson, 1980; Lok e cols., 2001; Zuckerman, 1996 ). Embora
sejam derivados do mesmo gene, HBcAg ¢ HBeAg, ndo apresentam reacdo antigénica
cruzada. O capsidio icosaedral ¢ composto por 183 dimeros HBcAg, que protege o DNA viral

da degradacao por nucleases exdgenas. Os residuos 150-183 do HBcAg formam um dominio
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requerido para o empacotamento do RNA (Wynne e cols., 1999). HBeAg ¢ responsavel pela
diminui¢do da replicagdo in vitro do DNA, reduzindo a dimerizacdo de HBcAg e portanto

reduzindo o encapsulamento do RNA pre-gendomico (Wynne e cols., 1999).

Proteinas de superficie

genoma

proteina do core

polimerase

Figura 5. Estrutura do virus da hepatite B, que consiste em uma membrana lipidica dupla
envolvendo um nucleocapsideo que contem o genoma circular parcialmente dupla fita do
HBYV. No envelope observa-se a proteina S grande (LHB) que contem os dominios pre-S1,
pre-S2 e S, a proteina S média (MHB) que contem o dominio pre-S2 e S e a proteina S
pequena (SHB), composta somente pelo dominio S. A proteina SHB ¢ a forma mais comum
dessas proteinas, a porcentagem da MHB ¢ de 5-15% e da LHB ¢ somente 1-2%. Modificado
de Yokosuka e Arai (2006).

O gene da polymerase ¢ o mais longo do virus da HBV, estendendo-se por
aproximadamente 80% do genoma viral e se sobrepondo a trés outros genes; superficie, core e
X (Sheldon e cols., 2006). A polimerase do HBV ¢ uma proteina multifuncional que contem 4
dominios; uma regido iniciadora (aal a aal83), uma regido espagadora (aal83 a aa348) de
fun¢do desconhecida, uma regido catalitica que funciona como RNA polimerase RNA/DNA
dependente (aa349 a aa691) e uma regido carboxi terminal (aa692 a aa845) que possui
atividade ribonuclease H (Ghany e Liang, 2007). Assim, a polimerase viral funciona quer
como uma transcriptase reversa (para a sintese da cadeia negativa do DNA a partir RNA
genodmico), quer como uma DNA polimerase endogena (Ganem e Schneider, 2001; Lok e

cols., 2001; Zuckerman, 1996). O dominio catalitico (aa349 a aa691) pode ser subdividido em
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7 dominios A a G. Mutagdes que levam a resisténcia aos antivirais estdo tipicamente
posicionadas no dominio C nas margens do sitio de ligagdo de dntps (Zoulim, 2004).

A funcdo precisa da proteina HBx ndo ¢ bem compreendida, mas ¢ sabido que ela
ativa varias vias metabolicas (AP-1, NF-xB) in vitro e se liga a p53, sendo um potente
transativador. A proteina X parece ter uma fungdo essencial na replicagdo e na
hepatocarcinogénese (Ganem e Schneider, 2001; Lok e cols., 2001; Zuckerman, 1996). Um
importante papel da proteina X ¢ o aumento do metabolismo intrahepatico de purina e

pirimidina, que ¢ requerido para uma replicacao eficiente do HBV (Shaw e Locarnini, 1995).

L.IX. Replicacao do material genético

Estudos da cinética viral in vivo revelaram que a meia-vida plasmatica do HBV ¢ de
24 horas, com um turnover diario de 50% e uma produg¢do de 10" virus diaria (Nowak, 1996).
O ciclo de replicagdo do HBV (Fig. 6) inicia-se com a liga¢do da particula viral ao hepatdcito,

mediada pela glicoproteina de superficie pre-S1 e um receptor do hepatocito.
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Figura 6. Esquema das fases da replicagdo do material genético no HBV. O virus envelopado
infecta a célula liberando o RC-DNA (DNA circular relaxado) que ¢ transportado até o ni-
cleo, reparado e transformado em cccDNA (1). De volta ao citoplasma, ocorre a transcrigao

do cccDNA pela RNA pol II (2) e o pgRNA ¢ encapsidado. Dentro do capsidio recém forma-

do ocorre a transcri¢do reversa (3) e a sintese do DNA +/- a partir do DNA-/- gera o novo RC-

DNA. A partir dai, pode ocorrer um novo ciclo de replicacdo com a formacao do cccDNA, ou
os nucleocapsideos contendo o RC-DNA sado envelopados e liberados como novos virions.

MP = membrana plasmadtica. Modificado de Beck e Nassal (2007).
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Dentro do hepatocito, o genoma do HBV ¢ libertado para dentro do nticleo, onde se completa
a sintese da cadeia positiva (incompleta) do DNA. O genoma viral ¢, assim, convertido numa
cadeia circular fechada de DNA com ligagdes covalentes (cccDNA) pela DNA polimerase
viral (Ganem e Schneider, 2001). O cccDNA ¢ o modelo que origina o RNA mensageiro
(RNAm) para a sintese das proteinas virais € 0 RNA pre-gendmico para a sintese do genoma
viral. O RNA pre-genomico ¢ transportado para o citoplasma, incorporado no nucleocapsideo
e convertido na cadeia negativa do DNA pela transcriptase reversa. A sintese da cadeia
positiva € entdo iniciada e as particulas do core, contendo DNA viral, sao entdo envolvidas
por HBsAg e secretadas para fora do hepatdcito ou transportadas para o nucleo, onde se

completa a sintese da cadeia positiva e se forma novamente o cccDNA (Lok e cols., 2001).

I.X. Mutacoes

O HBV possui uma polimerase que ndo possui alta fidelidade, sendo que a taxa de
erros durante a copia do RNA ou DNA parece se aproximar mais das taxas estimadas para
retrovirus e outros virus de RNA (Simmonds, 2001). Essa alta taxa de mutacdo ocorre,
provavelmente, devido ao passo de transcrigdo reversa que envolve a replicagdo do genoma
do HBV, fendmeno nao observado em outros virus de DNA (Summers ¢ Mason, 1982).
Medir a freqliéncias de trocas no genoma do HBV ¢ extremamente complicado devido a
existéncias de seqiiéncias sobrepostas e a falta de sitios sindbnimos na maior parte das
seqliéncias codificantes. Suportando essa hipdtese existe a observagao que a maior parte das
mudancas de aminoacidos, principalmente na regido do pre-core e core, sdo deletérias e
devem ocorrer como uma forma de evasao da resposta imunologica (Simmonds, 2001).

Na analise do DNA do virus da hepatite B de isolados de plasma de portadores
assintomaticos foi estimada uma taxa de mutacdo de aproximadamente 1,4 a 3,2 X 107
substituigoes/sitio/ano (Okamoto e cols., 1994). Por outro lado, utilizando DNA de HBV
isolado de pacientes apods faléncia do figado por hepatite fulminante e transplante, a taxa de
mutacao encontrada foi trés vezes maior (Sterneck e cols., 1997).

A atividade das enzimas da DNA polimerase e transcriptase reversa ¢ eficiente e
rapida, mas propicia a ocorréncia de erros durante a replicagdo (Ganem e Schneider, 2001).
Variacdes nas seqiiéncias do HBV foram detectadas em quase todas as regioes do genoma,
sendo que HBV circula na populacao como quasi species.

As primeiras mutagdes no HBV foram demonstradas por Carman e cols. (1989) ao

conseguir detectar, em pacientes HBeAg negativos, a mutacdo G1896A na regido pré-core e
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atualmente conhecida por abolir a expressdo do HBeAg. O promotor do core € responsavel
pela transcricao de duas fitas de mRNA de 3,5 kb; o mRNA pre-core (mensageiro do HBeAg)
e o RNA pré gendomico pequeno (mensageiro para proteina do core e também molde para
transcrigdo reversa). Mutagdes de ocorréncia natural estdo agrupadas proximas ao promotor
do core e sdo de natureza heterogénea, exceto pelas mutagdes A1762T e G1764A, que estdo
freqlientemente presentes (Tong, 2005). Mutantes do promotor do core sdo espécies virais
dominantes ndo somente no estagio anti-HBe, como mais tarde, no estagio HBeAg da
infeccdo. Muitos casos de hepatite fulminante sdo devidos a mutantes do promotor do core
(Baumert e cols., 1996; Liang e cols., 1991).

A regido S do genoma do HBV apresenta alta taxa de mutagdo e recombinacdo,
levando a ocorréncia de trocas de aminoacidos nas proteinas expressas (Fig. 7). Kohno e cols.
(1996) ao analisar pacientes com hepatite B cronica HBsAg positivos descrevem duas
mutagdes: G130N e G145A. Cooreman e cols. (2001) descrevem véarias mutacdes capazes de
promover o escape vacinal como: G145R, I/T126N/A, A128V, Q129H/R, G130N, M133L,
K141E, P142S e D144A. Em pacientes com hepatite fulminante HBsAg negativos, Weber
(2005) descreve inser¢ao entre os aminoacidos 122 e 123. Lada e cols. (2006) analisam
pacientes HBsAg e anti-HBs positivos, encontrando trocas de aminodcidos freqlientemente
nas posigoes 145, 129, 126, 144 ¢ 123.

Poucos estudos funcionais sdo voltados para analise da secrecdo viral de isolados
naturais de HBV. A construgado e teste de um numero extensivo de quimeras e de construgdes
contendo sitios de mutagao dirigida revelaram que a mutagdo R169P no gene S ¢ responsavel
pelo bloqueio da secre¢do, tanto de particulas virais, quanto sub-virais (Khan e cols., 2004). A
mutacdo R169P bloqueia a secrecdo da particula viral/subviral, enquanto a mutagao G119E,
tanto impede a secrecdo do virion, como também o reconhecimento viral por métodos
comerciais contendo anticorpos monoclonais (Tong, 2005). Yamamoto e cols. (1994)
descreveram as mutagdes I/T126N e G145A, sendo que todas promovem a interrup¢do da
expressao de determinantes HBsAg especificos. Nesse sentido foi recentemente descrito que o
mutante de escape G145R também altera a secre¢do do virion (Kalinina e cols., 2003). A
mutacdo [110M também ¢ capaz de impedir a secrecdo da particula viral, entretanto a
presenga simultinea da mutacdo M133T nesses clones suprime a mutagdo [110M e confere
eficiéneia & secrecdo da particula viral (Tong, 2005). E interessante notar que a mutagio
MI133T cria uma seqiiéncia consenso para glicosilagdo, que pode facilitar o correto
dobramento entre as pontes bissulfeto (Tong, 2005).

Em estudo publicado em 2005, Jaoudé e Sureau afirmam que mutagdes nos

aminoacidos 119, 120, 121, 122, 123 e 124 possuem efeitos negativos sobre a infectividade
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do HBV identificando o subdominio entre os aminoacidos 119 a 128 da proteina S pequena
como critico para a infectividade viral. Além das mutagdes no gene do envelope viral,
mutacoes no gene do core também possuem potencial para alterar a secre¢cdo do virion (Bang
e cols., 2005; Le Pogam e cols., 2002), entretanto mais estudos sdo necessarios para se
verificar o qudo comum sdo as mutagdes que inibem a secre¢do da particula viral durante a
infeccdo cronica e o quanto a prevaléncia dessas mutacdes influencia na severidade da

doenca.
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Figura 7. Esquema mostrando a relacdo do determinante “a” da proteina S com a superficie
dos virions de HBV. A regido da proteina S, incluindo o determinante “a” que se encontra na
superficie viral, é representada por uma linha sélida. Os residuos de cisteina do determinante
“a” sdo representados por circulos cinza e as pontes disulfeto sdo indicadas pelas linhas unin-

do esses residuos. As alfa-hélices que atravessam a dupla camada lipidica da membrana sao
representadas por estruturas cilindricas cinzas. As substituigdes de aminoacidos mais freqiien-
temente encontradas na proteinas S sdo representadas por pontos pretos. Modificado de Torre-

si (2002).
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Na regido da polimerase viral ja foram descritas varias mutacdes que causam
resisténcia ao tratamento antiviral (Tab. 1). Essas mutagdes emergem principalmente apos
tratamento prolongado. Varios estudos ja foram realizados na tentativa de se entender os
mecanismo de resisténcia as drogas para o desenvolvimento de novas drogas antivirais e a fim
de se desenvolver estratégias para o manejo e prevengdo do desenvolvimento de mutagdes de
resisténcia a drogas antivirais (Ghany e Liang, 2007). Em sua maioria a mutagdes que
conferem resisténcia aos antivirais estdo localizadas principalmente no dominio catalitico da
polimerase. As mutagdes primdrias ocorrem principalmente nas vizinhangas dos sitios de
ligagdo de dntps afetando principalmente a posi¢cdo ou estabilidade do substrato de ligacao,
molde ou iniciador. Ao contrario, as mutagdes secundarias tendem a ocorrer fora do sitio de

ligacdo de nucleotideos (Ghany e Liang, 2007, Sheldon e cols., 2006).

Tabela 1. Mutagdes na regido da polimerase viral que conferem resisténcia ao tratamento

antiviral (modificado de Ghany & Liang, 2007).

Droga Dominio A Dominio B Dominio C Dominio D Dominio E

rtl169T, rtV173L, rtL180M,
Lamivudina  rtL80V/I rtM204V/1/S, rtQ215S - -
rtA181T, rtT184S

Telbivudina - - rtM2041 - -
. rtV84M,
Adefovir HSR5A rtA181T/V rtV214A, rtQ215S rtI233V, rtN236T, rtP237H -
Tenofovir - rtA194T - - -
Entecavir rtl169T, rtS184S/A/I/L/F/G rtS202G/1 - rtM250V

L.XI. Variabilidade genética
- Subtipos

Em 1971, Le Bouvier fez o primeiro relato de variabilidade genética no HBV,
descrevendo, na proteina de superficie viral, juntamente com o determinante a (anteriormente
descrito por (Levene e Blumberg, 1969), dois outros determinantes, d e y. Em seguida, dois
determinantes adicionais, w e r, foram descritos por Bancroft e cols. (1972), sugerindo que
cada cepa de HBV poderia ser caracterizada como pertencente a um subtipo especifico: adw,
adr, ayw ou ayr. Mais tarde, em 1983, em um estudo maior, Courouce-Pauty e cols., ndo s6
confirmaram um padrao de distribuicdo geografica dos varios subtipos virais, como
caracterizaram subtipos adicionais, chegando a um total de nove subtipos virais de HBV

(aywl a ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg- e adr+) (Tab. 2).
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Nos anos 80, tornou-se claro que os determinantes dos subtipos virais eram baseados
na substituicdo de um Unico aminoacido da proteina de superficie pequena nas posi¢des 122
(d our)e 160 (r ou w). Os subtipos “d” e “w” possuem ambos lisina nas duas posicoes,
enquanto a presenga de arginina em ambas posi¢des determina os subtipos “y” e “r”. Subtipos
adicionais foram mapeados nos aminoacidos 127, 144, 145, 158, 159, 177 e 178 (Norder e

cols., 1992; Okamoto e cols., 1987).

Tabela 2. Tabela mostrando as substitui¢des de aminoacidos em posigdes especificas que determinam
os diferentes subtipos do HBV (retirado de Kay e Zoulim, 2007).

Sorotipo Seqiiéncia HBsAg
aywl 122R+160K+127P+ (134F e/ou 159A)
ayw2 122R+160K+127P
ayw3 122R+160K+127T
ayw4 122R+160K+127L

Ayr 122R+160R

adw?2 122K+160K+127P
adw4 122K+160K+127T
adw4q- 122K+160K+127L+178Q
adrq+ 122K+160R+177L+178P
adrq- 122K+160R+177V

- Genotipos

Com a evolugdo, diminuicdo de custo e a popularizagio das técnicas de
seqiienciamento, a subtipagem, baseada somente na seqiiéncia da proteina S viral, foi dando
lugar a genotipagem, baseada no seqiienciamento do genoma completo do HBV. Em 1988,
Okamoto e cols., comparando a seqiiéncia completa de 18 cepas de HBV, observaram o
agrupamento destas em quatro grupos que se divergiam em mais de 8%, determinados de A a
D, sugerindo assim que a classificagdo do HBV em subtipos poderia ser complementada, se
nado substituida. Comparando seqiiéncias do gene S, Norder e cols. (1992), encontraram
resultados similares ao de Okamoto, além de descrever outros dois grupos E e F que foram
confirmados posteriormente por outros estudos (Naumann e cols., 1993; Norder e cols., 1993;
1994). Mais dois genotipos foram posteriormente descritos, G e H. O gendtipo G, descrito em

2000 por Stuvyer e cols., possui uma inser¢cdo de 36 nucleotideos regido do core. J4 e o
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gendtipo H, descrito em 2002 por Arauz-Ruiz e cols., ¢ bastante similar ao gendtipo F, sendo
provavelmente derivado deste.

Estudos recentes demonstram que os diferentes gendtipos de HBV podem ser
classificados ainda em subgrupos com origens étnicas e geograficas distintas que diferem em
aproximadamente 4 % do genoma (Alestig e cols., 2001; Kramvis e cols., 2002; 2005;
Sugauchi e cols., 2001; 2002). O genétipo A foi recentemente divido em subgrupo Aa
(Africa/Asia) e Ae (Europa). O subgendtipo Aa difere-se de todos os outros gendtipos por
possuir as mutagoes G1809T, C1812T, G1862T e G1888A (Sugauchi e cols., 2004). Kramvis
e colaboradores (2002) descreveu isolados do gendtipo A, denominada A’, que demonstravam
uma dele¢do de 11 aminoacidos no final da regido pre-S1 semelhante ao observado em virus
do gendtipo D. O subgrupo Aa também foi observado em Malawi (Sugauchi e cols., 2003).
Esses isolados eram em sua maioria pertencentes ao subtipo aywl, entretanto nao
apresentavam a dele¢do no dominio préS1 como os isolados africanos. Sugauchi (2002)
também observou que dois subgrupos pertencentes ao genotipo B podem ser diferenciados;
um grupo observado principalmente na populacdo japonesa (Bj), onde nenhuma
recombinagdo ¢ observada e um subgrupo asiatico (Ba) que apresenta uma recombinacao na
regido do core em HBV do genotipo C. Com a andlise de seqiiéncias virais, isoladas de
aborigenes australianos, pertencentes ao gendtipo C foram identificadas varias caracteristicas
diferentes que sugeriram a separagdo deste em um subgrupo separado denominado C
Australia (Alestig e cols., 2001, Sugauchi e cols., 2001). O gendtipo F, sul americano, pode
ser separado em dois clados, denominados FI e FII (Norder e cols., 2003). FII, primeiramente
identificado no Brasil (Naumann e cols., 1993), é encontrado principalmente na América do
Sul, enquanto o subgrupo FI ¢é prevalente na América Central. Os gendtipos E, G ¢ H nao
apresentam nenhuma subdivisdo. Acredita-se que a auséncia de subgendtipos no gendtipo E €
devido a sua recente génese em genétipo. Ja no caso dos gendtipos G e H, por terem sido
descritos ha menos tempo, ainda ha poucos genomas totalmente seqiienciados e depositados
no GenBank e nenhum trabalho foi realizado ainda no sentido de classifica-los em
subgenotipos. Pelas andlises de recombinagdo feitas até o momento, ha indicagdes que no

minimo um novo genétipo de HBV ainda falta ser descrito (Glebe, 2007).

L.XII. Métodos de genotipagem

Vérios métodos de genotipagem sao conhecidos para o virus da hepatite B

(Bartholomeusz e Schaefer, 2004). Inicialmente a variabilidade do genoma era observada
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através dos diferentes perfis encontrados apos a digestdo do material genético viral por
enzimas de restri¢do. A separacdo dos diferentes genodtipos do HBV utilizava a digestdo com
enzimas de restricdo dos fragmentos previamente amplificados, sendo possivel a
diferenciagdo dos diferentes gendtipos através da observagdo dos diferentes padrdes de
restri¢ao (Lindh, 1997; Mizokami e cols., 1999). Posteriormente foram desenvolvidos varios
métodos de genotipagem que incluiam a amplificagdo de um fragmento do genoma viral
utilizando-se iniciadores especificos para cada um dos genoétipos virais. Em 1993 Repp e cols.
descreveram uma reagdo de PCR "nested" com um jogo de iniciadores multiplex capaz de
detectar concomitante quatro genotipos de HBV (A, C, D e F). Outro método similar é capaz
de diferenciar os genotipos A-F em duas reagdes de PCR distintas (Naito e cols., 2001).
Kirschberg e cols. (2004) aprimoraram uma reacdo de PCR-multiplex, sendo possivel
distinguir os gendtipos A-F em uma tUnica reagdo. Uma vantagem da utilizacdo de técnicas
gendtipo especificas € que torna mais fécil a detecg¢@o de infecgdo PR mais de um gendtipo do
HBV (Zhang e cols., 2004). Ainda estdo disponiveis outros métodos de determinagdo dos
gendtipos virais utilizando sondas genotipo especificas ou a até mesmo microarrays (Sons e
cols., 2006). Atualmente, o método padrdao ouro para genotipagem ¢ o seqiienciamento do
genoma completo ou parte dele, sendo a regido que codifica a proteina S a que resulta em uma
analise filogenética mais semelhante da obtida quando se utiliza o genoma viral completo

(Okamoto e cols., 1988; Norder e cols., 1992).

L.XIII. Distribuicao dos diferentes gendotipos do HBV

Os diferentes gendtipos virais, designados de A a H, e definidos pela divergéncia na
seqliéncia de nucleotideos superior a 8% entre os mesmos, possuem distribuicdo geografica
especifica (Arauz-Ruiz e cols., 2002; Norder e cols., 1992). O gendtipo A ¢ prevalente no
norte e centro da Europa, mas também ¢ comum no América do Norte ¢ Africa sub-saaraiana.
Os gendtipos B e C sdo mais freqiientes na Asia. O gendtipo D é amplamente distribuido,
sendo o genotipo predominante na regido mediterranea, € o gendtipo E € encontrado
principalmente no oeste da Africa. O gendtipo F apresenta a maior divergéncia entre todos, e
¢ encontrado em populagdes nativas das Américas (Norder e cols., 1993). O genétipo G ¢
encontrado na Franca e EUA (Stuyver e cols., 2000), e o gendtipo H na América Central e

EUA, também em populagdes nativas (Arauz-Ruiz e cols., 2002).
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Os diferentes subgendtipos de HBV também apresentam distribui¢des geograficas
especificas, sendo somente o gendtipo D e seus subgendtipos D1, D2 e D3, descritos como

presentes por todo o mundo (Glebe, 2007).

L.XIV. Genotipos do HBV: O panorama Brasileiro

Além de existirem poucos estudos sobre os genotipos de HBV circulantes em territorio
brasileiro, quase todos sdo voltados a grupos especificos de pacientes (portadores cronicos,
pacientes de unidades de hemodialise, ou portadores de HIV). Entretanto todos esses estudos
demonstram como circulantes no territdrio brasileiro os gendtipos A, D e F. Outros genotipos
como o B e C também ja foram descritos como circulantes no Brasil, entretanto sdo raros e
encontrados somente em decendentes de asidticos. Ha relato recente também da presenga do
gendtipo G em nosso pais.

Carrilho (2004) analisou 813 pacientes de hemodidlise de 22 unidades de didlise
diferentes no estado de Santa Catarina. Nesse pacientes foram identificados os gendtipos A
(30.6%), D (57.1%) e F (12.2%). Analises univariadas mostraram associa¢ao entre a infec¢ao
pelo HBV e o tempo total de hemodialise, tipo de equipamento utilizado para diélise, higiene
e esterilizagdo do equipamento, nimero de reutilizacdo dos filtros de didlise, o nlimero de
pacientes por funciondrio e infec¢do por HCV.

No estado do Parana foi realizado um estudo em 2002, onde foram identificados
circulando pela populagdo infectada pelo HBV, os gendtipos A (14%), C (1,3%), D (82,5%) e
F (1,8%). Sendo que o gendtipo C foi encontrado em um individuo do grupo étnico amarelo
(Bertolini, 2002).

Pacientes infectados por HIV provenientes do Rio de Janeiro foram investigados para
presenca de infeccdo por HBV, 50% das amostras se revelaram HBsAg positivas, sendo que
70% eram do gendtipo A, e 30% do gendtipo D (Sucupira, 2004).

Rezende e cols. (2005), analisaram o soro de 46 pacientes com hepatite B cronica,
todos provenientes da regido Sudeste. Nesse estudo foram identificados 19 pacientes
infectados com o genotipo A (41.3%), 26 com o gendtipo D (56.5%) e somente um com o
genotipo F (2.2%).

Em Goiania foi realizado um estudo com pacientes de unidade de hemodialise
revelando que aproximadamente 12% desses individuos eram HBsAg positivos. A analise
genotipica de 26 amostras revelou a presenca de gendtipo A, D e F em porcentagens de

50,0%, 46,2% e 3,8% respectivamente (Teles e cols., 1999). Posteriormente novo estudo na
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mesma regido geografica e também em pacientes de didlise verificou a prevaléncia de 67% de
HBYV gendétipo A, 30% de virus do genotipo D e 3% do F (Motta, 2003).

No estado do Tocantins, um estudo também com pacientes de uma unidade de
hemodialise, analisou amostras de 100 individuos, dos quais quatro foram HBsAg positivos e
destes trés foram identificados como portadores do genoétipo A do HBV (Souza e cols., 2003).
Sitnik e cols. (2004) analisaram soro de 103 portadores cronicos do HBV, HBsAg positivos,
provenientes de varias regides do pais, revelando a presenca de cinco gendtipos virais nessa
populagdo: A, B, C, D e F. O gendtipo A foi o mais freqiientemente encontrado (59,5%),
seguido pelos genotipos D (24,3%), C (13,6%), F (9,7%) e B (2,9%). Os gendtipos B e C
encontrados nessa amostra foram identificados em soros de pacientes de origem asiatica.

Estudo, realizado na regido Norte e nordeste do Pais, revelou a presenga dos genotipos
A, D e F, sendo que na regido Norte (estados do Amazonas e Acre) a prevaléncia do gendtipo
A ¢ de 55,6%, D 22,2% e F 22,2%. Estudo filogenético mais recente, também em pacientes
com hepatite B na regido norte do pais, demonstrou maior variabilidade genética e maior taxa
de substituicdes em pacientes com hepatite B aguda ou cronica que em portadores
assintomaticos (Oliveira e cols., 2008). J4 na regido Nordeste foi encontrado somente os
genotipos A (85,7%) e F (14,3%) (Silva Filho, 2005).

Estudo mais abrangente foi realizado por Mello em 2007. Na regido norte do pais, que
descreveu uma maior freqiiéncia do genotipo A no Amazonas e no Pard, enquanto no estado
do Amapa o genotipo mais freqiientemente encontrado foi o gendtipo D. No estado de
Pernambuco o gendtipo mais freqiliente foi o A (54,2%, seguido pelo F (29,2%) e D (16,6%).
Nos estados do Sudeste analisados (SP, RJ), o gen6tipo mais prevalente foi o gendtipo A,
ocorrendo o mesmo na regiao Sudeste (MG, MS e GO). No estado de Santa Catarina somente
foi relatada a presenca dos gendtipos A e D, sendo o ultimo o mais freqlientemente
encontrado.

Recentemente, estudo realizado com pacientes submetidos ao tratamento com
lamivudina, foi observado a presenca de amostras do gendétipo G. Tais amostras tiveram todo
o seu genoma seqiienciado e demonstraram grande divergéncia em rela¢do as seqiiéncia dos
gendtipos G ja descritas na literatura (Bottechia e cols., 2008).

Analises filogenéticas demonstraram que ambos os subgrupos do genotipo A (Aa e
Ae) circulam no Brasil, assim como dois subgrupos pertencentes ao genétipo F (Ib e 1I)
(Gomes, 2005).

Alguns autores colocam que a América do Sul e Central sdo as tnicas regides onde
estes trés gendtipos do HBV (A, D e F) co-circulam em larga escala, o que poderia contribuir

para variacdes especificas de isolados de HBV (De Castro e cols., 2001). Estes mesmos
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autores comentam que poucos genomas da América do Sul foram completamente
seqiienciados. A alta diversidade do HBV, aliado aos achados de que diferentes genotipos
apresentam comportamento diferente na evolucdo das doengas hepaticas, apontam para a
necessidade de um maior conhecimento da associacdo deste diferentes genotipos com o
desenvolvimento de diferentes doengas hepaticas. Deve-se destacar, no entanto, que nao
existem estudos suficientes sobre a prevaléncia dos diferentes gendtipos virais de HBV no
Brasil e na América do Sul. Tendo em vista que a populagdo brasileira ¢ composta por
diferentes origens étnicas, seria interessante saber se a freqiiéncia dos diferentes gendtipos de
HBV presentes no Brasil reflete a composi¢do étnica obtida a partir dos dados genéticos
encontrados em estudos populacionais (Alves-Silva e cols., 2000; Carvalho-Silva e cols.,

2001).

I.XV. Infeccao dupla e recombinac¢ao

Infeccdo dupla por mais de um genétipo de HBV pode ser detectada utilizando-se
métodos soroldgicos (Hess e cols., 1977; Tabor e cols., 1977). Superinfec¢cdes com o mesmo
ou genotipos diferentes de HBV, as quais, em pacientes cronicos, parecem vir sempre
acompanhadas da exacerbag¢do da doenca aguda ja foram descritas (Kao e cols., 2001). Em
estudos em pacientes tratados com interferon foi observada co-infecgdo por mais de um
gendtipo em 67% dos casos (Hannoun e cols., 2002). Além disso, nesse grupo de pacientes, ¢
freqliente a mudanga do gendtipo A (adw) para o gendtipo D (ayw) apds soroconversiao
(Gerner e cols., 1998). O aparecimento de rearranjos € a ocorréncia de varias trocas de bases
na regido pre-S sdo evidéncias que sugerem um processo de selegdo agindo nessa regido do
genoma viral. Além disso, a troca de gendtipos ap6s a soroconversao HBeAg/anti-HBe revela
a existéncia de mecanismos ainda ndo conhecidos durante o curso natural da infec¢ao (Gerner
e cols., 1998).

A detengdo de infeccdo por mais de um gendtipo de HBV ¢ de facil deteccdo com
PCR-multiplex, ou métodos que utilizam sondas genotipo especificas (Kato e cols., 2003;
Kirschberg e cols., 2004; Naito e cols., 2001; Zhang e cols., 2004). Utilizando diferentes
métodos, a infeccdo dupla foi observada em 4,4% (Sata e cols., 2003), 10,9% (Kato e cols.,
2003), 12,5% (Osiowy e cols., 2003), 17,3% (Olinger e cols., 2006), 17,5% (Chen e cols.,
2004) dos pacientes infectados por HBV. Inclusive infeccao tripla pelos genotipos A, B e C

foram relatadas em 0,9% de pacientes usuarios de drogas injetaveis (Chen e cols., 2004).
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A infecgdo pelo gendtipo G parece estar ligada necessariamente a co-infec¢dao pelo
gendtipo A. Esse achado em quatro pacientes americanos (Kato e cols., 2002) foi confirmado
por estudo francé€s que também identificou a infec¢do pelo genotipo G acompanhado pelo
genodtipo A em um paciente (Kremsdorf e cols., 1996).

Alteragdes no genoma do HBV ja foram relatadas por varios autores. Estudos recentes
identificaram Aot spots para recombinacdo intergenotipica (Simmonds e Midgley, 2005; Yang
e cols., 2006). Pontos de quebra e recombinagdo foram freqiientemente encontrados nas
vizinhangas da regidao DR1 (nt 1640-1900), regido preS1/S2 (nt 3150-100), regido 3" terminal
do gene do core (nt 2330-2450) e regido 3" terminal do gene da proteina S (nt 650-830)
(Simmonds e Midgley, 2005; Yang e cols., 2006).

A maior parte dos autores descrevem trocas em parte do promotor do gene pre-core
entre diferentes genotipos (Bollyky e cols., 1996; Bowyer e cols., 2000; Morozov e cols.,
2000; Sugauchi e cols., 2002). Varios recombinantes entre os gendtipos A e D (Bollyky e
cols., 1996; Bowyer e cols., 2000; Morozov e cols., 2000; Owiredu e cols., 2001; Sugauchi e
cols., 2002); B e C (Bollyky e cols., 1996; Bowyer e cols., 2000; Morozov e cols., 2000;
Sugauchi e cols., 2002) e entre os genotipos A e C (Hannoun e cols., 2002) ja foram
observados. Recombinagdes entre os gendtipos B e C parecem ser responsaveis pela
separacdo do gendtipo B em dois subgendtipos com distribuigdes geografica especificas: o
gendtipo sem recombinacdo ¢ encontrado no Japdo (Bj), enquanto o subgenotipo
recombinante (Ba) é encontrado em toda a Asia, exceto no Japdo (Sugauchi e cols., 2002). Do
mesmo modo recombinantes entre os gendtipos C e D sdo responsaveis por diferentes
subgenotipos encontrados no Tibet (Cui e cols., 2002; Wang e cols., 2005; Zeng e cols.,
2005).

Co-infecgao por dois genotipos diferentes de HBV em um tnico paciente pode resultar
em troca de material genético entre as duas linhagens. Entretanto, baseado no conhecimento
atual da replicagdo do HBV, o mecanismo de recombinagio ndo pode ser esclarecido, ja que
nenhum evento recombinatorio em que haja troca de material genético ao nivel de transcrigdao
pode ser proposto para o genoma de hepadnvirus (Schaefer, 2005; 2007). Além disso, ainda
estd em aberto se os eventos recombinatdrios observados no genoma do HBV sdo
conseqiiéncia direta de recombinagdo genética entre as diferentes linhagens virais, ou se sdo
resultados de uma répida adaptagdo do HBV a certos fatores genéticos ou imunologicos

caracteristicos de diferentes populagdes humanas no planeta (Schaefer, 2007).
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I.XVI. Associacdo entre os genotipos do HBV e o curso clinico da

infeccio e diferencas na resposta a terapia anti-viral

Embora estudos clinicos preliminares indiquem a existéncia de uma associacdo entre o
genotipo do HBV, a histdria natural da infeccdo e a resposta ao tratamento anti-viral (Carman,
1997; Kao e cols., 2000 a e b; Orito e cols., 2001) analises complementares sdo necessarias
para se chegar a uma conclusao definitiva em relagdo ao assunto.

Kao e cols. (2000 a, b) sugeriram que o gendtipo C do HBV esté associado a uma do-
enca de figado mais severa e a uma menor resposta a terapia com interferon (IFN), sendo que
portadores de HBV gendtipo C sdo mais freqiientemente HBeAg positivos (Akuta e cols.,
2003). Lindh e cols. (1999) associaram o gendtipo B do HBV a uma doenga de figado mais
grave. Na India, pacientes com HBV genétipo D foram observados com hepatite mais grave,
desenvolvendo carcinoma hepatocelular mais precocemente que pacientes infectados com o
genotipo A (Thakur e cols., 2002). Estudo realizado em pacientes que foram submetidos a
transplante de figado sugere que pacientes infectados com gendtipo A apresentam menor risco
de recorréncia, enquanto pacientes portadores do gendtipo D possuem um maior risco de re-
corréncia e morte ap6s transplante de figado (Devarbhavi e cols., 2002). Estudo recente reali-
zado por Livingston e cols. (2007) em pacientes com hepatite B cronica no Alasca, descreveu
associagao significativa entre a infec¢ao pelo genotipo F do HBV e o desenvolvimento de car-
cinoma hepatocelular.

Resposta a terapia com interferon parece estar associada a gendtipos especificos do
HBYV. Individuos portadores do gendtipo C e D apresentam uma menor resposta a [IFN se
comparado a individuos infectados com os genotipos A e B (Hou e cols., 2001; Kao e cols.,
2000 a e b;). A melhor resposta dos genotipos A e B pode estar relacionada ao mais rapido
desenvolvimento de mutagdes no promotor base do core nos genotipos C e D (Bartholomeusz
e Schaefer, 2004). A resisténcia a terapia antiviral com lamivudina parece ser independente
do gendtipo viral apos um ano de terapia, mas pode estar relacionada com a presenca do HBe-
Ag (Weber, 2005).

Ja que os gendtipos HBV possuem distribuigdo geografica especifica, é correto afirmar
que os genodtipos virais estdo relacionados as etnias das pessoas infectadas. O gen6tipo A ¢
predominante em etnias brancas, enquanto os genotipos B e C sdo predominantes em asiaticos
(Hollinger e Liang., 2001). Levando em consideracdo que a transmissao perinatal ¢ o modo de
transmissd@o mais comum no continente asiatico, fica a questdo; qual fator é mais importante
na determinacao do curso da infeccdo em portadores de HBV: gendtipo viral, duracdo da in-

feccao, ou etnia do portador (Weber, 2005).
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I.XVII. Historia Evolutiva

Embora a primeira descrigdo de uma epidemia de HBV s tenha acontecido no século
passado, ja foi sugerido que os genotipos virais do HBV podem refletir a migragdo de
populagdes humanas nos ultimos 100.000 anos (Norder e cols., 1994, 1996) e ha algumas
especulagdes que certas doengas (inclusive ictericia), descritas em textos antigos, como a
biblia podem ter sido causadas por infec¢ao pelo HBV (Hollinger e Liang, 2001). Além disso,
as altas taxas de transmissdo e os longos periodos de infeccdo alertam que o virus nao
necessita de grandes populacdes para estabelecer infecgdo (Dobson e Carper, 1996) e,
portanto, foi capaz de permanecer infectando pequenos agrupados humanos por varios anos.

Viarias tentativas foram feitas para se reconstruir o caminho evolutivo dos
hepadnavirus (Bollyky e Holmes, 1999; Fares e Holmes, 2002; Orito e cols., 1989).
Considerando uma taxa de substitui¢cdes sinonimas para o HBV de 4.57 x 10-5 por sitio por
ano, foi proposto que o virus da hepatite B de pato (DHBV) comecou a se diferenciar a
aproximadamente 30.000 anos atrds enquanto o virus da hepatite B de esquilo (GSHV) e o
virus que infecta marmotas (WHB) devem ter se divergido ha aproximadamente 10.000 anos
atras, todos tendo como ancestral o HBV. Os diferentes genotipos do HBV surgiram ha
aproximadamente 3.000 anos (Orito e cols., 1989; Simmonds, 2001). Entretanto, como nao
somos capazes de estimar a real taxa de mutagdo do HBV através dos séculos ou milénios,
ndo ¢ possivel calcular com exatiddo quanto ocorreu a separagdo dos gendtipos do HBV ou
das outras espécies da familia hepadnaviridae. O genoma ancestral do HBV provavelmente
teria 3215 nucleotideos de comprimento, como observado nos genoétipos B, C, F e H. Os
outros gendtipos diferem em tamanho devido a delecdes e inser¢des ocorridas no genoma
original.

Estudos sobre a distribui¢do geografica dos diferentes gendtipos do HBV sugerem que
o HBV se originou nas Américas e se espalhou pelo Velho mundo pelos ultimos 400 anos,
apds a era de coloniza¢des (Bollyky e cols., 1997). Durante esse periodo o HBV teria se
diversificado, gerando os varios gendtipos conhecidos, embora calculos baseados no reldgio
molecular viral estimem que um tempo muito maior (aproximadamente 2.000 a 3.000 anos)
seria necessario. Embora haja a possibilidade de que os diferentes gendtipos virais ja
existissem antes do HBV se espalhar pelo mundo, ndo hé evidéncias de infec¢do por outro
genotipo que ndo seja o F na populagdo indigena das Américas da época das grandes
colonizagdes. Corroborando essa hipotese, ha o fato de que a distribuigdo geografica dos
diferentes gendtipos do HBV nao seria tao clara se eles houvessem se diferenciados antes de

ter se espalhando em todo o mundo (Simmonds, 2001). Contudo, o maior problema desta
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hipétese € o fato de existir em todo o Velho Mundo varias espécies de primatas infectadas por
HBYV. Quando a proposta de que o HBV teria surgido nas Américas surgiu, as evidéncias de
infeccdo desses primatas pelo HBV era controversa, ja que poderia ter ocorrido como
resultado de transmissdo acidental entre os humanos e os animais em cativeiro (Lanford e
cols., 1998; Norder e cols., 1996; Vaudin e cols., 1988; Zuckerman e cols., 1978). Hoje em
dia ja sdo conhecidos casos de primatas selvagens infectados por HBV no Velho Mundo (Hu
e cols., 2000; MacDonald e cols., 2000; Takahashi e cols., 2000).

Sendo epidemiologicamente improvavel a proposta de que o contato humano foi o
responsavel pela transmissdo do HBV para varias espécies de primatas selvagens nesses
ultimos 300 anos, uma teoria alternativa propds que o HBV co-evoluiu com os humanos ao
mesmo tempo em que eles migraram a partir da Africa ha 100.000 anos (Magnius e Norder,
1995; Norder e cols., 1994). Isso implicaria em uma taxa de mutacdo de aproximadamente
5x107 trocas/por sitio/por ano nos tltimos 100.000 anos. Entretanto, a filogenia dos genotipos
do HBV em nenhum momento corresponde as relagcdes genéticas entras as populacdes de
humanos ou primatas. Por exemplo, a presenca do gendtipo F em populagdes nativas da
América ndo ¢ condizente com a presenga dos genotipos B e C nas populagdes mongois do
nordeste asidtico, que sdo geneticamente seus parentes mais proximos. Entretanto hd pouca
sendo nenhuma evidéncia que as populagdes sul americanas e polinésias tiveram significativo
contato para explicar a presenca do genotipo F na ilhas do pacifico. Além disso, ha pouca
relagdo entre a distribuicdo dos gendtipos do HBV com algum outro grupo populacional.
Outra incongruéncia ¢ a existéncia de genotipos de HBV espécie-especificos em chimpanzés,
gibdes e orangotangos ¢ como eles estdo misturados entre os genodtipos humanos. Isso é
altamente inesperado ja que as viroses dos primatas deveriam ser mais divergentes das
variantes humanas e uma das outras devido ao seu maior tempo de co-especiacdo com as
espécies de primatas (10£15 milhdes de anos) (Simmonds, 2001).

A partir dessa ultima observacao, surge a hipotese que a infec¢do humana pelo HBV
surgiu na populacdo varias vezes através do contato com diferentes primatas infectados com
diferentes genotipos espécie-especificos. Esse cenario, de alguma forma, lembra o descrito
para o surgimento da infec¢do pelo HIV na populacdo humana (Feng e cols., 1992; Gao e
cols., 1999). A hipotese que a infeccdo humana pelo HBV foi originada por contatos
multiplos entre os humanos e diferentes espécies de primatas ¢ suportada pelo fato das areas
de alta prevaléncia do HBV na populacao humana serem regioes onde o contato entre as duas
espécies é mais provavel (América do Sul, Africa Sub-saariana e Nordeste Asiatico). Além
disso, a distribuicao dos gendtipos de HBV considerados ancestrais (F, B e C) ¢ especifica

dessas trés areas, sendo que os genotipos encontrados fora dessas regides, como na Europa e
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América do Norte, sdo provavelmente resultado de variagcdes mais recentes do genoma viral
ao entrar em contato com grupos mais recentemente expostos. O problema encontrado na
hipotese de uma origem do HBV em primatas, hoje em dia, ¢ que humanos e primatas nao
compartilha nenhum gendtipo de HBV, a nao ser um relato sobre a infecgdo de um chimpanzé

com uma variante do genotipo E (Takahashi e cols., 2000).
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OBJETIVOS
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Tendo em vistas que a co-circulagdo em grande escala dos gen6tipos A, D e F do HBV
ocorre somente na América do Sul e Central e que poderia contribuir para variagdes
especificas nesses isolados, combinado ao fato de que diferentes gendtipos apresentam
comportamentos diferentes na evolugdo das doengas hepaticas, o presente trabalho tem como
objetivo caracterizar os diferentes genotipos do HBV circulantes em territorio nacional, ja que
ndo existem estudos suficientes sobre a prevaléncia dos diferentes genotipos virais de HBV
no Brasil e na América do Sul.

Frente ao fato da populacdo brasileira ser composta por diferentes origens étnicas,
outro objetivo do presente trabalho € identificar se a freqiiéncia dos diferentes genotipos de
HBYV presentes no Brasil reflete a composicdo étnica obtida a partir dos dados genéticos

encontrados em estudos populacionais.
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MATERIAIS E METODOS
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II1.1I. Analise sorologica
IILL.I. Descricao da amostra

Foi realizado levantamento, junto ao Laboratério de Sorologia do Servigo de
Hemoterapia do Instituto Nacional de Céancer para os anos de 1998 a 2005, de dados relativos
a marcadores soroldgicos para hepatite B (HBsAg, anti-HBc) de doadores de sangue

atendidos no referido Instituto.

IIL.1.II. Analise Estatistica

O teste de qui-quadrado (X°) foi utilizado para verificar se houveram alteragdes
significativas na prevaléncia de marcadores soroldgicos, em doadores de sangue voluntarios,

para hepatite B (HBsAg e anti-HBc).

IIL.I1. Analise molecular

IILILI Descricao da amostra

Foi realizado contato com varios bancos de sangue e centros de pesquisa em todo o
territorio nacional para obtencdo de amostras de soro de individuos HBsAg positivos. Essas
instituigdes, em sua maioria, foram hemocentros, nos quais existe uma soroteca na qual as
amostras poderiam ser selecionadas a partir dos testes sorologicos realizados rotineiramente
por essas instituicdes. Nesse primeiro contato, o estudo proposto era apresentado e os
objetivos a serem alcancados esclarecidos. Sete instituigdes, representando 4 regides
brasileiras distintas, apresentaram interesse em colaborar fornecendo amostras.

O levantamento da amostras HBsAgs positivas junto as sorotecas dos respectivos
centros foi realizado, sendo os soros alicotados a partir dessas amostras, ja coletadas e
armazenadas. Durante o levantamento realizado na soroteca do Laboratério de Sorologia do
Servigco de Hematologia do Instituto Nacional de Cancer, também foi avaliada a prevaléncia
de dois marcadores soroldgicos para hepatite B (HBsAg e ant-HBc) em doadores de sangue
voluntarios durante os anos de 1998 a 2005.

Trezentas € nove amostras de soro HBsAg positivas de doadores de sangue foram
coletadas junto as seguintes institui¢des (Tab. 3):

* Hemocentro de Santa Catarina, SC
* Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ, RJ
* Laboratorio de Sorologia, INCA, RJ
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e Santa Casa de Aragatuba, SP
* Hemocentro de Vitoria, ES

* Hemocentro de Goiania, GO
*Hemocentro de Alagoas, AL

*Hemocentro da Paraiba, PB

Tabela 3. Quantitativo de amostras coletadas no diferentes estados brasileiros.

Regido Estado Numero de amostras (n)
Sul Santa Catarina 41
Rio de Janeiro 48
Sudeste Sao Paulo 52
Espirito Santo 52
Centro-oeste Goias 51
q Paraiba 50
Nordeste Alagoas 25
Total 318

O projeto para desenvolvimento desse trabalho foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa — Centro Integrado de atengdio a Saude e ao Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Nacional de Cancer, sendo aprovado com os numeros de protocolos 08-2004 e
104/05 respectivamente (Anexo I). Pelo fato do estudo proposto ser um estudo retrospectivo,
feito a partir de amostras de soro (armazenadas em sorotecas) e fornecidos de maneira
andnima, ndo foi necessaria a apresentagao de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), visto que, conforme na resolucdo 196 do Conselho Nacional de Saude, de 10 de
outubro de 1996, item IV.3c, ndo foi possivel contatar os individuos diagnosticados, assim

como a coleta desses dados ndo foi necessaria ao andamento do projeto.

HILILIIL Extracao de DNA

As amostras coletadas no diferentes centros foram divididas em alicotas de 200puL de
soro. A essa alicota foram adicionados 80pL de um tampao de lise contendo Tris 0,25M, SDS
43mM + NaCl 0,93M + EDTA 25mM + tRNA Img + proteinase K 10mg/mL + CaCl,
0,0015M. As amostras foram deixadas a 37°C por 4 h para digestdo. Decorrido esse tempo a
amostra foi submetida a técnica de fenol-cloroférmio (Sambrook e cols., 1989) com
modifica¢des, pois a amostra foi incubada a —20°C overnight e centrifugada por 20 minutos
antes da precipitacdo por alcool.
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IILILIIL Determinac¢ao do genotipo do virus da hepatite B

Para a determinagao do gendtipo foram realizadas PCR “nested” para amplificacdo e
posterior, seqiienciamento da regido do envelope (S) do HBV. Para a amplificagdo, foram uti-
lizados os iniciadores HBV 21, HBV 24 (Starkman e cols. 2003) (Tab. 3) em uma primeira
etapa de amplificagdo. Para um total de 25,0uL de reagdo foi adicionado DNA (de 250,0ng a
1,0pg), dNTPs (0,2mM/UL), iniciadores (2pmol/ul), Taq DNA polimerase (0,02U/uL),
MgCl (0,2mM/uL), tampao de amplificacdo 1X. Na segunda etapa de amplificagdo foram uti-
lizados os iniciadores HBV 22 ¢ HBV 23 (Starkman e cols. 2003) (Tab. 4), sendo que para
um total de 50,0uL de reacdo foi adicionado 2,0pnL de produto amplificado na primeira etapa
de amplificagdo, dNTPs (0,2mM), iniciadores (2pmol/uL), Taqg DNA polimerase (0,02U/uL),
MgCl (0,2mM), tampao de amplificagdo 1X. A amplificacdo em ambas etapas ocorreu nas se-
guintes condigdes: 2 minutos a 94C°, trinta ciclos de 94C° por 30 segundos, 52 C° por 30 se-
gundos e 72 C° por 40 segundos, segundo de 72C° por 2 minutos. Os amplicons, contendo
aproximadamente 301 pares de base foram seqiienciados em um seqiienciador automatico
(MegaBACE 1000) utilizando os mesmos iniciadores utilizados para a segunda etapa de am-
plificacdo e submetidos a 30 ciclos de 95C° por 20 segundos, S0C° por 15 segundos, 60C° por
1 minuto. As seqiiéncias obtidas foram editadas com o programa BioEdit Sequence Align-
ment Editor (Hall, 1999) e alinhadas manualmente. Os dados de seqiienciamento foram utili-
zados para identificar o genotipo viral por BLAST através do banco de dados “Genotyping”
(Rozanov e cols., 2004) do Nacional Institute of Health, que compara a seqiiéncia de interesse
com uma série de seqiiéncias referéncias aos genotipos virais de HBV. A confirmacao de ge-
notipagem foi realizada através do método de neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987) com o al-
goritimo de distancia p ¢ a op¢ao de delecdo par a par (pairwise deletion), que nao requer que
as diferentes linhagens tenham evoluido na mesma proporcao, utilizando-se o programa
MEGA 4 (Tamura e cols., 2007). Para essa analise foram utilizadas seqiiéncias de HBV obti-

das no GenBank (Tab. 5).

Tabela 4. Iniciadores utilizados no estudo para determinar genotipo viral das amostras

positivas para infec¢cdo por HBV (MacDonald e cols, 2000).

Tamanho do

Iniciadores Seqiiéncia Ordem
produto

HBV 21 5’GACTTCTCTCARTTTTCYAGGGGS’

HBV24  5AGTAAAYTGAGCCARGAGAAACGGY 2°@pa  435pb
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HBV 22 S’GATGTRTCTGCGGCGTTTTATCAT3’

2a etapa 301pb
HBV 23 5’ACGGRCTRAGGCCCACTCCCATAG3’

Tabela 5. Seqiiéncias do GenBank utilizadas nas analises genéticas.

Genotipo/
Numero do GenBank . . Autor da seqiiéncia
Organismo de origem
AF090839 A Stuyver e cols.
S50225 A Wands e cols.
ABO014370 A Takahashi e cols.
X51970 A Koechel ecals.
AF297623 A Owiredu e cols.
ABO033554 B Sastrosoewignjo e cols.
AF100309 B Wen ecols.
D00329 B Okamoto H e cols.
M12906 C Kobayashi M e cols.
X04615 C Okamoto H e cols.
AB014381 C Takahashi e cols.
M32138 D Tong e cols.
AY 233291 D Kimbi e cols.
AB104712 D Saudy e cols.
AB205126 D Nakajimae cols.
AB205126 D Nakgimae cols.
X75657 E Norder H e cols.
AB032431 E Takahashi e cols.
X75658 F Norder e cols.
AF223965 F Alestig ecals.
X 75663 F Norder e cols.
AB036916 F Nakano e cols.
X69798 F Naumann e cols.
AY090455 F Arauz-Ruiz e cols.
AY 090458 F Arauz-Ruiz e cols.
AY090461 F Arauz-Ruiz e cols.
AF223963 F Alestig ecals.
AF223964 F Alestig ecals.
AF405706 G Vieth Secols.
AB064310 G Kato H e cols.
AF160501 G Stuyver e cols.
AY090454 H Arauz-Ruiz P e cols.
AY 090457 H Arauz-Ruiz P e cols.
AY 090460 H Arauz-Ruiz e cols.
AJ131571 Gibdo Grethe e cols.
ABO046525 Pan troglodyta Takahashi e cols.
AY 226578 WMHBV Chavez e cols.

IILIL.IV. Analise Protéica

Apbs o alinhamento das seqiiéncias de nucleotideo obtidas, tais seqiiéncia foram
traduzidas utilizando-se o programa MEGA 4 (Tamura e cols., 2007), tanto na posicao de

leitura da proteina S pequena, como na posicdo de leitura da polimerase viral. Essas
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seqiiéncias foram entdo comparadas com a seqiiéncia consenso de cada genoétipo criadas por

nods (Anexo II) e as substitui¢des de aminoacidos foram anotadas.
HILILYV. Analise Filogenética

Para avaliar as relagdes filogenéticas entre as diferentes seqiiéncias de regido S, as
seqiiéncias de DNA foram alinhadas e em seguida agrupadas por genotipo.

A diversidade nucleotidica Tt (definida como a probabilidade de se escolher ao acaso
dois nucleotideos homologos e eles serem diferentes, Nei, 1987) e a diversidade intragenotipi-
ca h (definida como a probabilidade de se escolher ao acaso dois haploétipos distintos em uma
amostra, Nei, 1987) foram estimados com o programa ARLEQUIN 2.001 (Schneider e cols.,
2000) com a opc¢ao pairwise difference e o fator de corre¢do gamma igual a 0,0 (zero) para o
calculo das distancias moleculares.

O calculo de mismatch distribution (Schneider e Excoffier, 1999), que computa a
distribuicao do numero de diferengas entre pares de seqiiéncias de DNA de um conjunto de
amostras, foi utilizado para estimar um possivel evento demografico passado, como por
exemplo, contragdo, ou expansdo populacional. Intervalos de confianga ao redor do mismatch
distribution foram calculados pelo método de percentil e baseados em 1000 réplicas de
bootstrap e nivel de significancia (a) de 0,001. Para a validacdo do modelo de expansdo
repentina (sudden expansion model) foi realizado teste utilizando a abordagem paramétrica de
bootstrap usando o desvio da soma de quadrados (SSD) entre as distribui¢des observadas e
esperadas (Teste de aderéncia; Schneider e Excoffier, 1999). Para esta andlise foi assumido o
modelo de sitios infinitos (infinite-sites model; Kimura, 1969) onde uma nova mutagdo ocorre
em um novo sitio que ¢ diferente do sitio onde uma mutagdo ocorreu inicialmente (Schneider
e Excoffier, 1999).

Andlise de variancia adaptada para dados moleculares (AMOVA; Excoffiere cols.,
1992), calculada usando o método de distancia de pairwise difference a partir de freqiiéncias
de variantes intragenotipicas, foi utilizada para determinar a estrutura geografica das
populacdes e os resultados gerados foram referidos como estatistica ® (Excoffier e cols.,
1992). A significancia dos indices de fixagdo (estatitica @) foi testada usando permutacgdes
nao paramétricas (Excoffier e cols., 1992), na qual sdo realizadas permutagdes de haplotipos,
individuos ou populagdes, entre populacdes ou grupos de populagdes, utilizando-se 16.000
permutacdes. A estatistica @ ¢ composta por trés indices; PCT (correlagdo de haplotipos
aleatorios dentro de grupos de populacdes, relativo aos pares aleatorios de haplotipos

extraidos de toda a populagdo estudada), PSC (correlagdo da diversidade molecular de

haplotipos aleatorios dentro das populagdes, relativo aos pares aleatdrios de hapldtipos
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extraidos da regido) e ®ST (correlagdo de haplotipos aleatorios dentro das populagdes,
relativo aos pares aleatorios de haplotipos extraidos de uma dada populacao - Excoffier e cols.
1992). Para andlise de varidncia (AMOVA) as amostras foram separadas pelos locais de
coleta (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Vitéria, Maceid, Jodo Pessoas, Goidnia, Joinville) e tais
locais foram agrupados por regido geografica (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul). A
analise foi realizada para cada gendtipo separadamente, para que a variagao entre os genotipos
ndo influenciasse as diferencas relativas aos diferentes locais de coleta.

A andlise a “base de rede”, median-joining, foi estimada pelo programa NETWORK
4.1.1.0 (Fluxus Technology, 2005). A analise de median-joining (MJ), cujo algoritmo foi ex-
plicado por Bandelt e cols. (1999), ¢ uma parcimdnia sem fundamento estatistico. Esta anali-
se, utiliza somente os sitios variaveis e infere vetores medianos que podem ser interpretados
como haplétipos extintos ou ndo amostrados na populagdo. A andlise de MJ foi realizada para
cada geno6tipo separadamente.

A fim de esclarecer melhor a histéria evolutiva das amostras do genétipo F, as
amostras desse genotipo seqiienciadas nesse estudo foram analisadas utilizando o método de
maxima verossimilhanca (Felsenstein, 1981) com busca heuristica completa, usando os
algoritmos de stepwise addition e de branch swapping [opgdo: tree-bisection-reconnection
(TBR)] com adigao de 10 réplicas, utilizando o programa PAUP* 4.0b (Swofford, 2003). Para
esta analise foram utilizadas 10 seqiiéncias de DNA representando variantes para o gendtipo F
do HBV. Nessa andlise foram adicionadas 12 seqiiéncias de HBV obtidas no GenBank

(Tabela 4).

IIL.IL.VI. Analise de Recombinantes

A andlise para a presenca de recombinantes foi realizada com o programa Simplot
(Lole e cols, 1999) pela andlise de bootscaning, que identifica sitios informativos que
suportam arvores de topologias diferentes, de acordo com Robertson e cols. (1995), Lole e
cols. (1999) e Sugauchi e cols. (2002). O teste de bootscaning foi realizado utilizando o
método de neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987) com o modelo de distdncia kimura 2
parametros (Kimura, 1980), com a taxa de transicdo e transversdo empirica e com 1000
réplicas de bootstrap. As seqiiéncias foram analisadas frente a seqii€ncias consensos formadas

por grupos de seqliéncias de cada gendtipo extraidas do Genbank (Tab. 5).
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IIL.II.VII. Analise Estatistica

O teste de qui-quadrado (X°) foi utilizado para verificar se a ocorréncia dos haplotipos
nos diferentes genotipos se dava de uma maneira uniforme ou nao.

Ja o teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar se os valores encontrados tanto
para a diversidade nucleotidica (T7) e diversidade intragenotipica (%) nos diferentes genotipo

de HBV, sdo estatisticamente diferentes.
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RESULTADOS




IV.1. Analise Soroldgica

Foram analisados dados soroldgicos provenientes do Laboratério de Sorologia do
Servico de Hemoterapia do Instituto Nacional do Cancer referentes a 128.497 doadores de
sangue, coletados entre os anos de 1998 e 2005. Nesse periodo aproximadamente 57.823, ou
seja, quase 45% dos doadores eram doadores de repeticdo. A prevaléncia média de HBsAg foi
de 0,27% (347/128.497) e de anti-HBc foi de 3,68% (4723/128.497) para o periodo de 1998 a
2005. A prevaléncia dos marcadores analisados ano a ano estd descrita na tabela 6. Uma
diminuigdo progressiva na prevaléncia média de individuos HBsAg e anti-HBc positivos pode
ser observada para os anos de 1998 a 2005. A prevaléncia de HBsAg caiu significativamente
de 0,36% em 1998 para 0,14% em 2005 (p<0,001), ao mesmo tempo, a prevaléncia de anti-
HBc também caiu de maneira significativa de 6,12% em 1998 para 2,05% em 2005 (p<0,001)
(Fig. 8). Esses dados foram publicados em 2006 na revista Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz, Vol. 101(6): 673-676 (Anexo III).

Tabela 6. Prevaléncia dos marcadores para a Hepatite B entre doadores de sangue no Rio de

Janeiro no periodo de 1998 a 2005.

Marcadores
Ano HBsAg anti-HBc
N  48/13,363 818/13,363

1998 % 0.36 o
1999 Ij 54/;’73,2103 8072775103
2/18214 712/18,214

S R Ve
2001 };, 56/01’92,556 678;;95256
17,374 572/17,374
o
2003 };i 41/;’52,6821 4802%821
2004 ({2 24/(171,4(1)59 4452671059
2005 (I;(T) 14/3,(1,:07 2112(())5,307
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Figura 8. Prevaléncia de HBsAg, anti-HBC e anti-HCV entre doadores de sangue voluntarios

no Rio de Janeiro no periodo de 1998 a 2005.

IV.IIL. Genotipagem

Todas as 318 amostras de doadores de sangue HBsAg positivas de diferentes regides
brasileiras, depois de submetidas a extragdo de DNA, tiveram amplificada a regido de
interesse (S) por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Foi possivel obter seqiiéncias para a determinagdo do gendtipo viral em 273 amostras
(Tab. 7). O fato de ndo ser possivel a amplificagdo e posterior seqiienciamento de todas as
amostras pode estar relacionado a coleta em recipiente ndo apropriado ou estocagem
impropria com descongelamento esporadico.

A determinacdo do genotipo viral foi realizada primeiramente com a ferramenta
Genotyping desenvolvida pelo National Institute of Health e confirmada pela andlise de
Neighbor-Joining (Figs. 9, 10 e 11).

Entre as amostras seqiienciadas foram encontrados trés genotipos de HBV: A (73%)),
D (23%) e F (4%).

O genotipo A foi o mais identificado nas amostras de Aracatuba, Goiania, Jodo
Pessoa, Maceid, Rio de Janeiro e Vitoria, a excecdo a cidade de Joinville. O genétipo D foi

encontrado em amostras de Aracgatuba, Goiania, Jodo Pessoa, Rio de Janeiro, Joinville e
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Vitoria, sendo a exce¢do neste caso, a cidade de Maceid. O genétipo F foi o menos
freqlientemente encontrado, somente entre as amostras de Aragatuba, Jodo Pessoa, Joinville e

Rio de Janeiro, estando ausente nas amostras coletadas em Goidnia, Maceio e Vitoria.

Tabela 7. Quantitativo de amostras seqiienciadas separadas por estado de coleta.

Cidade Numero de amostras (n)
Joinville 40
Rio de Janeiro 44
Aracatuba 51
Vitoéria 37
Goiania 41
Jodo Pessoa 45
Maceio 15
Total 273

Em Aracatuba, 78% das amostras analisadas apresentavam o gendtipo A, 20% o
genotipo D e 2% o genodtipo F. Em Goiania, 95% das amostras analisadas apresentaram o
gendtipo A e 5% o gendtipo D. Em Jodo Pessoa 82% das amostras agrupou-se no gendtipo A,
4% no gendtipo D e 14 % no gendtipo F. Na cidade de Joinville, o gendtipo mais freqiiente
foi o D, em 67,5% das amostras coletadas, seguido pelo genotipo A, identificado em 30% das
amostras, e do gendtipo F presente em 2,5%. Em Maceid, s6 foram encontradas amostras do
gendtipo A. No Rio de Janeiro 76% das amostras analisadas apresentavam o genotipo A, 19%
o genodtipo D e 5% o gendtipo F. Em Vitoria 58% das amostras apresentaram o gendtipo A e

42% o D, estando ausente o gendtipo F (Fig. 12).
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Figura 9. Topologia obtida na analise de Neighbor-Joining para todas as variantes

intragenotipicas encontradas no genodtipo A. As seqliéncias referéncias, retiradas do GenBank,

encontram-se sublinhadas.
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Figura 11. Topologia obtida na analise de Neighbor-Joining para todos os haplotipos
encontrados no gendtipo F. As seqiiéncias referéncias, retiradas do GenBank, encontram-se

sublinhadas.

47



100,00% -
90,00% -
80,00% -
70,00% A
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% A
20,00% A
10,00% -
0,00% -

mA

mD

mF

AL PB GO ES RJ SP SC

Figura 12. Gréficos mostrando a distribui¢do dos diferentes genotipos do HBV nas vérias
localidades analisadas.

IV.I1I. Subtipos

O subtipo viral foi determinado em 261 seqiiéncias de acordo com os residuos de
aminodcidos presentes nas posi¢des 122, 127, 134, 159 e 160. Em nossa amostra o subtipo
mais freqiiente foi adw2 (75,1%), seguido por ayw?2 (18,01%), adw4 (3,83%), ayw1 (1,92%)
e ayw3 (1,15%). Em todos as localidades amostradas o subtipo mais freqiiente foi adw2,
exceto em Joinville, onde o subtipo mais freqiiente foi ayw2. No Em Vitoria o subtipo ayw?2,

apesar de ndo ser o mais freqliente, também apresentou uma alta prevaléncia (Tab. 8).

Tabela 8. Prevaléncia dos diferentes subtipos virais nas diversas localidades de coleta.

L";jll)‘g;ges AL PB GO ES RJ SP SC Total Porcentagem
adw2 14 38 32 20 30 38 16 196 75,10%
adw4 o 6 0 0 3 1 0 10 3,83%
aywl 10 3 0 0 1 5 1,92%
ayw?2 o o0 2 17 5 2 21 47 18,01%
ayw3 o 0o o0 0 1 0 2 3 1,15%
Total 15 44 37 37 39 41 40 268

Em amostras do genotipo A foi observado a presenga de 2 subtipos diferentes adw?2 e
aywl, sendo o adw2 o mais freqliente. Nas amostras pertencentes ao genodtipo D foram
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observados os subtipos aywl, ayw2, ayw3 e adw2, sendo o ayw2 o mais prevalente. Nas
amostras que se agruparam no genoétipo F foram observados os subtipos adw?2 e adw4, sendo

o ultimo o mais freqliente (Tab. 9).

Tabela 9. Distribuicao dos diferentes subtipos virais nos diferentes genotipos identificados.

Subtipo A Genc')]t)mos F Total
adw?2 188 6 2 196
adw4 0 0 10 10
aywl 4 1 0 5
ayw2 0 47 0 47
ayw3 0 3 0 3

IV.IV. Analise intragenotipicas

Foram obtidas 264 seqiiéncias relativas ao determinante “a” da regido aberta de leitura
da proteina S pequena compreendendo os aminodcidos 105 a 166. Nessas amostras foram
encontrados 54 sitios polimoérficos, nos quais ocorreram 62 substituigdes nucleotidicas (30
transig¢des e 32 transversoes), sendo que o nimero médio de diferengas entre todos os pares de
variantes da amostra foi de 7,73 +/- 3,61, e a probabilidade de dois nucleotideos homologos
escolhidos ao acaso serem diferentes foi de 0,04 +/- 0,02. Em relagdo ao ntimero total de
substituigdes, 60% ocorreram na terceira posicdo do cddon, 25% na segunda posi¢do e
somente 15% na primeira posicdo. Das mutagdes observadas nas seqiiéncias nucleotidicas no
gene S, aproximadamente 53% eram sinonimas, ou seja, ndo acarretam uma mudanga de
aminodcidos na seqiiéncia protéica final.

Na analise das seqii€ncias pertencentes ao genotipo A foram observados 68 variantes
(em 200 amostras analisadas), sendo 55 representados por uma Unica amostra. No gendtipo D
foram observados 37 variantes (de 62 amostras analisadas), dos quais 35 foram representados
por somente uma amostra. No gendtipo F foram encontrados 11 variantes, entretanto nenhum
deles era compartilhado por mais de uma amostra (Tab. 10 e 11). O teste de qui-quadrado
demonstrou que o maior nimero de variantes observado no gendtipo A difere do esperado

para uma distribui¢ao uniforme (p<0,001).

Tabela 10. Lista das variantes compartilhadas por mais de uma amostra identificadas na

analise das seqii€éncias de regido S para o genotipo A. A localidade de coleta € representada

49



pela sigla do Estado. N = nimero de amostras encontradas para cada variante. A1 = variante

1, A2 = variante 2 e assim por diante.

Variante N Amostras Localidade
9, 19, 144, 145, 146, 147, 150, 152, 154, 155, 156, 158, 163, 167 SP
29, 32, 41, 81, 87, 100 RJ
67, 75,102,107, 123 ES
Al 54 284,291, 293, 297, 301, 306 AL
391, 392, 393, 394, 396, 398, 399, 402, 403, 405, 406, 408, 410, 411, 412, GO
413, 415,416, 425, 426

164, 264, 474 SC
148, 151, 161, 162 SP
35, 37,45, 48, 83, 90 RJ
66, 72,717,105, 106, 112, 114, 120 ES
Al 36 283,294 AL
311, 321, 325, 328, 333, 334, 335, 339 PB
407, 417,422,423, 430, 435, 451,479 GO
A3 15 285 AL
307, 308, 309, 310, 314, 315, 318, 322, 323, 331, 338, 343, 346, 351 PB
20 SP
97 RJ

A4 1
0 305 AL
312,313,316, 317, 320, 332, 340 PB
2,3,5,7,16,22,27 SP
AS 8 40 RJ
A6 5 34, 36,42, 44, 82 RJ
50 RJ
A7 2 468 SC
99 RJ
A8 2 418 GO
124 ES
A9 2 429 GO
91 RJ
A10 2 300 AL
53 RJ
All 2 470 SC
Al2 2 15,23 SP
Al3 2 255,275 SC
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Tabela 11. Lista das variantes compartilhadas por mais de uma amostra identificadas na
analise das seqiliéncias de regido S para o genotipo D. A localidade de coleta ¢ representada
pela sigla do Estado. N = nimero de amostras encontradas para cada variante. D1= variante 1,

D2= variante 2.

Variante N Amostras Localidade
159 SP
54, 55 RJ
D1 20 59, 62, 69, 74 ES
386 GO
460, 462,464,469, 476, 477, 478, 480, 481, 482, 483, 486 SC
D2 5 1,10,11, 12,13 SP

IV.V. Analise Protéica
IV.V.L. Gene S

Na andlise das seqiliéncias de aminoacidos gerados a partir do seqlienciamento de parte
do gene S do virus da hepatite B (aal05 a 165) foram identificados 52 peptideos, destes, 19
foram traduzidos a partir de seqiiéncias de DNA obtidas de HBV do gendtipo A, 24 do
genotipo D e 9 do gendtipo F.

Na analise desses peptideos foram observadas 27 modificagdes de aminoacidos em 18
sitios variaveis (Tab. 12). Em nossa amostra, o aminoacido mais variavel foi o 131 no qual foi
identificada substitui¢do em 73 amostras. Este sitio também foi o mais variavel nas amostras
do genotipo A (substituigdo N131T em 12 amostras) e no genoétipo D (substituigdo N131T em
56 amostras). No genotipo F a substitui¢ao mais freqliente foi a P127L, identificada em 10

amostras.
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Tabela 12. Substitui¢des de aminoacidos encontradas nas seqiiéncias analisadas na leitura da
proteina de superficie, discriminando o aminoacido presente na seqii€éncia consenso (aa), sua
posi¢do, o aminoacido substituido, o nimero de amostras que apresentam a substitui¢ao (n) e
os efeitos causados pela substituicdo. Em negrito estdo as mudangas de aminodcidos
relacionadas com a determinagao do subtipo viral, em italico estdo as substitui¢do

relacionadas com variagdes genotipicas. ? = efeito ndo descrito.

aa posicdo  aasubstituido n Efeito
I 110 L 6 provavel bloqueio da secre¢do de particulas virais
5
T 114 S 9 variagdo genotipica
T 118 A 1 escape vacinal
T 118 v 1 provavel escape vacinal
P 120 T 2 escape vacinal
K 122 R 57 determinacdo de subtipos virais
P 127 T/L 13 determinacdo de subtipos virais
P 127 I 2 ?
A 128 A% 1 escape vacinal
Q 129 R 1 escape vacinal
G 130 R 1 escape vacinal
G 130 N 1 escape vacinal
7
N 131 P/T 4 variagdo genotipica
Y/F 134 H 1 ?
Y/F 134 N 2 ?
F 134 Y 68 determinacao de subtipos virais
C 138 S 4 deficiéncia na secre¢do de virions
T/C/K 140 S 3 escape vacinal
5
S/P 143 T 7 variagdo genotipica
S 155 T 1 ?
G/L/F 158 Y/4/v 8 variagdo genotipica
A/K 159 G/V 70 determinacdo de subtipos virais
Y/L/K 161 F 50 varia¢do genotipica
IV.V.I. Polimerase

Na andlise das seqliéncias de aminoacidos gerados pela seqiiéncia que codifica a
polimerase viral do virus da hepatite B (posi¢ao rt111 A rt171) foram identificados 71
peptideos, sendo 41 traduzidos a partir de seqiiéncias de DNA obtidas de HBV do genoétipo A,

19 do genoétipo D e 11 do genotipo F.
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Analisando esses peptideos foram observados 35 sitios varidveis, onde ocorreram 51
modificacdes de aminoacidos (Tab. 13). O aminoacido mais variavel foi o rt154 encontrado
substituido em 87 amostras. No do gen6tipo A, a substitui¢ao mais freqiiente foi rtW154R, no
genotipo D, o aminodcido mais variavel foi o rt130, substituicdo rtP130Q, em 20 amostras, ja

no gendtipo F a substituicdo mais observada foi a rtM132Lem 6 amostras.

Tabela 13. Substituicdes de aminoacidos encontradas nas seqiiéncias da polimerase do virus
da hepatite B analisadas, discriminando o aminoacido presente na seqiiéncia consenso (aa),
sua posi¢ao no dominio RT (posigdo rt), 0 aminoécido substituido e o nimero de amostras

que apresentam a substitui¢do (n).

AA  posicdo RT  aa substituido n
L 115 M 1
N 118 T/D 7
S 119 P 1
I 121 L 2

H/L/Y 122 N/F/I/L 44
D 123 N 5
N 124 H 11
Q 125 K 2
H 126 Y/R 24
H 127 N 1
T 128 N 3
L 129 M 21
P 130 Q 21
N 131 D 1
M 132 L 6
S 135 Y/T 13
N 137 D 1
R 138 K 3
Q 139 H/K/N/T 21
S 140 T 3
\Y% 142 E/A 3
M 145 L 5
Q 148 K 5
K 149 Q/E 4
F 150 Y 11
Y 151 F 4

Y/R/Q 152 F/W/K 9

W/L 154 R/F/Y 87
S 160 T 3
I 162 V/N 2
L 163 M 1
I 164 A% 10
F 167 L 2
K 169 E/Q 2
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IV.VI. Anailise Filogenética

A diversidade nucleotidica (TT) para as amostras do gendtipo A foi de 0,013751 +/-
0,008199, para o gendtipo D foi de 0,023860 +/- 0,013220 e para o genotipo F foi de
0,032323 +/- 0,019024. A diversidade nucleotidica tanto do genotipo A como do gendtipo D,
para cada localidade de coleta, também foi estimada (Tab. 12). O Teste de Mann-Whitney
demonstrou que os valores encontrados para diversidade nucleotidica () nos diferentes
gendtipos encontrados sdo estatisticamente diferentes para 0=0,05. A diversidade
intragenotipica (/) para o gendtipo A foi de 0,8687 +/- 0,0175, para o gendtipo D foi de
0,8678 +/- 0,0419 e para o genotipo F foi de 1,0000 +/- 0,0447. Da mesma forma a
diversidade intragenotipica (4) para os gendtipos A e D foi calculada para cada localidade
separadamente (Tab. 14). Para a diversidade intragenotipica (%), ao ser aplicado o teste de
Mann-Whitney, demonstrou-se que os valores encontrados para diferentes genotipos nao sao

estatisticamente diferentes para a=0,05.

Tabela 14. Diversidade nucleotidica (T7) e diversidade intragenotipica (%) para as amostras do

genotipo A e genotipo D em cada localidade de coleta.

Localidade Diversidade nucleotidica (1)  Diversidade intragenotipica (/)
Gendtipo A

Maceid 0,008760 +/- 0,006130 0,8476 +/- 0,0878
Jodo Pessoa 0,008217 +/- 0,005602 0,7730 +/- 0,0451
Goiania 0,007967 +/- 0,005461 0,7018 +/- 0,0685
Vitoria 0,012767 +/- 0,008034 0,8498 +/- 0,0601
Rio de Janeiro 0,012075 +/- 0,007591 0,9140 +/- 0,0308
Aragatuba 0,018670 +/- 0,010804 0,8205 +/- 0,0510
Joinville 0,021272 +/- 0,013137 0,9556 +/- 0,0594

Genotipo D

Joao Pessoa

0,053476 +/- 0,056086

1,0000 +/- 0,5000

Goiania 0,010695 +/-0,013099 1,0000 +/- 0,5000
Vitoria 0,019157 +/-0,011612 0,9341 +/- 0,0611
Rio de Janeiro 0,020053 +/-0,012870 0,8929 +/-0,1113
Aracatuba 0,024828 +/- 0,015504 0,6429 +/- 0,1841
Joinville 0,022137 +/-0,012658 0,7749 +/- 0,0861
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A analise de median-joining das amostras pertencentes ao genotipo A mostrou 12
vetores medianos € no maximo 4 mutacdes separando os haplotipos ou vetores medianos
(Fig. 13). Os haplotipos do gendtipo A mais freqiientes (Al representado pela amostra
numero 9, A4 representado pela amostra nimero 20, A2 representado pela amostra numero
35 e A3 representado pela amostra nimero 307) foram encontrados no interior da rede
sendo a variante Al identificado como o mais ancestral. Nessa andlise foi possivel
observar uma tendéncia de segregacdo espacial na rede, referente as amostras de uma
mesma regido de coleta. No gendtipo D, a andlise de median-joining mostrou 23 vetores
medianos € no maximo 4 mutagdes separando os haplotipos ou vetores medianos (Fig. 14).
Da mesma forma a variante D1 representado pela amostra nimero 54, a mais freqiiente
para o gendtipo D, também foi encontrada no interior da rede representando uma variante
ancestral. Na analise de ambos os genotipos foi observada a formagdo de varios loops,
mostrando varias possibilidades de conex@o entre haplotipos. Na andlise com amostras do
genotipo F foi observado nove vetores medianos com no maximo 3 mutacdes separando os
haplotipos ou vetores medianos. Na andlise das amostras do gendtipo F foi possivel

observar a formacgao de quatro algas, ou loops (Fig. 15).
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Figura 13. Median-joining com os haplétipos
do genoétipo A. Cada haplétipo € representado
por um circulo, sendo que os circulos
preenchidos (pontos pretos) correspondem aos
haplétipos encontrado naquela localidade.
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Figura 14. Median-joining com os haplotipos do genotipo D. Cada alotipo € representado por
um circulo, sendo que os circulos preenchidos (pontos pretos) correspondem aos haplotipos
encontrado naquela localidade. Numeros proximos aos circulos representam as amostras. Para
melhor visualizagdo, ja que alguns haplotipos sdo compartilhados, as arvores foram repetidas

para cada localidade analisada.

60



Figura 15. Median-joining com os haplotipos do genotipo F. Cada variante € representado por

um circulo. Nimeros proximos aos circulos representam as amostras.

Na analise hierarquica de AMOVA, o calculo de ®cr ndo mostrou diferenga significativa
(p=0,05) entre regides (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), tanto para as amostras do
genodtipo A quanto para as amostras do genotipo D (Tab. 13 e 14). O célculo de Psc mostrou
diferenca significativa (p < 0,05) entre populac¢des (Jodo Pessoa, Maceid, Goiania, Vitoria,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Joinville) de uma mesma regido (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste
e Sul; Tab. 13 e 14), em ambos os gendtipos. Finalmente, o ®sr mostrou diferengas

significativas (p < 0,05) (Tab. 15 e 16).
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Tabela 15. Anélise de variancia molecular (AMOVA) para as amostras do gendtipo A usando

o método de pairwise difference para o calculo da matriz de distancia.

Genotipo A

Particdo Observada

Componente de Varidncia  Varidncia % total p Estatistica @
Entre regides -0,00116 -0,09 0,52600 @cr = -0,00088

Entre as populagdes / regides 0,18099 13,77 0,00000 @sc=0,13757
Dentro das populagdes 113456 86,32 0,00000 @sr=0,13681

Tabela 16. Anélise de variancia molecular (AMOVA) para as amostras do gendtipo D usando

o método de pairwise difference para o calculo da matriz de distancia.

Genotipo D

Particdo Observada

Componente de Varidncia  Variancia % total p Estatistica @
Entre regides -0,17766 -7,85 0,55274 @cr =-0,07853

Entre as populagdes / regides  0,39493 17,46 0,00819 @sc=0,16186
Dentro das populagdes 204501 90,40 0,00137 @st = 0,09604

A distribuicdo do numero de diferencas nucleotidicas entre pares de haplotipos

(mismatch distribution) mostrou uma curva unimodal para o gendtipo A, enquanto que para o

gendtipo D foi observada uma curva multimodal. As curvas formadas com os dados

simulados (assumindo o modelo de sitios infinitos) para ambos os genotipos, mostraram uma

distribuicao unimodal. Em ambos os gendtipos as curvas tracadas com os dados observados e

simulados enquadraram-se dentro dos percentis 5% e 95% (Fig. 16 e 17). O teste de aderéncia

para o gendtipo A gerou um valor SSD = 0,00774895 (p > 0,1) em concordancia com o

modelo hipotético de expansdo repentina da populacdo. Para o genétipo D, o modelo

hipotético de expansdo repentina também foi aceito pelo teste de aderéncia SSD =

0,00730742 (p > 0,77).
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Figura 16. Mismatch distribution para o genotipo A com o = 0,05. Intervalos de confianga
estdo representados pelas curvas de percentil 5 e 95. Observado = distribui¢do do nimero de
diferengas entre pares de seqiiéncias de DNA de HBV genétipo A; Simulado = dados

simulados utilizando o modelo de sitios infinitos.
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Figura 17. Mismatch distribution para o genotipo D com a = 0,05. Intervalos de confianga
estdo representados pelas curvas de percentil 5 e 95. Observado = distribui¢do do nimero de
diferengas entre pares de seqiiéncias de DNA de HBV genétipo D; Simulado = dados

simulados utilizando o modelo de sitios infinitos.

Na andlise de maxima verossimilhanca para as amostras do gendtipo F pode-se

observar que as amostras seqiienciadas no presente trabalho agrupam-se somente entre as
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amostra dos subgenoétipos FII, FIII e FIV, sendo que as amostras dos subgendtipos FI e FII
formam um grupo monofilético, enquanto a relagdo entre as amostras do subgenétipo FIII ndo

podem ser bem resolvidas (Fig. 18).
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Figura 18. Topologia obtida na anélise de méxima verossimilhanca para as seqiiéncias do
gendtipo F que codificam peptideos diferentes. As seqiiéncias referéncias, retiradas do

GenBank, encontram-se sublinhadas.

IV.VII. Analise de recombinantes

Andlise de sequéncias recombinantes foi realizada para todos os haplétipos
encontrados para cada gendtipo (68 hapldtipos pertencentes ao genotipo A, 37 haplétipos do
gendtipo D e 11 haplotipos do genodtipo F). Na referida anélise nao foi possivel caracterizar
eventos de recombinagdo entre as seqiiéncias econtradas no presente estudo, e as sequéncias

consenso dos diferentes genotipos de HBV.
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DISCUSSAO




V.1. Analise sorologica

Foi verificado que a prevaléncia de HBsAg e anti-HBc (marcadores para hepatite B)
diminuiu significativamente em doadores de sangue do Servigo de Hematologia do Instituto
Nacional do Cancer, Rio de Janeiro, entre os anos de 1998 a 2005.

Nesse estudo a prevaléncia média de doadores de sangue HBsAg positivos (0,27%) no
periodo de 1998 a 2005, foi menor do que a encontrada para Labrea, no Amazonas (3,3% em
2000) (Braga e cols., 2005) e para o estado de Santa Catarina (0,7% em 1994-1995 e 0,98%,
0,84% e 0,64% em 1999-2001 respectivamente) (Treitinger e cols., 2000; Rosini e cols.,
2003). Entretanto a comparagdo com outros paises como Alemanha (0,16% em 1997-2002)
(Offergeld e cols., 2005), Estados Unidos (0,07% em 2002) (Zou e cols. 2004), Italia (0,003%
em 1994-1997) (Tosti e cols., 2002) e Canada (0,012% em 2000) (Chiavetta e cols., 2003)
demonstrou que a prevaléncia de HBsAg nessa populagdo € maior que a encontrada em paises
desenvolvidos.

A prevaléncia média para o antigeno do core (HBc) nas amostras do Rio de Janeiro
(3,68%) foi menor do que a encontrada no estado e Santa Catarina em 1999, 2000 e 2001
(8,83%, 7,09% e 5,35% respectivamente) (Rosini e cols., 2003). A prevaléncia de anti-HBc
em nossa amostra para o ano de 1998 foi de 6,12%, indice bem abaixo do encontrado para
Recife (12%) em 1997 (Arraes e cols., 2003), demonstrando que apesar da alta prevaléncia de
anti-HBc no Brasil, a infec¢do por HBV ndo ¢ endémica na cidade do Rio de Janeiro. A
prevaléncia encontrada para o anti-HBc no Rio e Janeiro em 1998 (6,12%) foi similar a
encontrada na Colombia (6,8%) e Panama (6,7%), mas mais alta que em outros paises da
América Latina para o ano de 1997 como: Chile (1,5%), Costa Rica (3,8%), Equador (3,9%),
El Salvador (3,8%), Honduras (3,5%), Nicaragua (3,1%), Paraguai (5,6%) e Uruguai (4,1%)
(Schmunis e cols., 2001). A prevaléncia média de anti-HBc no Rio e Janeiro também foi
maior do que a encontrada na Italia (0.03% em 1994-1997) (Tosti e cols., 2002).

A queda na prevaléncia desses marcadores na populacdo estudada, deve-se
principalmente a campanhas de vacina¢do contra o HBV e ao aumento na sensibilidade dos

testes sorologicos devido ao advento da AIDS.

V.II. Distribuicdo dos diferentes genotipos do HBV no territorio

brasileiro

A prevaléncia do gendtipo A foi observada em 73% das amostras analisadas. Os

poucos estudos brasileiros com amostras provenientes de mais de um estado sempre
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apresentam o genotipo A como o gendtipo prevalente (Mello, 2005; Rezende e cols., 2005;
Silva Filho, 2005; Sitnik e cols., 2004). Em nossa amostra o gen6tipo A se mostrou prevalente
na maioria das localidades analisadas (Maceio, Jodo Pessoa, Goiania, Vitoria, Rio de Janeiro
e Sao Paulo), exceto em Joinville, onde o genotipo D foi identificado na maior parte das
amostras (67,5%). Outros estudos nos quais a presenca dos diferentes genotipos do HBV foi
avaliada em amostras da regido sul, também apontaram para uma maior prevaléncia do
gendtipo D (Bertolini, 2002; Carrilho e cols., 2004; Mello, 2005). O genotipo F, apesar de ser
0 genotipo caracteristico das populagdes americanas ¢ o menos representado em nossa
amostra (4%). A freqiiéncia do gendtipo F na populacdo esta fortemente relacionada com o
grau de miscigenagdo da populagdo, de uma forma em geral, com os amerindios (Devesa e
Pujol, 2007). Outro fator que pode ter influenciado em nosso baixo grau de deteccao de
amostras pertencentes ao gendtipo F deve-se ao fato de ndo ter sido coletada amostras de
regido norte do pais, regido essa onde o gendtipo F do HBV possui maior prevaléncia.

A prevaléncia dos genotipos do HBV em diferentes regides do pais pode ser melhor
entendida analisando o contexto historico de colonizagdo brasileira. A colonizagdo do Brasil,
iniciada na década de 30 do século XVI, teve como base econdmica a producao — extrativista,
agricola ou mineral — sustentada no trabalho escravo e voltada para o comércio com Portugal
(Levy, 1974). Nossas caracteristicas étnicas sdo procedentes principalmente de 3 povos:
amerindio, africano e europeu.

Muitas sociedades indigenas que viviam no territério dominado durante o processo de
colonizacdo, foram levadas a extingdo, seja pela agdo das armas, seja em decorréncia do
contagio por doengas, ou ainda, pela aplicagdo de politicas visando a "assimilagdo" dos indios
a nova sociedade implantada. Os povos que habitavam a costa foram dizimados, dominados,
ou refugiaram-se nas terras interioranas para evitar o contato (FUNAI). Esse comportamento
acarretou pouca miscigenagdo entre os povos indigenas e o restante da populacdo da época.
Hoje, no Brasil, vivem cerca de 460 mil indios, distribuidos entre 225 sociedades indigenas,
que perfazem cerca de 0,25% da populagdo brasileira (FUNAI), evidenciando que mesmo que
a miscigenagdo ocorra, ela € restrita a algumas regides do pais. Sendo assim, o genotipo F
(tipico da populacdo amerindia) apresenta baixa prevaléncia em todas as regides analisadas.

A chegada de povos africanos no Brasil teve seu inicio na segunda metade do século
16, e desenvolveu-se no século 18 até ser proibida em 1850. Ao todo, entraram no Brasil
aproximadamente 3 milhdes de africanos que foram escravizados (Levy, 1974). A populagao
africana se estabeleceu principalmente nas regides agrarias da época, nos estados das regides
sudeste (lavoura do café) e nordeste (lavoura de cana de agucar), onde o gen6tipo A do HBV,

tipico das populacgdes africanas, pode ser observado mais freqiientemente.
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A vinda de imigrantes para o Brasil, ressalvada a presenca de portugueses —
colonizadores do pais — delineia-se a partir da abertura dos portos as nagdes amigas (1808) e
da independéncia do pais (1822) (Oliveria e Abbeg, 2003). Apos a proibicdo do trafego
negreiro, a imigracdo passou a fazer parte da politica Imperial, pois o Sul do Brasil
continuava despovoado e alvo da cobiga dos paises vizinhos. O governo passou a incentivar a
implantacdo de nucleo de colonos imigrantes provenientes de varias partes da Europa no sul
do pais. O governo passou a incentivar a implantacdo de nucleo de colonos imigrantes no Rio
Grande do Sul e em Santa Catarina (Herédia, 2001). A partir de entdo, imigrantes alemaes,
italianos e, em menor escala, eslavos passaram a ser atraidos para o Brasil. A imigragdo para
o Rio Grande do Sul comegou em 1824, com a chegada de imigrantes alemaes, que fundaram
cidades como Sdo Leopoldo e Novo Hamburgo. A colonizagdo no Sul do Brasil seguiu em
ritmo acelerado no entrar da década de 1870, depois efetuada por imigrantes italianos. A
maior parte dos colonos se dedicou a cultura de vinho e ao trabalho nas vinicolas e fundaram
cidades como Caxias do Sul, Bento Gongalves e Cricitma. A imigragdo para o sul do pais
teve seu auge na década de 1920, quando desembarcaram no Brasil 70 mil alemaes que se
concentraram, sobretudo, no Sul do Brasil (Herédia, 2001). Na regidao sul, colonizada
basicamente por familias européias existe uma maior prevaléncia do gendétipo D do HBV,

gendtipo caracteristico da populagdo mediterranea.

V.III. Os diferentes subtipos encontrados

Em nossa amostra foram identificadas amostras pertencentes aos subtipos adw (adw?2 e
adw4) e ayw (ayw 1, ayw2, e ayw3), sendo que no gendtipo A foram identificadas amostras
adw2 e ayw, no genotipo D amostras com subtipos adw2, ayw1, ayw?2 e ayw3 e no gendtipo F
amostras com o subtipo adw4. Nao existe relacao restrita entre o gendtipo e o subtipo viral,
entretanto alguns subtipos sdo especificamente/preferivelmente identificados em amostras de
genotipos especificos, sendo que no genotipo A pode ser identificados os subtipos adw2 e
aywl, no gendtipo D, os subtipos aywl, 2, 3 e no genotipo F o subtipo adw4 (Schaefer,
2005). Em nossa amostra foi possivel identificar, nos genotipos D e F, o subtipo adw2,
entretanto, a identificacdo de um subtipo viral ndo caracteristico daqueles genotipos de
nenhuma forma invalida a andlise, j4 que a determina¢do do subtipo viral é realizada
basicamente com a identificacdo de substitui¢des especificas dentro do determinante “a” da
proteina de superficie viral, enquanto determinacdo do gendtipo viral ¢ realizada com base na

seqiiéncia completa do genoma do HBV ou em parte dela.
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V.IV. Variabilidade intragenotipica

Em nossa andlise foi identificada uma grande variedade de intragenotipica nas
amostras de HBV, sendo que a maior parte das variantes foram representados por somente
uma amostra. O gene S do HBV apresentou alta variabilidade molecular, com 54 sitios
variaveis, aproximadamente 28% da regido analisada. Foi observado maior nimero de
variantes no genotipo A, sendo que o teste de qui-quadrado demonstrou que as freqiiéncias de
variantes observadas nos diferentes genotipos, diferem das freqiiéncias que seriam esperadas
caso a distribui¢@o fosse uniforme (p<0,001).

O grande nimero de mutagdes, encontradas por todo o genoma do HBV e
conseqiientemente o grande nimero de variantes intragenotipicas encontradas, ocorre,
principalmente, por causa de caracteristicas do genoma viral e seu método de replicacdo. A
polimerase encontrada no HBV nao possui alta fidelidade e, portanto, a taxa de erros durante
a copia do material genético viral ¢ maior do que a taxa presente em outros virus de DNA, se
aproximando mais das taxas estimadas para retrovirus e outros virus de RNA (Simmonds,
2001). Outra peculiaridade do HBV ¢ o fato de sua replicacdo contar com um passo de
transcrigao reversa (Summers e Mason, 1982), fato este que se combinado com a presenca de
uma DNA polimerase que nao possui alta fidelidade, pode ser responsavel pela alta

variabilidade encontrada nas seqiiéncias da regido S.

V.V. Variacoes na regiao S

A regido traduzida do gene S analisada neste estudo ¢ parte integrante do determinante
"a", responsavel pela formagdo dos loops externos da proteina S (Jaoudé e Sureau, 2005).
Substituicdes de aminoacidos no determinante "a" podem conduzir a alteragdes
conformacionais que afetam a ligacdo de anticorpos neutralizantes com vdarias possiveis
conseqiiéncias, tais como a ndo deteccio do HBsAg por kits comerciais, resisténcia ao
tratamento anti-viral e selecdo de clones mutantes. Jaoudé e Sureau (2005) sugerem que esta
regido ¢ um elemento importante para determinar a infecciosidade viral, ja que HBV mutantes
podem escapar da resposta imunoldgica induzida pela vacinagdo ou passivamente transferida,
levando ao desenvolvimento de uma verdadeira infec¢do oculta na presenca de altos titulos de
anticorpos anti-HBs. As mutagdes mais freqlientes no gene S sdo as substituicdes G145R e

D144A, mas muitas outras substitui¢des ja foram descritas no determinante "a" e fora dele, e

na regido pré-S (Weber, 2005).
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Em nosso estudo foram observadas 62 substituicdes de aminodcidos no gene S
Desconsiderando as substitui¢des de aminoacido que sdo subtipo determinante ou variagdes
genotipicas corriqueiras, ocorreram 16 substitui¢des dentro do determinante "a", e 12 fora.
Dentro do determinante "a", ocorreram 9 substituicdes no primeiro loop (aa 127-137), e
apenas 3 no segundo loop (139-147). Estes resultados coincidem com os resultados
encontrados pelo Ogura e cols. (1999) mostrando que substituicdes de aminodcidos no
determinante "a" ocorrem preferencialmente primeiro loop do referido determinante.

Seis substitui¢des, encontradas na seqiiéncia da proteina S, estdo relacionados com a
determinag¢do dos subtipos virais (K122R, P127L / T, F134Y, A159G / V), e oito,
relacionadas com variagdes normais encontrada nos diferentes gendtipos (T114S, N131P/T,
S/P143T, G/L/F158Y/A/V, Y/L/K161F).

A substituicao nao descrita I110L foi encontrada em 6 amostras no presente estudo.
Tong e cols. (2005), descreveram a substitui¢do 1110M como responsavel pelo bloqueio da
secrecao de particulas virais pelas células hospedeiras. Khan e cols. (2004) também
observaram uma diminuicao da secrecdo de HBsAg como conseqiiéncia da mesma mutagao.
Embora a substituicdo 1110L seja diferente da substitui¢ao descrita, o aminoacido 110 da
proteina S parece ser um sitio importante relacionado a capacidade de secre¢do de particulas
virais e a substitui¢do I110L provavelmente também ¢ capaz de influenciar a capacidade
secrecdo de particulas virais.

No presente estudo a substituicio C138S foi observada em quatro amostras.
Considerando que o dominio S contém 8 residuos de cisteina (Cys) responsaveis pela
formagao de pontes disulfidricas inter-e intramolecular (Mangold e Streeck, 1993), resultando
em complexos multi-protéicos alto peso molecular, acreditamos que a alteragdo da cisteina da
posicdo 138 afeta a formagao de pontes disulfidricas influenciando a conformacgao da proteina
resultante. A avaliagdo da mutagdo C138A por Mangold e Streeck (1993) demonstrou déficit
na secre¢ao do virion.

Semelhante as mutacdes aqui encontradas (SI155T e P127I), varias alteragoes,
incluindo S155P e P1271 j4 foram identificados em pacientes com hepatite B cronica (Lada e
cols., 2006). Embora o autor nao comente os efeitos dessas variagdes, o fato dessas
substitui¢des terem sido descritas anteriormente sugerem que esses sitios sejam polimorficos,
ou tenham uma elevada taxa de substitui¢ao.

Algumas substituicdes para mutantes de escape vacinal ja foram descritas na literatura
foram encontradas em amostras por nos estudadas (T118V, P120T, A128V, QI29R, e
GI130R/N). A substituicdo T118V também foi observada e parece que o aminoacido 118 ¢

importante para o reconhecimento do HBsAg, j&4 que a substituicdo T118A ¢ descrita para um
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mutante de escape vacinal. A substituicdo P120T, a mais comumente encontrada fora do
determinante ‘a’ e que também induz escape vacinal (Oon, e cols., 1999), foi identificada em
3 amostras. O aminoacido 129, relacionado na literatura como um aminoacido com alta taxa
de Mutagao (substituicdo Q129H, Lada e cols., 2006), foi encontrado substituido em uma
amostra. Nessa amostra a glutamina (Q) da posi¢ao 129 foi substituida por uma arginina (R),
mutagdo também descritas na literatura, apesar de terem sido encontrados em menor
freqiiéncia, para mutantes de escape vacinal. As mutagdes G130N e G130R, também foram
observadas. A mutagdao G130N gera um potencial para o site N-glicosilagdo Asn-Thr-Ser,
correspondente ao aminoacidos 130-132, e pode resultar em mutante de escape vacinal
(Kohno e cols. 1996), especulando-se que a ligagdo de um motivo de carboidrato a Asn-130
afetaria expressao do determinante “a”. Embora nao seja claro em que extensdo a glicosilagao
ocorre, a associagdo de um grupo carboidrato com a proteina de superficie pequena pode ou
ndo afetar a expressdo do determinante “a” em particulas HBsAg j4 que o conjunto de
proteinas que reunidas para formar as particulas de HBsAg ndo sdo totalmente Glicosilada
(Peterson, 1981).

Essa andlise revelou a presenca de mutagdes que alteram sitios de N-glicosilagao,
bloqueiam a secrecdo de particulas virais nos hepatdcitos, alteram a conformagdo final de
HBsAg e induz escape vacinal. A deteccdo de virus que apresentam mutagdes nos sitios
reconhecidos na literatura como escape vacinal em 1,09% dos doadores de sangue
investigados € preocupante e requer uma atencdo especial pelas autoridades de satde.
Mutantes de escape representam risco para a populagdo, porque as vacinas utilizadas
atualmente contra hepatite B ndo sdo eficazes na prevencdo da infecgcdo. Esses mutantes sao
perdidas na rotina de triagem para HBsAg em bancos de sangue e podem transmitir a infec¢ao
pelo HBV aos destinatarios do sangue doado (Yamamoto e cols., 1994). Além disso, a
presenca de mutantes de escape vacinal em doadores de sangue populagdo ¢ especialmente
preocupante porque testes diagndsticos para HBsAg podem ndo ser eficientes no
reconhecimento infeccio HBV, expondo a um eventual risco de contaminacdao de parte da

populagdo que ja estdo imunes debilitados como pacientes que necessita transfusdo sanguinea.

V.VI. Variac¢oes na polimerase

Enquanto mutagdes no HBsAg possuem implicagdes clinicas relevantes
diretamente relacionadas com vacinacdo, ou diagndstico, outras mutagdes, que podem ser

encontradas em praticamente todo o genoma viral possuem caracteristicas clinicas distintas.
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Mutagdes no gene da polimerase viral ocorrem principalmente apds o tratamento prolongado
com analogos de nucleosideos acarretando tanto resisténcia ao tratamento anti-viral como
afetando a eficiéncia da replicacao do virus (Chen e Chong 1999).

A resisténcia antiviral ¢ detectada pelo aumento na presenca de DNA viral no soro
durante o tratamento. O nivel de DNA viral, inicialmente, tende a ser baixo, pois mutantes
resistentes as drogas antivirais possuem a replicacdo deficiente se comparado aos virus
selvagem, entretanto mutagdes de compensagdao podem restaurar a capacidade de replicacao
viral, levando a um aumento do DNA viral no soro (Lok, 2007).

A regido da polimerase analisada no presente estudo faz parte do dominio catalitico,
incluindo parte do dominio B. Algumas mutagdes nessa regido ja foram descritas como
conferindo resisténcia ao tratamento antiviral (rtI169T, rtV173L), ou como afetando a
capacidade de replicacdo viral (rtT128N, rtW153Q) (Ghany e Liang, 2007; Sheldon e cols.,
2006).

Na analise da seqiiéncia de acidos nucléicos traduzidos na leitura da polimerase foi
possivel observar varias substituicdes de aminoacidos, entretanto somente uma das
substituicoes (rtT128N) encontradas ja foi descrita na literatura. Tal mutacao foi observada
por Torresi (2002) em pacientes com hepatite B severa submetidos a terapia com lamivudina
e HBIg. A referida mutagdo ndo caracteriza um mutante resistente ao tratamento anti-viral,
entretanto, contribui para restaurar a capacidade de replicagdo de mutantes resistentes a
lamivudina (Torresi e cols., 2002).

A resisténcia a qualquer agente anti-viral ¢ inevitdvel levando-se em consideracdo a
taxa de replicacdo do HBV e sua polimerase sem alta fidelidade, o que possibilita uma rapida
adaptacdo a pressoes seletivas. A caracterizacdo de mutagdes circulantes na populagdo ¢
essencial, j& que € necessario o utilizar o conhecimento corrente sobre mutacdes e cinética
viral para o desenvolvimento de novos agentes com maior potencial anti-viral e que
desenvolvam menor grau de resisténcia. A presenca da mutacao rtT128N em trés doadores de
sangue indica que mutagdes tipicas do HBV em individuos ja tratados com drogas anti-virais

circulam na populagdo nao tratada e nem mesmo diagnosticada como infectada pelo virus.

V.VII. Analise genética das cepas de HBV circulantes no Brasil

A diversidade nucleotidica (T7) encontrada para a totalidade das amostras pertencentes
aos genotipos A, D e F sdo estatisticamente diferentes (0=0,05). Para o gen6tipo A podemos

observar que a diversidade nucleotidica ¢ muito pequena na regido nordeste e centro-oeste €
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vai aumentando a medida que analisamos o sul do pais. Ja para o gendtipo D, o sul e algumas
localidades do sudeste apresentam diversidade intermediaria, enquanto Goidnia e Vitoria
apresentam menor diversidade nucleotidica e Jodo Pessoa a maior. Analisando-se a
diversidade intragenotipica (%), verifica-se que um equilibrio entre os genotipos, ndo sendo
estatisticamente diferentes (a=0,05). Esse equilibrio se mantém mesmo analisando cada local
de coleta separadamente.

Com base na andlise de median joining nao ¢é possivel inferir diferentes populagoes,
entretanto existe certa tendéncia, de algumas populagdes de HBV do genotipo A, de ocupa-
rem regides especificas dentro da rede, como € possivel observar, por exemplo, para as amos-
tras provenientes de Aracatuba. Nessa analise, verificou-se também que as variantes que apre-
sentaram maior freqiiéncia (Al representado pela amostra numero 9, A4 representado pela
amostra numero 20, A2 representado pela amostra nimero 35, A3 representado pela amostra
nimero 307 e D1 representado pela amostra 54) foram encontradas no interior da rede. Esse
fato possibilita a inferéncia de variantes ancestrais tanto para o gendtipo A (Al, amostra 9)
quanto para o gendtipo D (D1 representado pela amostra 54). De acordo com Crandall e Tem-
pleton (1993), variantes ancestrais, ou seja, aqueles com maior freqiiéncia possuem maior
probabilidade de produzir derivados através de mutacdes, passando assim a ocupar uma posi-
¢do interior na rede em relacdo as variantes mais derivadas (aquelas de menor freqiiéncia).
Ainda na analise de MJ foi possivel observar varios vetores medianos e mutagdes separando
as diferentes variantes. Os vetores medianos podem ser interpretados tanto como seqiiéncias
nao amostradas, como seqiiéncias ancestrais, ja extintas (Bandelt e cols., 1999). Este fato con-
firma a grande variabilidade genética do HBV e evidencia a necessidade de mais estudos com
amostragens maiores para um maior esclarecimento das relagdes filogenéticas das amostras
de diferentes regides.

Na analise de AMOVA, o ®cr demonstrou que estatisticamente ndo ha correlagao de
haplotipos aleatdrios dentro de cada regido (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul), em
relacdo aos pares aleatdrios de hapldtipos extraidos da totalidade das amostras analisadas,
enquanto que ®Psc mostra que estatisticamente existe correlacao da diversidade molecular de
haplotipos aleatorios dentro das populagdes (Jodo Pessoa, Maceid, Goidnia, Vitoria, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Joinville), em relagdo aos pares aleatdrios de hapldtipos extraidos de uma
mesma regido (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) e ®Psr mostra que existe correlagao
significativa de hapldtipos aleatorios dentro de cada populagdo (Jodo Pessoa, Maceid,
Goiania, Vitéria, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Joinville), em relagdo aos pares aleatorios de

haplotipos extraidos de todas as amostras tanto para o genétipo A quanto para o gendtipo D.
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Entretanto esta andlise conclui que ndo houve uma estruturacdo geografica entre as
diferentes regides estudadas (Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul), uma vez que a
estimativa de ®cr ndo foi significativa (p > 0,05; Tab. 14 e 15). Este resultado demonstrou
que nao ha diferenga significativa entre as amostras do virus da hepatite B coletada em
diferentes regides brasileiras, sugerindo que essas populagdes ndo se encontram isoladas, ou
seja, possuem contato ¢ o HBV circula entre elas. Os resultados encontrados para @sc
(0,13757 para o gen6tipo A e 0,13757 para o genotipo D) e para ®sr (0,13681 par ao gendtipo
A e 0,09604 para o gendtipo D) sugerem que a maior variacdo se da a nivel populacional.

Quando analisamos o resultado da andlise de MJ juntamente com os dados de
diversidade nucleotidica (1) e diversidade intragenotipica (4) podemos notar que existem
variagOes entre as diversas populacdes mas que essas ndo sao especificas de cada populagao,
ou seja ndo existe traco genético claro que possibilite inferir a origem de certa amostra. A
AMOVA corrobora essas analises anteriores demonstrando o alto grau de variagdo genética se
da a nivel populacional, ndo sendo significativa ao ser analisado todo o conjunto de
populagdes amostradas.

Na analise de mismacth distribution para ambos os gendtipos A e D o teste de
aderéncia foi aceito, indicando um evento passado de expansao populacional. Essa expansao
provavelmente ocorreu junto com o aumento populacional. A curva unimodal, observada para
as amostras do gendtipo A, sugere um maior numero de migrantes portadores desse gendtipo
do HBV do que portadores do gendtipo D (Ray e cols., 2003). Esses dados também sugerem
uma expansao demografica mais recente para as amostras do gendtipo D, representada por
uma distribui¢do multimodal (Ray e cols., 2003). Essa expansao mais recente pode ser
interpretada como uma coloniza¢do mais tardia da regido sul do pais, onde o gendtipo D ¢ o
mais freqiiente. Vale ressaltar, que nessas andlises populacionais ainda ndo € possivel
constatar uma retragdo populacional que seria de se esperar para uma populacdo, no caso o
HBYV, que ¢ combatida com vacinagdo em massa. Isso se deve principalmente pelo fato que
somente em meados da década de 80 a vacinagdo contra o HBV entrou para o calendario
oficial de vacinacao infantil ndo havendo ainda tempo habil para se detectar essas mudangas
no grupo estudado.

A analise de méxima verossimilhanca revelou a presencga na populagdo brasileira de 3
subgenotipos (FII, FIII e FIV) dos 5 ja descritos para o genotipo F. O subgendtipo FI (a e b), €
encontrado principalmente na América do Norte e Central e também no costa oeste da
América do Sul voltada para o oceano pacifico, enquanto os subgenotipos FII, FIII e FIV sao

encontrados nas regides norte e leste da América do Sul. Os subgenotios FI, FII e FIV co-
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circulam na Argentina (Campos e cols., 2005, Devesa e Pujol, 2007). A diferente distribuicao
dos subgendtipos presentes no gendtipo F pode refletir os diferentes padrdes de migracao do
homem no continente Americano (Arauz-Ruiz e cols., 1997; Kidd-Ljunggren e cols., 2002).
Arauz-Ruiz e colaboradores em 2002 propuseram que o HBV entrou nas Américas vindo da
Asia junto com os primeiros navegadores através do Estreito de Bering e migrou até o sul. Os
ancestrais amerindios entraram no Novo Mundo ha aproximadamente 20.000 a 15.000 anos
atras, sendo que a migracao para o sul foi realizada ao longo da costa ja que a era glacial
tornava as rotas pelo interior inacessiveis (Campos e cols., 2005). Outra onda migratoria
ocorreu a cerca de 12.500 anos atras, provavelmente por uma rota interior (Schurr, 2004).
Evidéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) sugerem o isolamento de certas populacdes
amerindias logo apo6s a dispersdo dos primeiros colonizadores (Bortolini e cols., 2003) e
alguns pesquisadores sugerem que esse isolamento pode ser observado analisando o genotipo
F do HBV e seus agrupamentos (Campos e cols., 2005). Nossos resultados corroboram a
hipdotese de Campos e colaboradores (2005) que sugerem que a distribuigdo do genotipo F
esta relacionada com a possivel entrada do homem na América do Sul tanto pelo oeste, fato
este representado pela presenca do subgenotipo FIb nessa regido do continente, quanto pelo
leste, justamente pela presenca dos subgenotipos FII, FIII e FIV, genotipos encontrados em

nossa amostra.

V.VIII. Analise de recombinantes

No presente estudo ndo foi possivel observar recombinagdo na por¢do do gene S do
HBYV analisada. Tal fato pode ser decorrente de algumas caracteristicas especificas da regido
analisada, como variabilidade, localizacdao, ou tamanho do fragmento amplificado.

A parte do gene S responsavel por codificar a proteina S pequena e o antigeno de
superficie HBsAg, regido analisada no presente estudo, apesar de ser a regido do genoma viral
mais conservada (Norder e cols., 1994), apresentou aproximadamente 28% de nucleotideos
substituidos como verificado em nossa andlise intragenotipica. Essa variabilidade pode ter
influenciado na sensibilidade do método de analise de recombinantes utilizado, fazendo com
que uma possivel recombinacdo fosse interpretada como uma variabilidade intrinseca da
porcao do genoma analisada.

Estudo de Simmonds & Midgley (2005) demonstram que as recombinagdes no
genoma viral ndo ocorrem de maneira randomica, sendo uma das regides aparentemente

favoraveis para eventos recombinatdrios estd localizada entre os nucleotideos 650 a 900, ou
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na fronteira dos genes como na por¢ao final do gene S, na regido de transicao pré-core/core e
na juncdo pré-S1/pré-S2, fora portanto do fragmento analisado no presente estudo,
nucleotideos 375 a 676 localizado na regido mediana do gene S, que codifica o HBsAg.

Outro fator que poder ter influenciado na analise de recombinantes foi o tamanho do
fragmento, que representa aproximadamente 10% do genoma viral. A possibilidade de
eventos recombinatorios ter ocorrido em amostras por nés analisadas, mas em outra parte do
genoma e, portanto ndo identificada em nossa analise, ndo pode ser descartada. Tal fragmento
também pode ndo ser suficientemente amplo para a identificagdo de recombinagdo

envolvendo grandes fragmentos.
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CONCLUSAO




A prevaléncia de marcadores para hepatite B (HBsAg e anti-HBc) apresenta
diminuicdo significativa na populacdo analisada, entretanto ¢ maior do que a encontrada em
paises desenvolvidos.

Ocorre a prevaléncia de trés genotipos do HBV em territorio brasileiro, sendo o
gendtipo A o mais amplamente detectado, seguido pelo genotipo D e F. Entretanto, o Sul do
pais possui uma composi¢do caracteristica em relagdo a freqii€éncia dos gendtipos do HBV
que difere do resto do pais. O gendtipo F apesar de ser caracteristico da populagdo nativa da
América do Sul, mostrou se pouco representado em nossa amostra evidenciando baixo grau
de miscigenac¢do da populacdo das areas urbanas com a populagdo indigena.

Existem pelo menos 5 subtipos de HBV circulantes na populacdo brasileira, sendo que
o subtipo adw2 também foi encontrado em amostras do gendtipo D. Entretanto este fato nao
invalida nossa analise ja que a determinacdo dos diferentes subtipos virais ¢ feita baseado na
troca de aminoécidos especificos do determinante “a” e a analise genotipica ¢ realizada com
base em seqlienciais mais extensas do genoma viral.

Estdo presentes na populagdo analisada mutagdes que alteram sitios de N-glicosilacao
e também mutagdes responsaveis por bloquear a secre¢ao de particulas virais nos hepatdcitos.
Além disso, a detec¢do de virus que possuem mutagdes em sitios reconhecidos na literatura
como de escape vacinal em 1,09% dos doadores de sangue analisados, que sdo portadores
assintomaticos, € preocupante pois expde ao risco de infeccdo uma parcela da populacao que
hoje ¢ considerada como imunizada. Esses fatos sdo importantes porque demonstram que
essas mutagdes circulam em pessoas ainda ndo tratadas (doadores de sangue), que ndo sabem
que sdo portadoras e que podem disseminar o virus.

Existe maior variacdo entre as amostras de HBV a nivel populacional, ndo sendo
possivel inferir a origem geografica a partir de analise da seqiiéncia de DNA de uma amostra.
Ocorre um evento recente de expansdo populacional para a populacdo de HBV estudada, ndo
sendo possivel verificar a nivel populacional a eficacia da vacinagdo, colocada recentemente
no calendario oficial de vacinagdo infantil.

Nas amostras do genotipo F estudadas foi possivel observar a ocorréncia dos
subgenotipos FII, FIII e FIV corroborando a hipdtese de entrada do homem na América do

Sul vindo da América Central e migrando para o sul por rotas ao longo da costa.
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ANEXO I

Q Aprovagido do Comité de Etica

Comité de Etica em Pesquisa - C1AS
CENTRO INTEGRADO DE ATENGAO A SAUDE
Unimed Vitéria

Vitdria, 18 de Abr de 2005

lima(a) Sral Dr Migue!l Angelo Martins Maraira
hests
Prezado(a) Senhorla),
Comunicamo que o Projotes de Peaquiaa intitulades *Carcinoma hepatocelular e sua assoclagao
com os subtipos viras da hepatite B registrado neste CEP sab o nimero 08-2004, fol analisado palo

Lomité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - CIAS ¢, aple respondidas as pendénsias apontadas, o
prajeto fol considerado -

E parecer desse comité que o referido projeto, adic'onado 25 cartas da resposts &s ciladas
pendéncias, atende aos aspectos da Resolugio CNS 196/86 & complementarss, sobre Diretrizes o Normas
Regulamentaduras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanas,

Q primeira refatério do investigador devera ser enviado e {8 Setembro de 2075,

Atenclosamente,

Dr. Serg Ragi Bie
06 - 25
Coordenzdl,
‘ Dr. Sergio R giEe - Clas

Coordenador do Comitg delEfea em Pesquisa
8 Sares Humangs do CIAS
CRM-ES £4g08

Av. Leitao da Silva, 2311, arand - Vitra (ES) - cep; 25047 575
Tel: 127 3325-5000 Pax; +27 32278748 e-mall: cendunimedyx.com. by

Pacina 1 de 7
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MINISTERIO DA SAUDE
Instituto Nacional de Céncer

Comité de Etica em Pesquisa-INCA

Memo. 014/06-CEP-INCA Rio de Janeiro, 10 de fevereiro de 2006

A: Dra. Cibele Rodirgues Bonvicino
Pesquisadora Principal

Registro CEP n® 104/05 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do projeto: Carcinoma hepatocelular e sua associaglio com os gendtipos virais de Hepatite B

Prezada Doutora

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Céncer apds anélise
aprovou o Protocolo intitulado: Carcinoma hepatocelular e sua associagdo com os gendtipos virais
de Hepatite B em 09 de fevereiro de 2006.

2. Estamos encaminhando a documentagdo pertinente para o CONEP, com vistas a registro e
arquivamento.

Atenciosamente

Dra. Adriana Scheliga
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
CEP-INCA
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ANEXO II

Sequencia consenso criada para as amostras do genétipo A:
GCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCACAACAACCAGTACGGGACCCTGC
AAAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGCAACTCTATGTTTCCCTCATGTTGCT
GTACAAAACCTACGGATGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCTTG
GGCTTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGCCT

Sequencia consenso criada para as amostras do genotipo D:
GCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCTCAACCACCAGCACGGGACCATGC
CGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCT
GTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTG
GGCTTTCGGAAAATTCCTATGGGAGTGGGCCT
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