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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Caracterização e análise filogenética dos genótipos do virus da Hepatite B circulantes 
em território brasileiro

RESUMO

Tese de Doutorado

Ana Flávia Belchior de Andrade

A hepatite B é definida como inflamação do fígado causada por uma infecção pelo 

Vírus da Hepatite B (HBV), um vírus de DNA, da família Hepadnaviridae. A hepatite B é um 

problema  de  saúde  pública  importante,  existindo  em  todo  mundo  aproximadamente  350 

milhões  de  portadores  do  vírus.  O HBV pode ser  dividido  em oito  genótipos  principais, 

designados  de  A  a  H,  e  definidos  pela  divergência  nucleotídica  superior  a  8%  entre  os 

mesmos. Os diferentes genótipos apresentam distribuição geográfica distinta. Com o obejtivo 

da  caracterizar  geneticamente as variantes  virais  circulantes  em teritório  brasileiro,  foram 

realizada análises de dados sorológicos e moleculares. A prevalência do HBV encontrada em 

doadores de sangue voluntários 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 prevalência de 

HBsAg (0,36% para 0,14%) como na prevalência de anti-HBc (6,12% para 2,05%), entretanto 

as prevalências encontradas para os marcadores de HBV foram maiores do que a encontrada 

em países desenvolvidos. Este estudo também avaliou a distribuição dos diferentes genótipos 

do HBV no território brasileiro e sua variabilidade genética baseado na estrutura geográfica 

da população viral. Foram coletadas 319 amostras de doadores de sangue HBsAg positivas de 

diferentes regiões brasileiras e foram encontrados três genótipos de HBV: A (73%), D (23%) 

e F (4%). Em relação ao subtipo viral, o mais freqüente foi adw2 (75,5%), seguido por ayw2 

(18,01%),  adw4  (3,83%),  ayw1  (1,92%)  e  ayw3  (1,15%).  Foi  identificada  uma  grande 

variedade  intragenotípica  nas  amostras  de  HBV,  sendo  observada  grande  variação  na 

seqüência  nucleotídica  da  região  S.  A  diversidade  nucleotídica  (π) encontrada  para  os 

genótipos A, D e F são estatísticamente diferentes (α=0.05), sendo pequena nos estados da 
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região  nordeste  e  aumentando  à  medida  que  analisamos  o  sul  do  país.  Analisando  a 

diversidade intragenotípica (h),  verifica-se um equilíbrio entre os genótipos.  Com base na 

análise de median joining não é possível inferir diferentes populações, entretanto existe certa 

tendência, de algumas populações ocuparem regiões específicas dentro da rede. A análise de 

AMOVA conclui  que  não  houve  uma estruturação  geográfica  entre  as  diferentes  regiões 

estudadas sugerindo que essas populações não se encontram isoladas. Na análise de mismacth 

distribution para os genótipos A e D o teste de aderência foi aceito, indicando um evento 

passado de expansão populacional. A análise de máxima verossimilhança revelou a presença 

na população brasileira de 3 subgenótipos (FII, FIII e FIV) dos 5 já descritos para o genótipo 

F.  A presença desses três  subgenótipos do genótipo F no Brasil,  corrobora a  hipótese da 

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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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

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

ABSTRACT

PhD Thesis

Ana Flávia 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 adw2 (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 (π) found for the genotypes A, D and F were statistic different. The analysis of the 

intragenotypic diversity (h), 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 
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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.I. Hepatite B
A hepatite B é definida como inflamação do fígado causada por uma infecção pelo 

Vírus da Hepatite B (HBV), um vírus de DNA, da família Hepadnaviridae (Zukerman, 1996).

A doença pode se desenvolver de duas formas: aguda ou crônica. Pessoas infectadas 

podem desenvolver  vários  sintomas,  como na  hepatite  aguda,  ou  não  apresentar  nenhum 

sintoma ou sinal de doença. Em qualquer uma das situações o indivíduo pode se recuperar da 

infecção pelo HBV e desenvolver imunidade contra o vírus, ou desenvolver hepatite crônica 

que geralmente permanece sem cura durante toda a vida (WHO/V&B/01.31, 2001).

Em  pessoas  que  desenvolvem  hepatite  B  aguda,  o  período  de  incubação  dura 

geralmente de 3 a 4 meses, podendo variar de 6 semanas a 6 meses. Os sintomas e sinais da 

doença persistem por várias semanas e incluem falta de apetite, fraqueza, náuseas, vômito, 

dores  abdominais,  icterícia,  urina  escurecida,  erupção  cutânea  e  dores  nas  articulações. 

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 crônica, os indivíduos infectados geralmente não apresentam sintomas 

por décadas após a infecção pelo HBV (WHO/V&B/01.31, 2001). Mais de 40% das pessoas 

infectadas  cronicamentes com o virus podem desenvolver complicações relacionadas com 

cirrose e carcinoma hepatocelular (Purow e Jacobson, 2003).

A idade em que  a  pessoa  entra  em contato com o  vírus  da  hepatite  B é  um dos 

principais fatores para se determinar a evolução da infecção. Entre as crianças abaixo de 5 

anos que entram em contato com o HBV, aproximadamente 10% são sintomáticas. Já 80% a 

90% das  crianças  infectadas  durante  o  primeiro  ano de  vida  e  30% a  50% das  crianças 

infectadas entre 1 e 4 anos de idade, desenvolvem hepatite crônica. Por outro lado, quando o 

indivíduo já é um adulto ao ser infectado, 30% a 50% desenvolvem a infecção de forma 

sintomática e somente 2% a 5% desenvolvem hepatite B crônica. (WHO/V&B/01.31, 2001).

Em conjunto, a infecção é responsável por 1,5 milhões de mortes anuais por cirrose e 

carcinoma hepatocelular (Soriano, 2003). Cerca de 10% dos adultos infectados cronicamente 

por HBV apresentam antígenos HBs e HBe e destes, 20% desenvolvem hepatite crônica ativa, 

com risco elevado de desenvolver cirrose, carcinoma hepatocelular ou ambos. Em 5 a 10% 

destes pacientes observa-se soro conversão espontânea para anti-HBe, no entanto este número 

se eleva para 30-40% quando submetidos a tratamento com interferon. Dos portadores de 

HBV que são anti-HBe positivos, 3 a 9% desenvolvem hepatite crônica ativa e 1,5% cirrose. 

Em pacientes com infecção crônica por HBV, que desenvolvem hepatite B fulminante, cirrose 

e carcinoma hepatocelular o antígeno HBs pode não estar presente no soro (Soriano, 2003).
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O estabelecimento da forma crônica da hepatite B pode estar relacionado a variações 

genéticas do HBV e a características genéticas do indivíduo hospedeiro (Wang, 2003). As 

variações genéticas do genoma viral podem ser adquiridas durante a evolução da infecção, 

levando a seleção de variantes (quase-espécies) que conseguem escapar da ação do sistema 

imune  (Karasawa  e  cols.,  1997;  Lindh e  cols.,  1996;  1999),  anticorpos  estimulados  pela 

vacinação, ou mesmo da ação de drogas antivirais (e.g.,  lamivudina; Torresi,  2002). Com 

relação a características genéticas do indivíduo infectado, diferentes alelos dos complexos de 

histocompatibilidade (HLA I e HLA II), ou de citocinas (como INF-γe TNF-α) podem estar 

relacionados ao desenvolvimento da doença (Wang, 2003).

A hepatite B é um problema de saúde pública mundial. De acordo com as estimativas 

da  Organização  Mundial  de  Saúde,  anualmente  há  aproximadamente  5  milhões  de  novos 

casos  de  infecção  aguda  pelo  HBV  (Kane  e  cols.,  1999).  A  imunização  resultou  em 

significativo decréscimo na incidência de novas infecções por HBV, mas o tratamento das 

pessoas já infectadas ainda é um problema de saúde internacional (Purow e Jacobson, 2003).

I.II. Transmissão
Atualmente são reconhecidos 4 modos de transmissão para o HBV: da mãe para o 

filho  na  hora  do  parto  (transmissão  perinatal),  por  contato  com  uma  pessoa  infectada 

(transmissão horizontal), através de contato sexual (transmissão sexual) e via parenteral por 

exposição a sangue ou outros fluídos corpóreos infectados (transmissão parenteral) (WHO, 

fact sheet 204). Existe uma variação considerável entre diferentes áreas, países ou continentes 

em relação à idade e o modo em que ocorre a infecção (Mahoney, 1999).

A transmissão perinatal, através de mães HBsAg e HBeAg positivas, é a principal via 

de transmissão atualmente no mundo e ocorre principalmente em países subdesenvolvidos 

onde existe alta endemicidade de HBV (Hollinger e Liang, 2001; Koziel e Siddiqui, 2006). O 

risco é maior para as crianças nascidas de mães com altos níveis de replicação viral, das quais 

90%  podem  adquirir  a  infecção.  O  mecanismo  preciso  da  transmissão  perinatal  é 

desconhecido já que o vírus não é capaz de cruzar a barreira placentária, sendo necessária 

uma ruptura  dessa  barreira,  por  exemplo,  amniocentese.  A  hipótese  mais  aceita  é  que  a 

infecção ocorra com a exposição da mucosa do recém nascido a sangue e fluidos corpóreos 

infectados na hora do parto (WHO/CDS/CSR/LYO/2002.2).

A  transmissão  horizontal  ocorre  principalmente  entre  contatos  familiares  ou  entre 

crianças pequenas em áreas com alta endemicidade por HBV (WHO, fact sheet 204).
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Do mesmo modo  que  a  transmissão  perinatal,  a  transmissão  sexual  se  dá  com o 

contato  da  mucosa  com sangue  ou  fluidos  corporais  infectados.  A  transmissão  sexual  é 

eficiente  e  é  reconhecida  como a  via  de  propagação viral  nos  grupos  de  risco  como os 

homossexuais,  heterossexuais  promíscuos,  e  profissionais  do  sexo.  Atualmente  o  contato 

homossexual é o fator de risco mais freqüentemente reconhecido em países desenvolvidos 

(Aguilera-Guirao e cols., 2006).

A transmissão parenteral inclui transfusão de sangue e de seus derivados, hemodiálise, 

acupuntura,  uso  de  drogas  injetáveis,  tatuagens  e  perfuração  com material  infectado  em 

profissionais  da  área  da  saúde.  O HBV não consegue cruzar  a  pele  ou a  mucosa,  sendo 

necessário que, de algum modo essas barreiras naturais sejam rompidas, mesmo que de forma 

mínima ou insignificante (WHO/CDS/CSR/LYO/ 2002.2).

A  infecção  por  HBV  depois  da  ingestão  oral  de  material  contaminado  já  foi 

documentada, mas ainda assim a eficiência de transmissão por essa via é baixa e raras vezes 

contribuem para a aquisição natural do HBV (Hollinger e Liang, 2001). Já em 35% dos casos, 

a causa de infecção não é identificada, ou não estão associadas a fatores de risco aparentes.

I.III. Diagnóstico
O diagnóstico de hepatite é estabelecido pela avaliação da função hepática que inclue 

dosagem de  bilirrubina direta  e  total,  aminotransferases  (ALT e  AST),  fosfatase alcalina, 

protrombina, proteínas totais, albumina, globulina, contagem completa de linfócitos e estudos 

de coagulação (WHO/CDS/CSR/LYO/2002.2).

Os sintomas da infecção pelo HBV não podem ser distinguidos dos sintomas causados 

pelas outras formas virais de hepatite, portanto a confirmação da etiologia depende de testes 

sorológicos com marcadores específicos para o HBV. Uma grande variedade de testes está 

disponível  no  mercado para o  diagnóstico da  infecção por  HBV (Hoofnagle e  Bisceglie, 

1991).

Os  marcadores  sorológicos  do  HBV  utilizados  no  diagnóstico  da  hepatite  B  são: 

antígeno de  superfície  (HBsAg)  e  seu  anticorpo  específico  anti-HBs,  anticorpos  contra  o 

antígeno do core (anti-HBc (IgM e IgG)), e antígeno  e  do HBV (HBeAg) e seu anticorpo 

(anti-HBe) (WHO/CDS/CSR/LYO/2002.2).

A infecção aguda pelo HBV é caracterizada pela  presença  do HBsAg no soro do 

paciente e o aparecimento do anticorpos anti-HBc da classe IgM (Chau e cols.,  1983). O 

HBsAg é o marcador primário para detecção de infecção aguda pelo HBV e, tipicamente, 
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torna-se detectável no soro de 6 a 10 semanas após a exposição ao vírus (Hatzakis e cols., 

2006). Os testes de detecção do HBsAg são em sua maioria imunoenzimáticos e conseguem 

detectar  o  HBsAg  em  concentrações  de  0,1ng/mL  (Mahoney  1999).  Esses  testes  mais 

sensíveis possibilitaram não só diminuição no período de janela imunológica (Biswas e cols., 

2003), como também a detecção de HBVs mutantes para as proteínas de superfície (Coleman 

e cols., 1999; Moerman e cols., 2004; Saw e Aw, 2000; Zaaijer e cols., 2001). Quando da 

resolução da fase aguda da infecção pelo HBV, geralmente após 4 a 6 meses de infecção, os 

níveis de anti-HBs aumenta enquanto os níveis de HBsAg caem (Biswas e cols., 2003). O 

anti-HBs é o único anticorpo que confere proteção e neutraliza o vírus. A presença desse 

anticorpo após a infecção aguda indica a cura e imunidade contra reinfecção. O anti-HBs 

também pode ser detectado em indivíduos submetidos à vacinação contra o HBV (Biswas e 

cols.,  2003;  Mahoney,  1999).  Em  pacientes  com  infecção  crônica  por  HBV,  HBsAg 

permanece detectável geralmente por toda a vida.

Testes imunológicos para detecção de anti-HBc envolvem anticorpos contra a proteína 

do core tanto de classe IgG quanto IgM, indicando exposição passada ou corrente ao vírus e 

replicação viral. A detecção de anti-HBc IgM é utilizado como diagnóstico para indivíduos na 

fase aguda da doença, já que surge logo após o HBsAg e persiste por 6 a 24 meses. Durante a 

evolução da infecção o anti-HBc IgM dá lugar ao anti-HBc IgG que geralmente persiste por 

toda a vida (Biswas e cols., 2003).

O antígeno do core (HBeAg) também pode ser detectado durante a fase aguda da 

infecção, sendo que durante a convalescência, o HBsAg e o HBeAg caem e o anti-HBs, anti-

HBc e anti-HBe aumentam.

O  diagnóstico  de  infecção  pelo  HBV,  através  de  detecção  de  DNA  viral,  possui 

limitações já que existem fases da doença em que pode haver pouco material genético viral 

circulando (Hoofnagle e Bisceglie, 1991). A maioria dos métodos de hibridização utilizando 

dot  blot é  capaz  de  detectar  DNA  viral  em  concentrações  a  partir  de  5pg/mL,  o  que 

corresponde a 1,5x106 genomas por mL, entretanto métodos baseados em amplificação de 

seqüências do genoma viral estão mais sujeitos a resultados falsos positivos (Mahoney, 1999). 

O  significado  clínico  da  constatação  da  presença  de  HBV-DNA  no  soro  de  pacientes 

infectados  possui  a  mesma  conotação  da  detecção  do  HBsAg,  indicando  a  presença  da 

infecção,  embora indique uma replicação viral  significante e uma maior probabilidade do 

desenvolvimento  de  doença  de  fígado  ativa  (similar  ao  HBeAg)  (Mahoney,  1999).  O 

monitoramento  dos  níveis  de  DNA  viral  é  útil  para  se  determinar  a  resposta  inicial  da 

infecção pelo HBV ao tratamento e  se  a  resposta  virológica sustentada (RVS) é  mantida 

durante  a  terapia.  Adicionalmente,  esse  monitoramento  permite  predizer  a  remissão  da 
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doença,  possível  soroconversão  HBe  subseqüente  e  a  ocorrência  de  resistência  à  droga 

utilizada (Zoulim, 2006).

I.IV. Tratamento
A maior parte dos pacientes com hepatite B aguda produz resposta imunológica contra 

o HBV, não necessitando de tratamento. Hepatite B fulminante é uma forma mais severa da 

doença aguda, complicada pela presença de encefalopatia e falência hepática. Esses pacientes 

devem ser considerados para o transplante de fígado (Dusheiko, 2006).

O tratamento da hepatite B crônica tem como objetivo eliminar a infectividade do 

HBV a fim de prevenir a transmissão; impedir o progresso da doença no fígado; melhorar o 

quadro clínico e  histológico;  prevenir  o  desenvolvimento de  carcinoma hepatocelular  e  a 

queda de  marcadores  de replicação (HBV-DNA e  HBeAg) no soro.  A normalização  dos 

níveis de ALT também indicam o fim da infecção hepática e desaparecimento dos sintomas 

geralmente  acompanham  essas  mudanças  no  estado  clínico  do  paciente 

(WHO/CDS/CSR/LYO/2002.2).

Existem hoje em dia duas classes principais de tratamento: antivirais que tem como 

objetivo  suprimir  ou  destruir  o  vírus  interferindo  na  replicação  viral,  e  moduladores 

imunológicos que tem como objetivo auxiliar o sistema imune a desenvolver uma resposta 

imunológica contra o HBV.

Atualmente  a  hepatite  B  crônica  é  tratada  com  interferons 

(WHO/CDS/CSR/LYO/2002.2). Os interferons (IFN) possuem atividade imunomodulatória, 

mas também possuem efeitos antiproliferativos e antivirais. Interferon–α recombinante vem 

sendo usado desde o início da década de oitenta na tentativa de suprimir a replicação viral e a 

transmissão do HBV relacionado a hepatite crônica (Karayiannis, 2003). Mas recentemente, a 

molécula de interferon foi associada ao polietilenoglicol (PEG), sendo desenvolvido assim o 

interferon peguilado. O polietilenoglicol não tem aço alguma no organismo servindo somente 

para modificar o interferon convencional, fazendo com o que o organismo não reconheça o 

IFN como um agente estranho, fazendo com que o IFN permaneça mais tempo no organismo, 

já que sua eleminção torna-se mais lenta.

A resposta a terapia com IFN, medida pela perda do antígeno HBeAg, é positiva em 

menos de 40% dos casos (Wong e cols., 1993). Esse tipo de tratamento é menos efetivo ainda 

em pacientes asiáticos (principalmente chineses), particularmente em pacientes com baixas 

taxas de ALT (Lok e cols., 1988). A terapia com IFN é associada também com vários efeitos 
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colaterais (febre, fadiga, mal estar, baixa contagem de glóbulos brancos, etc.) e, portanto, só é 

indicada para alguns pacientes.

Como a replicação  do HBV ocorre  via  transcrisptase  reversa,  o  uso de  inibidores  de 

transcrição torna-se uma metodologia interessante para um tratamento antiviral. Os análogos 

de nucleosídeos são drogas sintéticas que imitam os nucleotídeos naturais. Atualmente várias 

drogas são utilizadas para esse fim como lamivudina (3TC),  adefovir  dipivoxil  (ADV), e 

entecavir  (ETV) (SBH, 2005).  Embora todas elas sejam potentes inibidores de replicação 

viral, nenhuma delas é capaz de erradicar permanentemente a infecção pelo HBV (Hoofnagle 

e  Lau, 1997). Pacientes com hepatite B crônica não necessitam abdicar da terapia antiviral 

quando há a soroconversão HBeAg para anti-HBe ou quando o DNA viral cai para níveis não 

detectáveis (Liaw e cols., 2005; Lok e cols., 2001). Para prevenir a recorrência é exigida uma 

terapia  mais  longa  com  inibidores  de  polimerase  (Lok,  2005).  Como  resultado  disso, 

verificou-se que o uso prolongado de análogos de nucleotídeos/nucleosídeos está associado ao 

surgimento de mutantes resistentes (Lai e  Terrault, 2004; Law e cols., 2000), clinicamente 

caracterizados pelo aumento dos níveis 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 é sugerido com base nos marca-

dores sorológicos e carga viral apresentados pelo paciente, sendo que no momento são apre-

sentaas cinco drogas para o tratamento da hepatite crônica B: interferon alfa, lamivudina, in-

terferon peguilado, adefovir dipivoxil e entecavir. Qualquer uma das drogas acima poderá ser 

utilizada como primeira opção de tratamento, dependendo das características do caso.

I.V. Vacinação
A  imunização  contra  o  HBV  é  possível  pela  administração  de  imunoglobulina 

(imunização passiva), ou pela vacinação (imunização ativa). A imunização passiva é baseada 

na administração de soluções padrões de imunoglobulinas contra HBsAg (HBIg), preparadas 

a  partir  de plasma de portadores com alto níveis  destes anticorpos no soro.  Esse tipo de 

imunização  é  mais  utilizado  em  complementação  à  vacinação  a  pessoas  que  ainda  não 

desenvolveram resposta imune e estão em risco de obter contato direto com sangue infectado 

por HBV, como, por exemplo, perfuração acidental com agulhas e para bebês recém nascidos 

de mães HBeAg positivas (François e cols., 2001).
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A primeira vacina disponível para HBV, derivada de plasma de portadores crônicos de 

hepatite  B,  surgiu em 1980.  Atualmente  a  vacina  derivada  de  plasma foi  substituída  por 

vacinas  fabricadas  utilizando-se  tecnologia  do  DNA  recombinante  (Kane,  1995).  Ambas 

vacinas são seguras e possuem uma eficácia de proteção que gira em torno de 90 a 95% 

(Margolis e cols., 1995). A partir de 1995 a Organização Mundial de Saúde (OMS) passou a 

recomendar que a vacina contra a hepatite B fosse incluída no calendário de vacinação infantil 

em países em que o HBV tivesse prevalência maior que 8%. Em 1997 a recomendação passou 

a valer para todos os países (WHA, 1992). Em 2001, 126 (66%) dos 191 países membros da 

OMS haviam incorporado a vacina contra a hepatite B em seu calendário infantil. A meta 

prevista  para 2007 é  que a vacina contra o HBV já  tenha sido implantada no calendário 

infantil em todos os países (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 

população não responder adequadamente à vacinação. Mais recentemente, foi desenvolvida 

uma geração de vacinas recombinantes que contem componentes antigênicos 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 imunológica celular (Milich e 

cols.,  1986).  O Brasil,  a partir de 1999, através do Instituto Butantã, começou a produzir 

vacina contra a hepatite B em levedura recombinante. Os testes demonstraram que tal vacina 

é satisfatória em termos de baixa reatogenicidade, incapacidade de gerar efeitos colaterais e 

taxa  de  soroconversão  e  produção  de  anticorpos  equivalentes  as  observadas  para  outras 

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

I.VI. Distribuição geográfica
Mais de 2 bilhões de pessoas já tiveram algum tipo de contato com o HBV em algum 

momento  de  suas  vidas,  dessas  aproximadamente  350 milhões  desenvolveram hepatite  B 

crônica  e  são  portadores  do  vírus.  A  incidência  da  infecção  por  HBV  e  sua  forma  de 

transmissão,  varia  largamente  dependendo  da  região  geográfica  e  grupos  populacionais 

(WHO,  fact  sheet  204,  2007).  Em  países  do  ocidente,  a  infecção  crônica  por  HBV  é 

relativamente rara e adquirida principalmente na fase adulta da vida, enquanto na Ásia e em 

grande parte da África a maior parte das infecções são passadas de mãe para filho, de contatos 

entre crianças de um mesmo domicílio e de agulhas e seringas não esterilizadas.

8



Aproximadamente 45% da população mundial  vive em áreas de alta endemicidade 

para o HBV (>8% da população é HBsAg positiva);  43% vive em área de endemicidade 

intermediária  (2-7%  da  população  é  HBsAg  positiva);  e  12%  vive  em  áreas  de  baixa 

endemicidade (<2% da população HBsAg positiva) (Yu e cols., 2000).

A infecção crônica por HBV tem alta prevalência no sudeste asiático, China e África, 

onde cerca de 10% da população esta infectada. Por outro lado, no oeste da Europa e América 

do Norte a doença afeta menos que 1% da população (Purow e Jacobson, 2003) (Fig. 2).

Os poucos estudos realizados a fim de avaliar a prevalência de HBV no Brasil mostrou 

grande variação.) Na região amazônica a prevalência de doadores de sangue HBsAg positivos 

é de 3,3% e de anti-HBc positivos de 49,9% (Braga e cols. 2005). Em Recife Arraes e cols. 

(2003) descreveram uma prevalência de anti-HBc de 12%, enquanto em São Paulo a preva-

lência de anti-HBc observada foi de 16% (Almeida Neto e cols., 2001). Já os dados do estado 

de Santa Catarina demonstram prevalência de 0,64% para HBsAg e 5,35% para anti-HBc 

(Rosini e cols., 2003).

Figura 2. Distribuição geográfica da hepatite B crônica (modificado de WHO/V&B/01.31).

Em áreas de alta endemicidade o risco de infecção pelo HBV durante a vida é superior 

a 60% e a maior parte das infecções é adquirida na vida perinatal  ou durante a infância, 

quando o risco de desenvolvimento de infecção crônica é elevado. Nessas áreas, hepatite B 

aguda é incomum, já que a maioria das crianças infectadas são assintomáticas. Entretanto, os 

níveis  de  câncer  e  cirrose  em  adultos  nessa  população  são  elevados.  Em  áreas  de 

endemicidade intermediária o risco de se adquirir hepatite B é de 20% a 30% e as infecções 

ocorrem em todas as faixas etárias. A hepatite B aguda é comum nessas áreas devido ao fato 

da infecção pelo HBV ocorrer principalmente na adolescência ou fase adulta. Em áreas de 

baixa endemicidade, o risco de infecção pelo HBV durante a vida é abaixo de 20%. A maior 
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parte das infecções pelo HBV nessas regiões se dá na fase adulta e em grupos de risco bem 

definidos.

I.VII. Estrutura Viral
Partículas infecciosas e não infecciosas podem ser encontradas no soro de indivíduos 

com hepatite B. O vírion de hepatite B, também conhecido como partícula de Dane, possui 42 

nm de diâmetro e compreende um core eletro denso (nucleocapsídeo) de 27 nm de diâmetro 

circundado por um envelope externo lipídico onde se destacam as proteínas de superfície 

(HBsAg) (Crowther e cols., 1994; Zuckerman, 1996). O nucleocapsídeo viral contém além de 

proteínas do core em arranjo icosaedral, polimerase e o genoma do viral (Gerlich e Robinson, 

1980).

Figura 3. Micrografia mostrando partículas virais do HBV (modificado de 

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

O antígeno de superfície é produzido em excesso pelos hepatócitos e secretado na 

forma de partículas de 22 nm, inicialmente chamadas de antígeno Austrália. Duas partículas 

subvirais podem ser encontradas no soro de indivíduos infectados, uma filamentosa e outra 

esférica, ambas possuem 22nm de diâmetro e são compostas somente pela membrana lipídica 

e proteínas virais (Fig. 3). A ausência do core, polimerase e genoma do vírus da hepatite B 

reflete a natureza não infecciosa dessas partículas virais. Essas partículas contêm proteínas de 

superfícies  pequenas  em  dois  estados,  glicosilados  (gp  27)  e  não  glicosilado  (gp24)  em 

quantidades equivalentes. Também estão presentes na superfície dessas partículas as proteínas 

médias (gp33 e gp 36) que contem o domínio pre-S2. A superfície viral possui composição 

similar,  entretanto,  além  dessas  proteínas  podemos  encontrar  as  proteínas  denominadas 
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grandes (gp39 e gp42),  que possuem tanto a região  pre-S1 quanto a região  pre-S2. Essas 

proteínas  grandes  não  são  encontradas  nas  pequenas  partículas  esféricas  de  22  nm,  mas 

podem estar  presentes  em formas  tubulares  encontradas  em indivíduos com alta  viremia. 

Acredita-se que o domínio de ligação específica para o receptor do HBV nos hepatócitos, está 

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

I.VIII. Genoma
O  genoma  do  HBV  é  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 círculo  quase  contínuo.  A fita  menor  tem um comprimento  variável 

podendo ser até 50% menor que a fita maior, com o extremo 5' fixo e o extremo 3' livre e 

variável  (Fig.  4).  A  estrutura  circular  do  genoma é  mantida  pela  região  de  coesão  (220 

nucleotídeos), situada no extremo 5' de cada fita. Próximo a esta região existem duas cópias, 

em repetições diretas, de um motivo de 11 nucleotídeos denominados DR1 e DR2 que estão 

relacionadas às funções de replicação e integração do genoma do vírus ao DNA genômico nos 

hepatócitos. A numeração em pares de base do genoma é baseado no sítio de clivagem de 

EcoR1, ou, quando este está ausente, em sítios homólogos. Na fita maior estão presentes as 

quatro regiões abertas de leitura (ORFs) conservadas nos diferentes genótipos de HBV. Estas 

quatro regiões apresentam sobreposições de ORFs e codificam para as seguintes proteínas: 

antígeno de superfície HBsAg (gene S-pré S), nucleocapsídeo (gene C/HBeAg), Polimerase 

(gene P) e proteína X (gene X). O gene P cobre mais de 70% do genoma e se sobrepõe 

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 proteína do envelope do HBV (antígeno S) e é constituída de 226 

aminoácidos  (Yokosuka e  Arai,  2006).  A cadeia  de  leitura  pre-S/S  pode  iniciar-se  em 3 

diferentes códons de iniciação, produzindo 3 proteínas: pre-S1 (envolvida no reconhecimento 

do HBV pelos receptores do hepatócito),  pre-S2 e S pequena (codificando as glicoproteínas 

de superfície: grande, média e pequena (Ganem e Schneider, 2001) (Fig. 5). O genes  pre-S 

possuem,  no  total,  174  códons,  e  o  gene  pre-S2  sozinho  codifica  55  aminoácidos.  Os 

aminoácidos 21 a 47 da região  pre-S1 codificam o sítio de reconhecimento dos receptores 

para os hepatócitos., portanto a integridade do envelope viral, juntamente com a expressão 

dos epítopos de  pre-S1 (aa21 a 47) são fatores essenciais para a ligação dos receptores do 

HBV aos hepatócitos (Yokosuka e Arai, 2006). Já foram relatadas deleções do códon inicial 
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de tradução de pre-S2, entretanto esses mutantes secretam partículas virais morfologicamente 

normais,  eficientes  e  que  são  efetivamente  infecciosas  (Fernholz  e  cols.,  1993).  Alguns 

genomas  virais  isolados  de  pacientes  com  hepatite  B  fulminante  e  falência  hepática 

apresentavam mutações no códon inicial de  pre-S2 impedindo a correta síntese da proteína 

média do envelope viral.  Esses resultados sugerem que a expressão da proteína média do 

envelope do HBV não é essencial para a replicação e morfogênese viral (Pollicino e cols., 

1997; Santantonio e cols., 1992; Trautwein e cols., 1996). A região pre-S é a mais variável do 

genoma sendo que somente 49,6% dos nucleotídeos são conservados. Em contraste a parte do 

gene S que codifica a proteína de superfície pequena (nucleotídeos 155-832) parece ser a mais 

conservada do genoma viral com 81,9% dos nucleotídeos conservados (Norder e cols., 1994). 

Essa porção do genoma, sozinha, pode ser utilizada para genotipagem com um alto grau de 

confiabilidade, além de ser útil também para análises filogenéticas (Norder e cols., 1994).

Figura 4. Representação esquemática do genoma do HBV mostrando as 4 principais regiões 

de transcrição (setas pretas). A seta maior em marrom corresponde ao RNA pre-genômico. As 

caixas coloridas representam as regiões que codificam proteínas (retirado de Kidd-Ljunggren 

e cols., 2002).

O gene core ou C possui 2 códons de iniciação, a região  pre-core e a região core, 

sendo possível a tradução a partir de um ou outro. Assim, é traduzido o HBeAg (a partir do 

pre-core) e quando a tradução se inicia na região do core é sintetizada o HBcAg (Ganem e 

Schneider, 2001; Gerlich e Robinson, 1980; Lok e cols., 2001; Zuckerman, 1996 ). Embora 

sejam  derivados  do  mesmo  gene,  HBcAg  e  HBeAg,  não  apresentam  reação  antigênica 

cruzada. O capsídio icosaedral é composto por 183 dímeros HBcAg, que protege o DNA viral 

da degradação por nucleases exógenas. Os resíduos 150-183 do HBcAg formam um domínio 
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requerido para o empacotamento do RNA (Wynne e cols., 1999). HBeAg é responsável pela 

diminuição da replicação in  vitro do DNA, reduzindo a dimerização de HBcAg e portanto 

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

Figura 5. Estrutura do vírus da hepatite B, que consiste em uma membrana lipídica dupla 

envolvendo um nucleocapsídeo que contem o genoma circular parcialmente dupla fita do 

HBV. No envelope observa-se a proteína S grande (LHB) que contem os domínios pre-S1, 

pre-S2 e S, a proteína S média (MHB) que contem o domínio pre-S2 e S e a proteína S 

pequena (SHB), composta somente pelo domínio S. A proteína SHB é a forma mais comum 

dessas proteínas, a porcentagem da MHB é de 5-15% e da LHB é somente 1-2%. Modificado 

de Yokosuka e Arai (2006).

O  gene  da  polymerase  é  o  mais  longo  do  vírus  da  HBV,  estendendo-se  por 

aproximadamente 80% do genoma viral e se sobrepondo a três outros genes; superfície, core e 

X (Sheldon e cols., 2006). A polimerase do HBV é uma proteína multifuncional que contem 4 

domínios; uma região iniciadora (aa1 a aa183), uma região espaçadora (aa183 a aa348) de 

função desconhecida, uma região catalítica que funciona como RNA polimerase RNA/DNA 

dependente  (aa349  a  aa691)  e  uma  região  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 síntese da cadeia negativa do DNA a partir RNA 

genômico), quer como uma DNA polimerase endógena (Ganem e Schneider, 2001; Lok e 

cols., 2001; Zuckerman, 1996). O domínio catalítico (aa349 a aa691) pode ser subdividido em 
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7  domínios  A  a  G.  Mutações  que  levam  a  resistência  aos  antivirais  estão  tipicamente 

posicionadas no domínio C nas margens do sítio de ligação de dntps (Zoulim, 2004).

A função precisa da proteína HBx não é bem compreendida, mas é sabido que ela 

ativa  várias  vias  metabólicas  (AP-1,  NF-κB)  in  vitro e  se  liga  a  p53,  sendo um potente 

transativador.  A  proteína  X  parece  ter  uma  função  essencial  na  replicação  e  na 

hepatocarcinogênese (Ganem e Schneider, 2001; Lok e cols., 2001; Zuckerman, 1996). Um 

importante  papel  da  proteína  X  é  o  aumento  do  metabolismo  intrahepático  de  purina  e 

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

I.IX. Replicação do material genético
Estudos da cinética viral in vivo revelaram que a meia-vida plasmática do HBV é de 

24 horas, com um turnover diário de 50% e uma produção de 1011 vírus diária (Nowak, 1996). 

O ciclo de replicação do HBV (Fig. 6) inicia-se com a ligação da partícula viral ao hepatócito, 

mediada pela glicoproteína de superfície pre-S1 e um receptor do hepatócito. 

Figura 6. Esquema das fases da replicação do material genético no HBV. O vírus envelopado 

infecta a célula liberando o RC-DNA (DNA circular relaxado) que é transportado até o nú-

cleo, reparado e transformado em cccDNA (1). De volta ao citoplasma, ocorre a transcrição 

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

do ocorre a transcrição reversa (3) e a síntese do DNA +/- a partir do DNA-/- gera o novo RC-

DNA. A partir daí, pode ocorrer um novo ciclo de replicação com a formação do cccDNA, ou 

os nucleocapsídeos contendo o RC-DNA são envelopados e liberados como novos vírions. 

MP = membrana plasmática. Modificado de Beck e Nassal (2007).
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Dentro do hepatócito, o genoma do HBV é libertado para dentro do núcleo, onde se completa 

a síntese da cadeia positiva (incompleta) do DNA. O genoma viral é, assim, convertido numa 

cadeia circular fechada de DNA com ligações covalentes (cccDNA) pela DNA polimerase 

viral (Ganem e Schneider, 2001). O cccDNA é o modelo que origina o RNA mensageiro 

(RNAm) para a síntese das proteínas virais e o RNA pre-genômico para a síntese do genoma 

viral. O RNA pre-genômico é transportado para o citoplasma, incorporado no nucleocapsídeo 

e  convertido  na  cadeia  negativa  do  DNA pela  transcriptase  reversa.  A síntese  da  cadeia 

positiva é então iniciada e as partículas do core, contendo DNA viral, são então envolvidas 

por HBsAg e secretadas para fora do hepatócito ou transportadas para o núcleo,  onde se 

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

I.X. Mutações
O HBV possui uma polimerase que não possui alta fidelidade, sendo que a taxa de 

erros durante a cópia do RNA ou DNA parece se aproximar mais das taxas estimadas para 

retrovírus  e  outros  vírus  de  RNA (Simmonds,  2001).  Essa  alta  taxa  de  mutação  ocorre, 

provavelmente, devido ao passo de transcrição reversa que envolve a replicação do genoma 

do HBV, fenômeno não observado em outros  vírus de DNA (Summers  e  Mason,  1982). 

Medir  a freqüências de trocas no genoma do HBV é extremamente complicado devido a 

existências  de  seqüências  sobrepostas  e  a  falta  de  sítios  sinônimos  na  maior  parte  das 

seqüências codificantes. Suportando essa hipótese existe a observação que a maior parte das 

mudanças  de  aminoácidos,  principalmente  na  região  do  pre-core  e  core,  são  deletérias  e 

devem ocorrer como uma forma de evasão da resposta imunológica (Simmonds, 2001).

Na  análise  do  DNA do  vírus  da  hepatite  B  de  isolados  de  plasma  de  portadores 

assintomáticos  foi  estimada uma taxa  de  mutação  de  aproximadamente  1,4  a  3,2  X 10-5 

substituições/sítio/ano (Okamoto e  cols.,  1994).  Por  outro lado,  utilizando DNA de HBV 

isolado de pacientes após falência do fígado por hepatite fulminante e transplante, a taxa de 

mutação encontrada foi três vezes maior (Sterneck e cols., 1997).

A atividade  das  enzimas da  DNA polimerase  e  transcriptase  reversa  é  eficiente  e 

rápida, mas propícia à ocorrência de erros durante a replicação (Ganem e Schneider, 2001). 

Variações nas seqüências do HBV foram detectadas em quase todas as regiões do genoma, 

sendo que HBV circula na população como quasi species.

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

conseguir detectar, em pacientes HBeAg negativos, a mutação G1896A na região pré-core e 
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atualmente conhecida por abolir a expressão do HBeAg. O promotor do core é responsável 

pela transcrição de duas fitas de mRNA de 3,5 kb; o mRNA pre-core (mensageiro do HBeAg) 

e o RNA pré genômico pequeno (mensageiro para proteína do core e também molde para 

transcrição reversa). Mutações de ocorrência natural estão agrupadas próximas ao promotor 

do core e são de natureza heterogênea, exceto pelas mutações A1762T e G1764A, que estão 

freqüentemente presentes (Tong, 2005). Mutantes do promotor do core são espécies virais 

dominantes  não  somente  no  estágio  anti-HBe,  como  mais  tarde,  no  estágio  HBeAg  da 

infecção. Muitos casos de hepatite fulminante são devidos a mutantes do promotor do core 

(Baumert e cols., 1996; Liang e cols., 1991).

A região  S  do  genoma do  HBV apresenta  alta  taxa  de  mutação  e  recombinação, 

levando a ocorrência de trocas de aminoácidos nas proteínas expressas (Fig. 7). Kohno e cols. 

(1996)  ao  analisar  pacientes  com  hepatite  B  crônica  HBsAg  positivos  descrevem  duas 

mutações: G130N e G145A. Cooreman e cols. (2001) descrevem várias mutações 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  inserção  entre  os  aminoácidos  122 e  123.  Lada  e  cols.  (2006)  analisam 

pacientes HBsAg e anti-HBs positivos, encontrando trocas de aminoácidos freqüentemente 

nas posições 145, 129, 126, 144 e 123.

Poucos estudos  funcionais  são voltados  para  análise  da  secreção  viral  de  isolados 

naturais de HBV. A construção e teste de um número extensivo de quimeras e de construções 

contendo sítios de mutação dirigida revelaram que a mutação R169P no gene S é responsável 

pelo bloqueio da secreção, tanto de partículas virais, quanto sub-virais (Khan e cols., 2004). A 

mutação R169P bloqueia a secreção da partícula viral/subviral, enquanto a mutação G119E, 

tanto  impede  a  secreção  do  vírion,  como  também  o  reconhecimento  viral  por  métodos 

comerciais  contendo  anticorpos  monoclonais  (Tong,  2005).  Yamamoto  e  cols.  (1994) 

descreveram as mutações I/T126N e G145A, sendo que todas promovem a interrupção da 

expressão de determinantes HBsAg específicos. Nesse sentido foi recentemente descrito que o 

mutante de escape G145R também altera a secreção do vírion (Kalinina e cols., 2003). A 

mutação  I110M  também  é  capaz  de  impedir  a  secreção  da  partícula  viral,  entretanto  a 

presença simultânea da mutação M133T nesses clones suprime a mutação I110M e confere 

eficiência  à secreção da partícula  viral  (Tong,  2005).  É interessante  notar que a  mutação 

M133T  cria  uma  seqüência  consenso  para  glicosilação,  que  pode  facilitar  o  correto 

dobramento entre as pontes bissulfeto (Tong, 2005).

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

aminoácidos 119, 120, 121, 122, 123 e 124 possuem efeitos negativos sobre a infectividade 
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do HBV identificando o subdomínio entre os aminoácidos 119 a 128 da proteína S pequena 

como  crítico  para  a  infectividade  viral.  Além  das  mutações  no  gene  do  envelope  viral, 

mutações no gene do core também possuem potencial para alterar a secreção do vírion (Bang 

e  cols.,  2005;  Le  Pogam e  cols.,  2002),  entretanto  mais  estudos  são  necessários  para  se 

verificar o quão comum são as mutações que inibem a secreção da partícula viral durante a 

infecção  crônica  e  o  quanto  a  prevalência  dessas  mutações  influencia  na  severidade  da 

doença.

Figura 7. Esquema mostrando a relação do determinante “a” da proteína S com a superfície 

dos vírions de HBV. A região da proteína S, incluindo o determinante “a” que se encontra na 

superfície viral, é representada por uma linha sólida. Os resíduos de cisteína do determinante 

“a” são representados por círculos cinza e as pontes disulfeto são indicadas pelas linhas unin-

do esses resíduos. As alfa-hélices que atravessam a dupla camada lipídica da membrana são 

representadas por estruturas cilíndricas cinzas. As substituições de aminoácidos mais freqüen-

temente encontradas na proteínas S são representadas por pontos pretos. Modificado de Torre-

si (2002).
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Na  região  da  polimerase  viral  já  foram  descritas  várias  mutações  que  causam 

resistência ao tratamento antiviral  (Tab. 1). Essas mutações emergem principalmente após 

tratamento prolongado. Vários estudos já foram realizados na tentativa de se  entender os 

mecanismo de resistência as drogas para o desenvolvimento de novas drogas antivirais e a fim 

de se desenvolver estratégias para o manejo e prevenção do desenvolvimento de mutações de 

resistência  a  drogas  antivirais  (Ghany  e  Liang,  2007).  Em  sua  maioria  a  mutações  que 

conferem resistência aos antivirais estão localizadas principalmente no domínio catalítico da 

polimerase.  As  mutações  primárias  ocorrem principalmente nas  vizinhanças  dos  sítios  de 

ligação de dntps afetando principalmente a posição ou estabilidade do substrato de ligação, 

molde ou iniciador. Ao contrário, as mutações secundárias tendem a ocorrer fora do sítio de 

ligação de nucleotídeos (Ghany e Liang, 2007, Sheldon e cols., 2006).

Tabela 1. Mutações na região da polimerase viral que conferem resistência ao tratamento 

antiviral (modificado de Ghany & Liang, 2007).

Droga Domínio A Domínio B Domínio C Domínio D Domínio E

Lamivudina rtL80V/I
rtI169T, rtV173L, rtL180M,

rtA181T, rtT184S
rtM204V/I/S, rtQ215S - -

Telbivudina - - rtM204I - -

Adefovir rtV84M, 
rtS85A rtA181T/V rtV214A, rtQ215S rtI233V, rtN236T, rtP237H -

Tenofovir - rtA194T - - -

Entecavir rtI169T, rtS184S/A/I/L/F/G rtS202G/I - rtM250V

I.XI. Variabilidade genética

- Subtipos
Em  1971,  Le  Bouvier  fez  o  primeiro  relato  de  variabilidade  genética  no  HBV, 

descrevendo, na proteína de superfície 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 específico: adw, 

adr, ayw ou ayr. Mais tarde, em 1983, em um estudo maior, Courouce-Pauty e cols., não só 

confirmaram  um  padrão  de  distribuição  geográfica  dos  vários  subtipos  virais,  como 

caracterizaram subtipos  adicionais,  chegando a  um total  de nove subtipos virais  de HBV 

(ayw1 a ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq- e adr+) (Tab. 2).
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Nos anos 80, tornou-se claro que os determinantes dos subtipos virais eram baseados 

na substituição de um único aminoácido da proteína de superfície pequena nas posições 122 

(d ou r) e 160 (r ou w). Os subtipos “d” e “w” possuem ambos lisina nas duas posições, 

enquanto a presença de arginina em ambas posições determina os subtipos “y” e “r”. Subtipos 

adicionais foram mapeados nos aminoácidos 127, 144, 145, 158, 159, 177 e 178 (Norder e 

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

Tabela 2. Tabela mostrando as substituições de aminoácidos em posições específicas que determinam 
os diferentes subtipos do HBV (retirado de Kay e Zoulim, 2007).

Sorotipo Seqüência HBsAg
ayw1 122R+160K+127P+ (134F e/ou 159A)
ayw2 122R+160K+127P
ayw3 122R+160K+127T
ayw4 122R+160K+127L
Ayr 122R+160R

adw2 122K+160K+127P
adw4 122K+160K+127T

adw4q- 122K+160K+127L+178Q
adrq+ 122K+160R+177L+178P
adrq- 122K+160R+177V

- Genótipos
Com  a  evolução,  diminuição  de  custo  e  a  popularização  das  técnicas  de 

seqüenciamento, a subtipagem, baseada somente na seqüência da proteína S viral, foi dando 

lugar a genotipagem, baseada no seqüenciamento do genoma completo do HBV. Em 1988, 

Okamoto e  cols.,  comparando a  seqüência  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 classificação do HBV em subtipos poderia ser complementada, se 

não  substituída.  Comparando  seqüências  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 genótipos foram posteriormente descritos, G e H. O genótipo G, descrito em 

2000 por Stuvyer e cols.,  possui uma inserção de 36 nucleotídeos região do core.  Já e o 
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genótipo H, descrito em 2002 por Arauz-Ruiz e cols., é bastante similar ao genótipo F, sendo 

provavelmente derivado deste.

Estudos  recentes  demonstram  que  os  diferentes  genótipos  de  HBV  podem  ser 

classificados ainda em subgrupos com origens étnicas e geográficas distintas que diferem em 

aproximadamente  4  %  do  genoma  (Alestig  e  cols.,  2001;  Kramvis  e  cols.,  2002;  2005; 

Sugauchi  e  cols.,  2001;  2002).  O  genótipo  A  foi  recentemente  divido  em subgrupo  Aa 

(África/Ásia) e Ae (Europa). O subgenótipo Aa difere-se de todos os outros genótipos por 

possuir as mutações G1809T, C1812T, G1862T e G1888A (Sugauchi e cols., 2004). Kramvis 

e colaboradores (2002) descreveu isolados do genótipo A, denominada A’, que demonstravam 

uma deleção de 11 aminoácidos no final da região pre-S1 semelhante ao observado em vírus 

do genótipo D. O subgrupo Aa também foi observado em Malawi (Sugauchi e cols., 2003). 

Esses  isolados  eram  em  sua  maioria  pertencentes  ao  subtipo  ayw1,  entretanto  não 

apresentavam a  deleção  no  domínio  préS1  como os  isolados  africanos.  Sugauchi  (2002) 

também observou que dois subgrupos pertencentes ao genótipo B podem ser diferenciados; 

um  grupo  observado  principalmente  na  população  japonesa  (Bj),  onde  nenhuma 

recombinação é observada e um subgrupo asiático (Ba) que apresenta uma recombinação na 

região do core em HBV do genótipo C.  Com a análise  de seqüências virais,  isoladas de 

aborígenes australianos, pertencentes ao genótipo C foram identificadas várias características 

diferentes  que  sugeriram  a  separação  deste  em  um  subgrupo  separado  denominado  C 

Austrália (Alestig e cols., 2001, Sugauchi e cols., 2001). O genótipo 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 genótipos E, G e H não 

apresentam nenhuma subdivisão. Acredita-se que a ausência de subgenótipos no genótipo E é 

devido a sua recente gênese em genótipo. Já no caso dos genótipos G e H, por terem sido 

descritos há menos tempo, ainda há poucos genomas totalmente seqüenciados e depositados 

no  GenBank  e  nenhum  trabalho  foi  realizado  ainda  no  sentido  de  classificá-los  em 

subgenótipos. Pelas análises de recombinação feitas até o momento, há indicações que no 

mínimo um novo genótipo de HBV ainda falta ser descrito (Glebe, 2007).

I.XII. Métodos de genotipagem
Vários  métodos  de  genotipagem  são  conhecidos  para  o  vírus  da  hepatite  B 

(Bartholomeusz e  Schaefer,  2004).  Inicialmente a  variabilidade do genoma era  observada 
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através  dos  diferentes  perfis  encontrados  após  a  digestão  do  material  genético  viral  por 

enzimas de restrição. A separação dos diferentes genótipos do HBV utilizava a digestão com 

enzimas  de  restrição  dos  fragmentos  previamente  amplificados,  sendo  possível  a 

diferenciação  dos  diferentes  genótipos  através  da  observação  dos  diferentes  padrões  de 

restrição (Lindh, 1997; Mizokami e cols., 1999). Posteriormente foram desenvolvidos vários 

métodos de  genotipagem que  incluíam a  amplificação de  um fragmento do genoma viral 

utilizando-se iniciadores específicos para cada um dos genótipos virais. Em 1993 Repp e cols. 

descreveram uma reação de PCR "nested" com um jogo de iniciadores multiplex capaz de 

detectar concomitante quatro genótipos de HBV (A, C, D e F). Outro método similar é capaz 

de diferenciar os genótipos A-F em duas reações de PCR distintas (Naito  e  cols.,  2001). 

Kirschberg  e  cols.  (2004)  aprimoraram  uma  reação  de  PCR-multiplex,  sendo  possível 

distinguir os genótipos A-F em uma única reação. Uma vantagem da utilização de técnicas 

genótipo específicas é que torna mais fácil a detecção de infecção PR mais de um genótipo do 

HBV (Zhang e cols., 2004). Ainda estão disponíveis outros métodos de determinação dos 

genótipos virais utilizando sondas genótipo específicas ou a até mesmo microarrays (Sons e 

cols., 2006). Atualmente, o método padrão ouro para genotipagem é o seqüenciamento do 

genoma completo ou parte dele, sendo a região que codifica a proteína S a que resulta em uma 

análise filogenética mais semelhante da obtida quando se utiliza o genoma viral completo 

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

I.XIII. Distribuição dos diferentes genótipos do HBV
Os diferentes genótipos virais, designados de A a H, e definidos pela divergência na 

seqüência de nucleotídeos superior a 8% entre os mesmos, possuem distribuição geográfica 

específica (Arauz-Ruiz e cols., 2002; Norder e cols., 1992). O genótipo A é prevalente no 

norte e centro da Europa, mas também é comum no América do Norte e África sub-saaraiana. 

Os genótipos B e C são mais freqüentes na Ásia. O genótipo D é amplamente distribuído, 

sendo  o  genótipo  predominante  na  região  mediterrânea,  e  o  genótipo  E  é  encontrado 

principalmente no oeste da África. O genótipo F apresenta a maior divergência entre todos, e 

é encontrado em populações nativas das Américas (Norder e cols., 1993). O genótipo G é 

encontrado na França e EUA (Stuyver e cols., 2000), e o genótipo H na América Central e 

EUA, também em populações nativas (Arauz-Ruiz e cols., 2002).
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Os diferentes  subgenótipos  de  HBV  também apresentam distribuições  geográficas 

específicas, sendo somente o genótipo D e seus subgenótipos D1, D2 e D3, descritos como 

presentes por todo o mundo (Glebe, 2007).

I.XIV. Genótipos do HBV: O panorama Brasileiro
Além de existirem poucos estudos sobre os genótipos de HBV circulantes em território 

brasileiro, quase todos são voltados a grupos específicos de pacientes (portadores crônicos, 

pacientes de unidades de hemodiálise, ou portadores de HIV). Entretanto todos esses estudos 

demonstram como circulantes no território brasileiro os genótipos A, D e F. Outros genótipos 

como o B e C também já foram descritos como circulantes no Brasil, entretanto são raros e 

encontrados somente em decendentes de asiáticos. Há relato recente também da presença do 

genótipo G em nosso país.

Carrilho  (2004)  analisou  813  pacientes  de  hemodiálise  de  22  unidades  de  diálise 

diferentes no estado de Santa Catarina. Nesse pacientes foram identificados os genótipos A 

(30.6%), D (57.1%) e F (12.2%). Analises univariadas mostraram associação entre a infecção 

pelo HBV e o tempo total de hemodiálise, tipo de equipamento utilizado para diálise, higiene 

e esterilização do equipamento, número de reutilização dos filtros de diálise, o número de 

pacientes por funcionário e infecção por HCV.

No estado do  Paraná  foi  realizado  um estudo  em 2002,  onde  foram identificados 

circulando pela população infectada pelo HBV, os genótipos A (14%), C (1,3%), D (82,5%) e 

F (1,8%). Sendo que o genótipo C foi encontrado em um indivíduo do grupo étnico amarelo 

(Bertolini, 2002).

Pacientes infectados por HIV provenientes do Rio de Janeiro foram investigados para 

presença de infecção por HBV, 50% das amostras se revelaram HBsAg positivas, sendo que 

70% eram do genótipo A, e 30% do genótipo D (Sucupira, 2004).

Rezende e cols. (2005), analisaram o soro de 46 pacientes com hepatite B crônica, 

todos  provenientes  da  região  Sudeste.  Nesse  estudo  foram  identificados  19  pacientes 

infectados com o genótipo A (41.3%), 26 com o genótipo D (56.5%) e somente um com o 

genótipo F (2.2%).

Em  Goiânia  foi  realizado  um  estudo  com  pacientes  de  unidade  de  hemodiálise 

revelando que aproximadamente 12% desses indivíduos eram HBsAg positivos.  A análise 

genotípica de 26 amostras revelou a presença de genótipo 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 região geográfica e também em pacientes de diálise verificou a prevalência de 67% de 

HBV genótipo A, 30% de vírus do genótipo D e 3% do F (Motta, 2003).

No  estado  do  Tocantins,  um  estudo  também  com  pacientes  de  uma  unidade  de 

hemodiálise, analisou amostras de 100 indivíduos, dos quais quatro foram HBsAg positivos e 

destes três foram identificados como portadores do genótipo A do HBV (Souza e cols., 2003). 

Sitnik e cols. (2004) analisaram soro de 103 portadores crônicos do HBV, HBsAg positivos, 

provenientes de várias regiões do país, revelando a presença de cinco genótipos virais nessa 

população: A, B, C, D e F. O genótipo A foi o mais freqüentemente encontrado (59,5%), 

seguido pelos genótipos D (24,3%), C (13,6%), F (9,7%) e B (2,9%). Os genótipos B e C 

encontrados nessa amostra foram identificados em soros de pacientes de origem asiática.

Estudo, realizado na região Norte e nordeste do País, revelou a presença dos genótipos 

A, D e F, sendo que na região Norte (estados do Amazonas e Acre) a prevalência do genótipo 

A é de 55,6%, D 22,2% e F 22,2%. Estudo filogenético mais recente, também em pacientes 

com hepatite B na região norte do país, demonstrou maior variabilidade genética e maior taxa 

de  substituições  em  pacientes  com  hepatite  B  aguda  ou  crônica  que  em  portadores 

assintomáticos (Oliveira  e  cols.,  2008).  Já  na região Nordeste  foi  encontrado somente os 

genótipos A (85,7%) e F (14,3%) (Silva Filho, 2005).

Estudo mais abrangente foi realizado por Mello em 2007. Na região norte do país, que 

descreveu uma maior freqüência do genótipo A no Amazonas e no Pará, enquanto no estado 

do  Amapá  o  genótipo  mais  freqüentemente  encontrado  foi  o  genótipo  D.  No  estado  de 

Pernambuco o genótipo mais freqüente foi o A (54,2%, seguido pelo F (29,2%) e D (16,6%). 

Nos estados do Sudeste analisados (SP, RJ), o genótipo mais prevalente foi o genótipo A, 

ocorrendo o mesmo na região Sudeste (MG, MS e GO). No estado de Santa Catarina somente 

foi  relatada  a  presença  dos  genótipos  A  e  D,  sendo  o  último  o  mais  freqüentemente 

encontrado.

Recentemente,  estudo  realizado  com  pacientes  submetidos  ao  tratamento  com 

lamivudina, foi observado a presença de amostras do genótipo G. Tais amostras tiveram todo 

o seu genoma seqüenciado e demonstraram grande divergência em relação as seqüência dos 

genótipos G já descritas na literatura (Bottechia e cols., 2008).

Análises filogenéticas demonstraram que ambos os subgrupos do genótipo A (Aa e 

Ae) circulam no Brasil,  assim como dois subgrupos pertencentes ao genótipo F (Ib e  II) 

(Gomes, 2005).

Alguns autores colocam que a América do Sul e Central são as únicas regiões onde 

estes três genótipos do HBV (A, D e F) co-circulam em larga escala, o que poderia contribuir 

para variações  específicas  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 

seqüenciados. A alta diversidade do HBV, aliado aos achados de que diferentes genótipos 

apresentam comportamento  diferente  na  evolução  das  doenças  hepáticas,  apontam para  a 

necessidade  de  um maior  conhecimento  da  associação  deste  diferentes  genótipos  com o 

desenvolvimento  de  diferentes  doenças  hepáticas.  Deve-se  destacar,  no  entanto,  que  não 

existem estudos suficientes sobre a prevalência dos diferentes genótipos virais de HBV no 

Brasil  e  na América  do Sul.  Tendo em vista  que  a  população brasileira  é  composta  por 

diferentes origens étnicas, seria interessante saber se a freqüência dos diferentes genótipos de 

HBV presentes no Brasil  reflete  a composição étnica obtida a  partir  dos  dados genéticos 

encontrados  em estudos  populacionais  (Alves-Silva  e  cols.,  2000;  Carvalho-Silva  e  cols., 

2001).

I.XV. Infecção dupla e recombinação
Infecção dupla por mais de um genótipo de HBV pode ser detectada utilizando-se 

métodos sorológicos (Hess e cols., 1977; Tabor e cols., 1977). Superinfecções com o mesmo 

ou  genótipos  diferentes  de  HBV,  as  quais,  em  pacientes  crônicos,  parecem  vir  sempre 

acompanhadas da exacerbação da doença aguda já foram descritas (Kao e cols., 2001). Em 

estudos  em pacientes  tratados  com interferon  foi  observada  co-infecção  por  mais  de  um 

genótipo em 67% dos casos (Hannoun e cols., 2002). Além disso, nesse grupo de pacientes, é 

freqüente a  mudança  do genótipo  A (adw) para  o  genótipo D (ayw)  após  soroconversão 

(Gerner e cols., 1998). O aparecimento de rearranjos e a ocorrência de várias trocas de bases 

na região pre-S são evidências que sugerem um processo de seleção agindo nessa região do 

genoma viral. Além disso, a troca de genótipos após a soroconversão HBeAg/anti-HBe revela 

a existência de mecanismos ainda não conhecidos durante o curso natural da infecção (Gerner 

e cols., 1998).

A detenção de infecção por mais de um genótipo de HBV é de fácil detecção com 

PCR-multiplex, ou métodos que utilizam sondas genótipo específicas (Kato e cols.,  2003; 

Kirschberg e cols.,  2004; Naito e cols.,  2001; Zhang e cols.,  2004). Utilizando diferentes 

métodos, a infecção 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 infecção tripla pelos genótipos A, B e C 

foram relatadas em 0,9% de pacientes usuários de drogas injetáveis (Chen e cols., 2004).
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A infecção pelo genótipo G parece estar ligada necessariamente a co-infecção pelo 

genótipo A. Esse achado em quatro pacientes americanos (Kato e cols., 2002) foi confirmado 

por estudo francês que também identificou a infecção pelo genótipo G acompanhado pelo 

genótipo A em um paciente (Kremsdorf e cols., 1996).

Alterações no genoma do HBV já foram relatadas por vários autores. Estudos recentes 

identificaram hot spots para recombinação intergenotípica (Simmonds e Midgley, 2005; Yang 

e  cols.,  2006).  Pontos  de  quebra  e  recombinação  foram freqüentemente  encontrados  nas 

vizinhanças da região DR1 (nt 1640–1900), região preS1/S2 (nt 3150-100), região 3` terminal 

do gene do core (nt  2330-2450) e região 3` terminal do gene da proteína 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 genótipos (Bollyky e cols., 1996; Bowyer  e cols.,  2000;  Morozov e cols., 

2000; Sugauchi e cols., 2002). Vários recombinantes entre os genótipos 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  genótipos  A  e  C  (Hannoun  e  cols.,  2002)  já  foram 

observados.  Recombinações  entre  os  genótipos  B  e  C  parecem  ser  responsáveis  pela 

separação do genótipo B em dois subgenótipos com distribuições geográfica específicas: o 

genótipo  sem  recombinação  é  encontrado  no  Japão  (Bj),  enquanto  o  subgenótipo 

recombinante (Ba) é encontrado em toda a Ásia, exceto no Japão (Sugauchi e cols., 2002). Do 

mesmo  modo  recombinantes  entre  os  genótipos  C  e  D  são  responsáveis  por  diferentes 

subgenótipos encontrados no Tibet (Cui e  cols.,  2002; Wang e cols.,  2005;  Zeng e cols., 

2005).

Co-infecção por dois genótipos diferentes de HBV em um único paciente pode resultar 

em troca de material genético entre as duas linhagens. Entretanto, baseado no conhecimento 

atual da replicação do HBV, o mecanismo de recombinação não pode ser esclarecido, já que 

nenhum evento recombinatório em que haja troca de material genético ao nível de transcrição 

pode ser proposto para o genoma de hepadnvirus (Schaefer, 2005; 2007). Além disso, ainda 

está  em  aberto  se  os  eventos  recombinatórios  observados  no  genoma  do  HBV  são 

conseqüência direta de recombinação genética entre as diferentes linhagens virais, ou se são 

resultados  de  uma rápida  adaptação  do  HBV a  certos  fatores  genéticos  ou  imunológicos 

característicos de diferentes populações humanas no planeta (Schaefer, 2007).
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I.XVI. Associação entre os genótipos do HBV e o curso clínico da 

infecção e diferenças na resposta à terapia anti-viral
Embora estudos clínicos preliminares indiquem a existência de uma associação entre o 

genótipo do HBV, a história natural da infecção e a resposta ao tratamento anti-viral (Carman, 

1997; Kao e cols., 2000 a e b; Orito e cols., 2001) análises complementares são necessárias 

para se chegar a uma conclusão definitiva em relação ao assunto.

Kao e cols. (2000 a, b) sugeriram que o genótipo C do HBV está associado a uma do-

ença de fígado mais severa e a uma menor resposta a terapia com interferon (IFN), sendo que 

portadores de HBV genótipo C são mais freqüentemente HBeAg positivos (Akuta e cols., 

2003). Lindh e cols. (1999) associaram o genótipo B do HBV a uma doença de fígado mais 

grave. Na Índia, pacientes com HBV genótipo D foram observados com hepatite mais grave, 

desenvolvendo carcinoma hepatocelular mais precocemente que pacientes infectados com o 

genótipo A (Thakur e cols., 2002). Estudo realizado em pacientes que foram submetidos a 

transplante de fígado sugere que pacientes infectados com genótipo A apresentam menor risco 

de recorrência, enquanto pacientes portadores do genótipo D possuem um maior risco de re-

corrência e morte após transplante de fígado (Devarbhavi e cols., 2002). Estudo recente reali-

zado por Livingston e cols. (2007) em pacientes com hepatite B crônica no Alasca, descreveu 

associação significativa entre a infecção pelo genótipo F do HBV e o desenvolvimento de car-

cinoma hepatocelular.

Resposta à terapia com interferon parece estar associada a genótipos específicos do 

HBV. Indivíduos portadores do genótipo C e D apresentam uma menor resposta a IFN se 

comparado a indivíduos infectados com os genótipos A e B (Hou e cols., 2001; Kao e cols., 

2000 a e b;). A melhor resposta dos genótipos A e B pode estar relacionada ao mais rápido 

desenvolvimento de mutações no promotor base do core nos genótipos C e D (Bartholomeusz 

e Schaefer, 2004). A resistência a terapia antiviral com lamivudina parece ser independente 

do genótipo viral após um ano de terapia, mas pode estar relacionada com a presença do HBe-

Ag (Weber, 2005).

Já que os genótipos HBV possuem distribuição geográfica específica, é correto afirmar 

que os genótipos virais estão relacionados às etnias das pessoas infectadas. O genótipo A é 

predominante em etnias brancas, enquanto os genótipos B e C são predominantes em asiáticos 

(Hollinger e Liang., 2001). Levando em consideração que a transmissão perinatal é o modo de 

transmissão mais comum no continente asiático, fica a questão; qual fator é mais importante 

na determinação do curso da infecção em portadores de HBV: genótipo viral, duração da in-

fecção, ou etnia do portador (Weber, 2005).
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I.XVII. História Evolutiva
 Embora a primeira descrição de uma epidemia de HBV só tenha acontecido no século 

passado,  já  foi  sugerido  que  os  genótipos  virais  do  HBV podem refletir  a  migração  de 

populações humanas nos últimos 100.000 anos (Norder e cols., 1994, 1996) e há algumas 

especulações que certas doenças (inclusive icterícia),  descritas em textos antigos,  como a 

bíblia podem ter sido causadas por infecção pelo HBV (Hollinger e Liang, 2001). Além disso, 

as  altas  taxas  de  transmissão  e  os  longos  períodos  de  infecção  alertam que  o  vírus  não 

necessita  de  grandes  populações  para  estabelecer  infecção  (Dobson  e  Carper,  1996)  e, 

portanto, foi capaz de permanecer infectando pequenos agrupados humanos por vários anos.

Várias  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 substituições sinônimas para o HBV de 4.57 × 10-5 por sítio por 

ano, foi proposto que o vírus da hepatite B de pato (DHBV) começou a se diferenciar a 

aproximadamente 30.000 anos atrás enquanto o vírus da hepatite B de esquilo (GSHV) e o 

vírus que infecta marmotas (WHB) devem ter se divergido há aproximadamente 10.000 anos 

atrás,  todos  tendo como ancestral  o  HBV.  Os diferentes  genótipos  do  HBV surgiram há 

aproximadamente 3.000 anos (Orito e cols., 1989; Simmonds, 2001). Entretanto, como não 

somos capazes de estimar a real taxa de mutação do HBV através dos séculos ou milênios, 

não é possível calcular com exatidão quanto ocorreu a separação dos genótipos do HBV ou 

das outras espécies da família  hepadnaviridae. O genoma ancestral do HBV provavelmente 

teria 3215 nucleotídeos de comprimento, como observado nos genótipos B, C, F e H. Os 

outros genótipos diferem em tamanho devido a deleções e inserções ocorridas no genoma 

original.

Estudos sobre a distribuição geográfica dos diferentes genótipos do HBV sugerem que 

o HBV se originou nas Américas e se espalhou pelo Velho mundo pelos últimos 400 anos, 

após a era de colonizações (Bollyky e cols.,  1997). Durante esse período o HBV teria se 

diversificado, gerando os vários genótipos conhecidos, embora cálculos baseados no relógio 

molecular viral estimem que um tempo muito maior (aproximadamente 2.000 a 3.000 anos) 

seria  necessário.  Embora  haja  a  possibilidade  de  que  os  diferentes  genótipos  virais  já 

existissem antes do HBV se espalhar pelo mundo, não há evidências de infecção por outro 

genótipo  que  não  seja  o  F  na  população  indígena  das  Américas  da  época  das  grandes 

colonizações.  Corroborando essa hipótese,  há o fato  de que a  distribuição geográfica dos 

diferentes genótipos do HBV não seria tão 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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hipótese é o fato de existir em todo o Velho Mundo várias espécies de primatas infectadas por 

HBV. Quando a proposta de que o HBV teria surgido nas Américas surgiu, as evidências de 

infecção  desses  primatas  pelo  HBV  era  controversa,  já  que  poderia  ter  ocorrido  como 

resultado de transmissão 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 já são 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 improvável a proposta de que o contato humano foi o 

responsável  pela  transmissão  do  HBV para  várias  espécies  de  primatas  selvagens  nesses 

últimos 300 anos, uma teoria alternativa propôs que o HBV co-evoluiu com os humanos ao 

mesmo tempo em que eles migraram a partir da África há 100.000 anos (Magnius e Norder, 

1995; Norder e cols., 1994). Isso implicaria em uma taxa de mutação de aproximadamente 

5x10-7 trocas/por sítio/por ano nos últimos 100.000 anos. Entretanto, a filogenia dos genótipos 

do HBV em nenhum momento corresponde às relações genéticas entras as populações de 

humanos ou primatas.  Por  exemplo,  a  presença do genótipo F em populações  nativas  da 

América não é condizente com a presença dos genótipos B e C nas populações mongóis do 

nordeste asiático, que são geneticamente seus parentes mais próximos. Entretanto há pouca 

senão nenhuma evidência que as populações sul americanas e polinésias tiveram significativo 

contato para explicar a presença do genótipo F na ilhas do pacífico. Além disso, há pouca 

relação entre a distribuição dos genótipos do HBV com algum outro grupo populacional. 

Outra incongruência é a existência de genótipos de HBV espécie-específicos em chimpanzés, 

gibões  e  orangotangos e  como eles  estão misturados  entre  os  genótipos  humanos.  Isso é 

altamente  inesperado  já  que  as  viroses  dos  primatas  deveriam  ser  mais  divergentes  das 

variantes humanas e uma das outras devido ao seu maior tempo de co-especiação com as 

espécies de primatas (10±15 milhões de anos) (Simmonds, 2001).

A partir dessa última observação, surge a hipótese que a infecção humana pelo HBV 

surgiu na população várias vezes através do contato com diferentes primatas infectados com 

diferentes genótipos espécie-específicos. Esse cenário, de alguma forma, lembra o descrito 

para o surgimento da infecção pelo HIV na população humana  (Feng e cols., 1992; Gao e 

cols.,  1999).  A  hipótese  que  a  infecção  humana  pelo  HBV  foi  originada  por  contatos 

múltiplos entre os humanos e diferentes espécies de primatas é suportada pelo fato das áreas 

de alta prevalência do HBV na população humana serem regiões onde o contato entre as duas 

espécies é mais provável (América do Sul, África Sub-saariana e Nordeste Asiático). Além 

disso, a distribuição dos genótipos de HBV considerados ancestrais (F, B e C) é específica 

dessas três áreas, sendo que os genótipos encontrados fora dessas regiões, como na Europa e 
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América do Norte, são provavelmente resultado de variações mais recentes do genoma viral 

ao entrar em contato com grupos mais recentemente expostos. O problema encontrado na 

hipótese de uma origem do HBV em primatas, hoje em dia, é que humanos e primatas não 

compartilha nenhum genótipo de HBV, a não ser um relato sobre a infecção de um chimpanzé 

com uma variante do genótipo E (Takahashi e cols., 2000).
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Tendo em vistas que a co-circulação em grande escala dos genótipos A, D e F do HBV 

ocorre  somente  na  América  do  Sul  e  Central  e  que  poderia  contribuir  para  variações 

específicas  nesses  isolados,  combinado  ao  fato  de  que  diferentes  genótipos  apresentam 

comportamentos diferentes na evolução das doenças hepáticas, o presente trabalho tem como 

objetivo caracterizar os diferentes genótipos do HBV circulantes em território nacional, já que 

não existem estudos suficientes sobre a prevalência dos diferentes genótipos virais de HBV 

no Brasil e na América do Sul.

Frente ao fato da população brasileira ser composta por diferentes origens étnicas, 

outro objetivo do presente trabalho é identificar se a freqüência dos diferentes genótipos de 

HBV presentes no Brasil  reflete  a composição étnica obtida a  partir  dos  dados genéticos 

encontrados em estudos populacionais.
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III.I. Análise sorológica

III.I.I. Descrição da amostra

Foi  realizado  levantamento,  junto  ao  Laboratório  de  Sorologia  do  Serviço  de 

Hemoterapia do Instituto Nacional de Câncer para os anos de 1998 a 2005, de dados relativos 

a  marcadores  sorológicos  para  hepatite  B  (HBsAg,  anti-HBc)  de  doadores  de  sangue 

atendidos no referido Instituto.

III.I.II. Análise Estatística
O  teste  de  qui-quadrado  (X2)  foi  utilizado  para  verificar  se  houveram  alterações 

significativas na prevalência de marcadores sorológicos, em doadores de sangue voluntários, 

para hepatite B (HBsAg e anti-HBc).

III.II. Análise molecular

III.II.I. Descrição da amostra
Foi realizado contato com vários bancos de sangue e centros de pesquisa em todo o 

território nacional para obtenção de amostras de soro de indivíduos HBsAg positivos. Essas 

instituições, em sua maioria, foram hemocentros, nos quais existe uma soroteca na qual as 

amostras poderiam ser selecionadas a partir dos testes sorológicos realizados rotineiramente 

por  essas  instituições.  Nesse  primeiro  contato,  o  estudo  proposto  era  apresentado  e  os 

objetivos  a  serem  alcançados  esclarecidos.  Sete  instituições,  representando  4  regiões 

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,  já  coletadas  e 

armazenadas. Durante o levantamento realizado na soroteca do Laboratório de Sorologia do 

Serviço de Hematologia do Instituto Nacional de Câncer, também foi avaliada a prevalência 

de dois marcadores sorológicos para hepatite B (HBsAg e ant-HBc) em doadores de sangue 

voluntários durante os anos de 1998 a 2005.

Trezentas e nove amostras de soro HBsAg positivas de doadores de sangue foram 

coletadas junto as seguintes instituições (Tab. 3):

•Hemocentro de Santa Catarina, SC

•Hospital Universitário Clementino Fraga Filho, UFRJ, RJ

•Laboratório de Sorologia, INCA, RJ
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•Santa Casa de Araçatuba, SP

•Hemocentro de Vitória, ES

•Hemocentro de Goiânia, GO

•Hemocentro de Alagoas, AL

•Hemocentro da Paraíba, PB

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

Região Estado Número de amostras (n)
Sul Santa Catarina 41

Sudeste
Rio de Janeiro 48

São Paulo 52
Espírito Santo 52

Centro-oeste Goiás 51

Nordeste
Paraíba 50
Alagoas 25

Total 318

O projeto para desenvolvimento desse trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisa  –  Centro  Integrado  de  atenção  a  Saúde  e  ao  Comitê  de  Ética  em Pesquisa  do 

Instituto  Nacional  de  Câncer,  sendo aprovado com os  números  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 

anônima, não foi necessária a apresentação de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), visto que, conforme na resolução 196 do Conselho Nacional de Saúde, de 10 de 

outubro de 1996, item IV.3c, não foi possível contatar os indivíduos diagnosticados, assim 

como a coleta desses dados não foi necessária ao andamento do projeto.

III.II.II. Extração de DNA
As amostras coletadas no diferentes centros foram divididas em alicotas de 200µL de 

soro. A essa alícota foram adicionados 80µL de um tampão de lise contendo Tris 0,25M, SDS 

43mM + NaCl  0,93M + EDTA 25mM + tRNA 1mg + proteinase  K 10mg/mL +  CaCl2 

0,0015M. As amostras foram deixadas a 37oC por 4 h para digestão. Decorrido esse tempo a 

amostra  foi  submetida  à  técnica  de  fenol-clorofórmio  (Sambrook  e  cols.,  1989)  com 

modificações, pois a amostra foi incubada a –20oC overnight e centrifugada por 20 minutos 

antes da precipitação por álcool.
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III.II.III. Determinação do genótipo do vírus da hepatite B
Para a determinação do genótipo foram realizadas PCR “nested” para amplificação e 

posterior, seqüenciamento da região do envelope (S) do HBV. Para a amplificação, foram uti-

lizados os iniciadores HBV 21, HBV 24 (Starkman e cols. 2003) (Tab. 3) em uma primeira 

etapa de amplificação. Para um total de 25,0µL de reação foi adicionado DNA (de 250,0ng a 

1,0µg),  dNTPs  (0,2mM/µL),  iniciadores  (2pmol/µL),  Taq  DNA  polimerase  (0,02U/µL), 

MgCl (0,2mM/µL), tampão de amplificação 1X. Na segunda etapa de amplificação foram uti-

lizados os iniciadores HBV 22 e HBV 23 (Starkman e cols. 2003) (Tab. 4), sendo que para 

um total de 50,0µL de reação foi adicionado 2,0µL de produto amplificado na primeira etapa 

de amplificação, dNTPs (0,2mM), iniciadores (2pmol/µL), Taq DNA polimerase (0,02U/µL), 

MgCl (0,2mM), tampão de amplificação 1X. A amplificação em ambas etapas ocorreu nas se-

guintes condições: 2 minutos a 94Co, trinta ciclos de 94Co por 30 segundos, 52 Co por 30 se-

gundos e 72 Co por 40 segundos, segundo de 72Co por 2 minutos. Os amplicons, contendo 

aproximadamente 301 pares de base foram seqüenciados em um seqüenciador automático 

(MegaBACE 1000) utilizando os mesmos iniciadores utilizados para a segunda etapa de am-

plificação e submetidos a 30 ciclos de 95Co por 20 segundos, 50Co por 15 segundos, 60Co por 

1 minuto. As seqüências obtidas foram editadas com o programa BioEdit Sequence Align-

ment Editor (Hall, 1999) e alinhadas manualmente. Os dados de seqüenciamento foram utili-

zados para identificar o genótipo viral por BLAST através do banco de dados “Genotyping” 

(Rozanov e cols., 2004) do Nacional Institute of Health, que compara a seqüência de interesse 

com uma série de seqüências referências aos genótipos virais de HBV. A confirmação de ge-

notipagem foi realizada através do método de neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987) com o al-

gorítimo de distância p e a opção de deleção par a par (pairwise deletion), que não requer que 

as  diferentes  linhagens  tenham  evoluído  na  mesma  proporção,  utilizando-se  o  programa 

MEGA 4 (Tamura e cols., 2007). Para essa análise foram utilizadas seqüências de HBV obti-

das no GenBank (Tab. 5).

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

positivas para infecção por HBV (MacDonald e cols, 2000).

Iniciadores Seqüência Ordem Tamanho do 
produto

HBV 21 5’GACTTCTCTCARTTTTCYAGGGG3’
HBV 24 5’AGTAAAYTGAGCCARGAGAAACGG3’

1a etapa 435pb
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HBV 22 5’GATGTRTCTGCGGCGTTTTATCAT3’
HBV 23 5’ACGGRCTRAGGCCCACTCCCATAG3’

2a etapa 301pb

Tabela 5. Seqüências do GenBank utilizadas nas análises genéticas.

Número do GenBank
Genótipo/

Organismo de origem Autor da seqüência

AF090839 A Stuyver e cols.

S50225 A Wands e cols.

AB014370 A Takahashi e cols. 

X51970 A Koechel e cols.

AF297623 A Owiredu e cols.

AB033554 B Sastrosoewignjo e cols.

AF100309 B Wen e cols.
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.

AY233291 D Kimbi e cols.

AB104712 D Saudy e cols.

AB205126 D Nakajima e cols.

AB205126 D Nakajima e cols.

X75657 E Norder H e cols.
AB032431 E Takahashi e cols.

X75658 F Norder e cols.

AF223965 F Alestig e cols.

X75663 F Norder e cols.

AB036916 F Nakano e cols.

X69798 F Naumann e cols.

AY090455 F Arauz-Ruiz e cols.

AY090458 F Arauz-Ruiz e cols.

AY090461 F Arauz-Ruiz e cols.

AF223963 F Alestig e cols.

AF223964 F Alestig e cols.

AF405706 G Vieth S e cols.
AB064310 G Kato H e cols.

AF160501 G Stuyver e cols.

AY090454 H Arauz-Ruiz P e cols.
AY090457 H Arauz-Ruiz P e cols.

AY090460 H Arauz-Ruiz e cols.

AJ131571 Gibão Grethe e cols.

AB046525 Pan troglodyta Takahashi e cols.

AY226578 WMHBV Chavez e cols.

III.II.IV. Análise Protéica
Após  o  alinhamento  das  seqüências  de  nucleotídeo  obtidas,  tais  seqüência  foram 

traduzidas utilizando-se o programa MEGA 4 (Tamura e cols., 2007), tanto na posição de 

leitura  da  proteína  S  pequena,  como  na  posição  de  leitura  da  polimerase  viral.  Essas 
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seqüências foram então comparadas com a seqüência consenso de cada genótipo criadas por 

nós (Anexo II) e as substituições de aminoácidos foram anotadas.

III.II.V. Análise Filogenética
Para avaliar as relações filogenéticas entre as diferentes seqüências de região S, as 

seqüências de DNA foram alinhadas e em seguida agrupadas por genótipo.

A diversidade nucleotídica π (definida como a probabilidade de se escolher ao acaso 

dois nucleotídeos homólogos e eles serem diferentes, Nei, 1987) e a diversidade intragenotípi-

ca h (definida como a probabilidade de se escolher ao acaso dois haplótipos distintos em uma 

amostra, Nei, 1987) foram estimados com o programa ARLEQUIN 2.001 (Schneider e cols., 

2000) com a opção pairwise difference e o fator de correção gamma igual a 0,0 (zero) para o 

cálculo das distâncias moleculares.

O cálculo  de  mismatch distribution (Schneider  e  Excoffier,  1999),  que  computa  a 

distribuição do número de diferenças entre pares de seqüências de DNA de um conjunto de 

amostras,  foi  utilizado  para  estimar  um possível  evento  demográfico  passado,  como  por 

exemplo, contração, ou expansão populacional. Intervalos de confiança ao redor do mismatch 

distribution foram calculados  pelo  método  de  percentil  e  baseados  em 1000  réplicas  de 

bootstrap e  nível de significância (α)  de 0,001. Para a validação do modelo de expansão 

repentina (sudden expansion model) foi realizado teste utilizando a abordagem paramétrica de 

bootstrap usando o desvio da soma de quadrados (SSD) entre as distribuições observadas e 

esperadas (Teste de aderência; Schneider e Excoffier, 1999). Para esta análise foi assumido o 

modelo de sítios infinitos (infinite-sites model; Kimura, 1969) onde uma nova mutação ocorre 

em um novo sítio que é diferente do sítio onde uma mutação ocorreu inicialmente (Schneider 

e Excoffier, 1999).

Análise de variância adaptada para dados moleculares (AMOVA; Excoffiere cols., 

1992), calculada usando o método de distância de pairwise difference a partir de freqüências 

de  variantes  intragenotípicas,  foi  utilizada  para  determinar  a  estrutura  geográfica  das 

populações e os resultados gerados foram referidos como estatística  Φ (Excoffier  e cols., 

1992). A significância dos índices de fixação (estatítica  Φ) foi testada usando permutações 

não paramétricas (Excoffier e cols., 1992), na qual são realizadas permutações de haplótipos, 

indivíduos ou populações, entre populações ou grupos de populações, utilizando-se 16.000 

permutações.  A estatística  Φ é  composta por três índices;  ΦCT (correlação de haplótipos 

aleatórios  dentro  de  grupos  de  populações,  relativo  aos  pares  aleatórios  de  haplótipos 

extraídos  de  toda  a  população  estudada),  ΦSC (correlação  da  diversidade  molecular  de 

haplótipos  aleatórios  dentro  das  populações,  relativo  aos  pares  aleatórios  de  haplótipos 
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extraídos  da  região)  e  ΦST (correlação  de  haplótipos  aleatórios  dentro  das  populações, 

relativo aos pares aleatórios de haplótipos extraídos de uma dada população - Excoffier e cols. 

1992).  Para  análise  de  variância  (AMOVA) as  amostras  foram separadas  pelos  locais  de 

coleta (São Paulo, Rio de Janeiro, Vitória, Maceió, João Pessoas, Goiânia, Joinville) e tais 

locais  foram agrupados por região geográfica (Nordeste,  Centro-Oeste,  Sudeste  e  Sul).  A 

análise foi realizada para cada genótipo separadamente, para que a variação entre os genótipos 

não influenciasse as diferenças relativas aos diferentes locais de coleta.

A análise a “base de rede”, median-joining, foi estimada pelo programa NETWORK 

4.1.1.0 (Fluxus Technology, 2005). A análise de median-joining (MJ), cujo algoritmo foi ex-

plicado por Bandelt e cols. (1999), é uma parcimônia sem fundamento estatístico. Esta análi-

se, utiliza somente os sítios variáveis e infere vetores medianos que podem ser interpretados 

como haplótipos extintos ou não amostrados na população. A análise de MJ foi realizada para 

cada genótipo separadamente.

A  fim  de  esclarecer  melhor  a  história  evolutiva  das  amostras  do  genótipo  F,  as 

amostras desse genótipo seqüenciadas nesse estudo foram analisadas utilizando o método de 

máxima  verossimilhança  (Felsenstein,  1981)  com  busca  heurística  completa,  usando  os 

algoritmos de  stepwise addition e de  branch swapping [opção:  tree-bisection-reconnection 

(TBR)] com adição de 10 réplicas, utilizando o programa PAUP* 4.0b (Swofford, 2003). Para 

esta análise foram utilizadas 10 seqüências de DNA representando variantes para o genótipo F 

do  HBV.  Nessa  análise  foram adicionadas  12  seqüências  de  HBV obtidas  no  GenBank 

(Tabela 4).

III.II.VI. Análise de Recombinantes
A análise para a presença de recombinantes foi realizada com o programa Simplot 

(Lole  e  cols,  1999)  pela  análise  de  bootscaning,  que  identifica  sítios  informativos  que 

suportam árvores 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  distância  kimura  2 

parâmetros  (Kimura,  1980),  com a  taxa  de  transição  e  transversão  empírica  e  com 1000 

réplicas de bootstrap. As seqüências foram analisadas frente à seqüências consensos formadas 

por grupos de seqüências de cada genótipo extraídas do Genbank (Tab. 5).

38



III.II.VII. Análise Estatística
O teste de qui-quadrado (X2) foi utilizado para verificar se a ocorrência dos haplótipos 

nos diferentes genótipos se dava de uma maneira uniforme ou não.

Já o teste de Mann-Whitney foi utilizado para verificar se os valores encontrados tanto 

para a diversidade nucleotídica (π) e diversidade intragenotípica (h) nos diferentes genótipo 

de HBV, são estatisticamente diferentes.
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RESULTADOS
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IV.I. Análise Sorológica
Foram analisados  dados  sorológicos  provenientes  do  Laboratório  de  Sorologia  do 

Serviço de Hemoterapia do Instituto Nacional do Câncer referentes a 128.497 doadores de 

sangue, coletados entre os anos de 1998 e 2005. Nesse período aproximadamente 57.823, ou 

seja, quase 45% dos doadores eram doadores de repetição. A prevalência média de HBsAg foi 

de 0,27% (347/128.497) e de anti-HBc foi de 3,68% (4723/128.497) para o período de 1998 a 

2005. A prevalência dos marcadores analisados ano a ano está descrita na tabela 6.  Uma 

diminuição progressiva na prevalência média de indivíduos HBsAg e anti-HBc positivos pode 

ser observada para os anos de 1998 a 2005. A prevalência de HBsAg caiu significativamente 

de 0,36% em 1998 para 0,14% em 2005 (p<0,001), ao mesmo tempo, a prevalência 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 Memórias do Instituto Oswaldo 

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

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

Janeiro no período de 1998 a 2005.

Marcadores
Ano  HBsAg anti-HBc

1998
N 48/13,363 818/13,363
% 0,36 6,12

1999
N 54/17,103 807/17,103
% 0,32 4,72

2000
N 72/18,214 712/18,214
% 0,4 3,91

2001
N 56/19,256 678/19,256
% 0,29 3,52

2002
N 38/17,374 572/17,374
% 0,22 3,29

2003
N 41/15,821 480/15,821
% 0,26 3,03

2004
N 24/17,059 445/17,059
% 0,14 2,61

2005
N 14/10,307 211/10,307
% 0,14 2,05
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Figura 8. Prevalência de HBsAg, anti-HBC e anti-HCV entre doadores de sangue voluntários 

no Rio de Janeiro no período de 1998 a 2005.

IV.II. Genotipagem
Todas as 318 amostras de doadores de sangue HBsAg positivas de diferentes regiões 

brasileiras,  depois  de  submetidas  à  extração  de  DNA,  tiveram  amplificada  a  região  de 

interesse (S) por reação em cadeia da polimerase (PCR).

Foi possível obter seqüências para a determinação do genótipo viral em 273 amostras 

(Tab. 7). O fato de não ser possível a amplificação e posterior seqüenciamento de todas as 

amostras  pode  estar  relacionado  à  coleta  em  recipiente  não  apropriado  ou  estocagem 

imprópria com descongelamento esporádico.

A  determinação  do  genótipo  viral  foi  realizada  primeiramente  com  a  ferramenta 

Genotyping desenvolvida  pelo  National  Institute  of  Health e  confirmada  pela  análise  de 

Neighbor-Joining (Figs. 9, 10 e 11).

Entre as amostras seqüenciadas foram encontrados três genótipos de HBV: A (73%), 

D (23%) e F (4%).

O  genótipo  A  foi  o  mais  identificado  nas  amostras  de  Araçatuba,  Goiânia,  João 

Pessoa, Maceió, Rio de Janeiro e Vitória, a exceção a cidade de Joinville. O genótipo D foi 

encontrado em amostras  de  Araçatuba,  Goiânia,  João  Pessoa,  Rio  de  Janeiro,  Joinville  e 
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Vitória,  sendo  a  exceção  neste  caso,  a  cidade  de  Maceió.  O  genótipo  F  foi  o  menos 

freqüentemente encontrado, somente entre as amostras de Araçatuba, João Pessoa, Joinville e 

Rio de Janeiro, estando ausente nas amostras coletadas em Goiânia, Maceió e Vitória.

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

Cidade Número de amostras (n)

Joinville 40
Rio de Janeiro 44

Araçatuba 51
Vitória 37
Goiânia 41

João Pessoa 45
Maceió 15

Total 273

Em Araçatuba,  78%  das  amostras  analisadas  apresentavam o  genótipo  A,  20%  o 

genótipo D e 2% o genótipo F. Em Goiânia, 95% das amostras analisadas apresentaram o 

genótipo A e 5% o genótipo D. Em João Pessoa 82% das amostras agrupou-se no genótipo A, 

4% no genótipo D e 14 % no genótipo F. Na cidade de Joinville, o genótipo mais freqüente 

foi o D, em 67,5% das amostras coletadas, seguido pelo genótipo A, identificado em 30% das 

amostras, e do genótipo F presente em 2,5%. Em Maceió, só foram encontradas amostras do 

genótipo A. No Rio de Janeiro 76% das amostras analisadas apresentavam o genótipo A, 19% 

o genótipo D e 5% o genótipo F. Em Vitória 58% das amostras apresentaram o genótipo A e 

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

intragenotípicas encontradas no genótipo A. As seqüências referências, retiradas do GenBank, 

encontram-se sublinhadas.
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Figura  10.  Topologia  obtida  na  análise  de  Neighbor-Joining para  todas  as  variantes 

intragenotípicas encontradas no genótipo D. As seqüências referências, retiradas do GenBank, 

encontram-se sublinhadas.

Figura 11. Topologia obtida na análise de Neighbor-Joining para todos os haplótipos 

encontrados no genótipo F. As seqüências referências, retiradas do GenBank, encontram-se 

sublinhadas.
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Figura 12. Gráficos mostrando a distribuição dos diferentes genótipos do HBV nas várias 
localidades analisadas.

IV.III. Subtipos
O subtipo viral  foi  determinado em 261 seqüências de acordo com os resíduos de 

aminoácidos presentes nas posições 122, 127, 134, 159 e 160. Em nossa amostra o subtipo 

mais freqüente foi adw2 (75,1%), seguido por ayw2 (18,01%), adw4 (3,83%), ayw1 (1,92%) 

e  ayw3 (1,15%). Em todos as localidades amostradas o subtipo mais freqüente foi  adw2, 

exceto em Joinville, onde o subtipo mais freqüente foi ayw2. No Em Vitória o subtipo ayw2, 

apesar de não ser o mais freqüente, também apresentou uma alta prevalência (Tab. 8).

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

Localidades
Subtipo AL PB GO ES RJ SP SC Total Porcentagem

adw2 14 38 32 20 30 38 16 196 75,10%
adw4 0 6 0 0 3 1 0 10 3,83%
ayw1 1 0 3 0 0 0 1 5 1,92%
ayw2 0 0 2 17 5 2 21 47 18,01%
ayw3 0 0 0 0 1 0 2 3 1,15%
Total 15 44 37 37 39 41 40 268

Em amostras do genótipo A foi observado a presença de 2 subtipos diferentes adw2 e 

ayw1,  sendo  o  adw2 o  mais  freqüente.  Nas  amostras  pertencentes  ao  genótipo  D  foram 
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observados os subtipos ayw1, ayw2, ayw3 e adw2, sendo o ayw2 o mais prevalente. Nas 

amostras que se agruparam no genótipo F foram observados os subtipos adw2 e adw4, sendo 

o último o mais freqüente (Tab. 9).

Tabela 9. Distribuição dos diferentes subtipos virais nos diferentes genótipos identificados.

Subtipo Genótipos
A D F Total

adw2 188 6 2 196
adw4 0 0 10 10
ayw1 4 1 0 5
ayw2 0 47 0 47
ayw3 0 3 0 3

IV.IV. Análise intragenotípicas
Foram obtidas 264 seqüências relativas ao determinante “a” da região aberta de leitura 

da proteína S pequena compreendendo os aminoácidos 105 a 166. Nessas amostras foram 

encontrados 54 sítios polimórficos, nos quais ocorreram 62 substituições nucleotídicas (30 

transições e 32 transversões), sendo que o número médio de diferenças entre todos os pares de 

variantes da amostra foi de 7,73 +/- 3,61, e a probabilidade de dois nucleotídeos homólogos 

escolhidos ao acaso serem diferentes foi de 0,04 +/- 0,02. Em relação ao número total de 

substituições,  60%  ocorreram  na  terceira  posição  do  códon,  25%  na  segunda  posição  e 

somente 15% na primeira posição. Das mutações observadas nas seqüências nucleotídicas no 

gene S,  aproximadamente 53% eram sinônimas,  ou seja,  não acarretam uma mudança de 

aminoácidos na seqüência protéica final.

Na análise das seqüências pertencentes ao genótipo A foram observados 68 variantes 

(em 200 amostras analisadas), sendo 55 representados por uma única amostra. No genótipo D 

foram observados 37 variantes (de 62 amostras analisadas), dos quais 35 foram representados 

por somente uma amostra. No genótipo 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 número de variantes observado no genótipo A difere do esperado 

para uma distribuição uniforme (p<0,001).

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

análise das seqüências de região S para o genótipo A. A localidade de coleta é representada 
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pela sigla do Estado. N = número de amostras encontradas para cada variante. A1 = variante 

1, A2 = variante 2 e assim por diante.

Variante N Amostras Localidade

A1 54

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

284, 291, 293, 297, 301, 306 AL
391, 392, 393, 394, 396, 398, 399, 402, 403, 405, 406, 408, 410, 411, 412, 

413, 415, 416, 425, 426 GO

164, 264, 474 SC

A2 36

148, 151, 161, 162 SP
35, 37, 45, 48, 83, 90 RJ

66, 72, 77, 105, 106, 112, 114, 120 ES
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

A4 10

20 SP
97 RJ
305 AL

312, 313, 316, 317, 320, 332, 340 PB

A5 8 2, 3, 5, 7, 16, 22, 27 SP
40 RJ

A6 5 34, 36, 42, 44, 82 RJ

A7 2 50 RJ
468 SC

A8 2 99 RJ
418 GO

A9 2 124 ES
429 GO

A10 2 91 RJ
300 AL

A11 2 53 RJ
470 SC

A12 2 15, 23 SP
A13 2 255, 275 SC
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Tabela 11. Lista das variantes compartilhadas por mais de uma amostra identificadas na 

análise das seqüências de região S para o genótipo D. A localidade de coleta é representada 

pela sigla do Estado. N = número de amostras encontradas para cada variante. D1= variante 1, 

D2= variante 2.

Variante N Amostras Localidade

D1 20

159 SP
54, 55 RJ

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. Análise Protéica

IV.V.I. Gene S
Na análise das seqüências de aminoácidos gerados a partir do seqüenciamento de parte 

do gene S do vírus da hepatite B (aa105 a 165) foram identificados 52 peptídeos, destes, 19 

foram traduzidos  a  partir  de  seqüências  de  DNA obtidas  de HBV do genótipo A,  24 do 

genótipo D e 9 do genótipo F.

Na análise desses peptídeos foram observadas 27 modificações de aminoácidos em 18 

sítios variáveis (Tab. 12). Em nossa amostra, o aminoácido mais variável foi o 131 no qual foi 

identificada substituição em 73 amostras. Este sítio também foi o mais variável nas amostras 

do genótipo A (substituição N131T em 12 amostras) e no genótipo D (substituição N131T em 

56 amostras). No genótipo F a substituição mais freqüente foi a P127L, identificada em 10 

amostras.
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Tabela 12. Substituições de aminoácidos encontradas nas seqüências analisadas na leitura da 

proteína de superfície, discriminando o aminoácido presente na seqüência consenso (aa), sua 

posição, o aminoácido substituído, o número de amostras que apresentam a substituição (n) e 

os efeitos causados pela substituição. Em negrito estão as mudanças de aminoácidos 

relacionadas com a determinação do subtipo viral, em itálico estão as substituição 

relacionadas com variações genotípicas. ? = efeito não descrito.

aa posição aa substituído n Efeito
I 110 L 6 provável bloqueio da secreção de partículas virais

T 114 S
5
9 variação genotípica

T 118 A 1 escape vacinal
T 118 V 1 provável escape vacinal
P 120 T 2 escape vacinal
K 122 R 57 determinação de subtipos virais
P 127 T/L 13 determinação de subtipos virais
P 127 I 2 ?
A 128 V 1 escape vacinal
Q 129 R 1 escape vacinal
G 130 R 1 escape vacinal
G 130 N 1 escape vacinal

N 131 P/T
7
4 variação genotípica

Y/F 134 H 1 ?
Y/F 134 N 2 ?
F 134 Y 68 determinação de subtipos virais
C 138 S 4 deficiência na secreção de vírions

T/C/K 140 S 3 escape vacinal

S/P 143 T
5
7 variação genotípica

S 155 T 1 ?
G/L/F 158 Y/A/V 8 variação genotípica
A/K 159 G/V 70 determinação de subtipos virais

Y/L/K 161 F 50 variação genotípica

IV.V.I. Polimerase
Na análise  das  seqüências  de  aminoácidos  gerados  pela  seqüência  que  codifica  a 

polimerase  viral  do  vírus  da  hepatite  B  (posição  rt111  A  rt171)  foram identificados  71 

peptídeos, sendo 41 traduzidos a partir de seqüências de DNA obtidas de HBV do genótipo A, 

19 do genótipo D e 11 do genótipo F.
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Analisando esses peptídeos foram observados 35 sítios variáveis, onde ocorreram 51 

modificações de aminoácidos (Tab. 13). O aminoácido mais variável foi o rt154 encontrado 

substituído em 87 amostras. No do genótipo A, a substituição mais freqüente foi rtW154R, no 

genótipo D, o aminoácido mais variável foi o rt130, substituição rtP130Q, em 20 amostras, já 

no genótipo F a substituição mais observada foi a rtM132Lem 6 amostras.

Tabela 13. Substituições de aminoácidos encontradas nas seqüências da polimerase do vírus 

da hepatite B analisadas, discriminando o aminoácido presente na seqüência consenso (aa), 

sua posição no domínio RT (posição rt), o aminoácido substituído e o número de amostras 

que apresentam a substituição (n).

AA posição RT aa substituído 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
V 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 V 10
F 167 L 2
K 169 E/Q 2
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IV.VI. Análise Filogenética
A diversidade nucleotídica (π) para as amostras do genótipo A foi de 0,013751 +/- 

0,008199,  para  o  genótipo  D  foi  de  0,023860  +/-  0,013220  e  para  o  genótipo  F  foi  de 

0,032323 +/- 0,019024. A diversidade nucleotídica tanto do genótipo A como do genótipo D, 

para cada localidade de coleta, também foi estimada (Tab. 12). O Teste de Mann-Whitney 

demonstrou  que  os  valores  encontrados  para  diversidade  nucleotídica  (π)  nos  diferentes 

genótipos  encontrados  são  estatisticamente  diferentes  para  α=0,05.  A  diversidade 

intragenotípica (h) para o genótipo A foi de 0,8687 +/- 0,0175, para o genótipo D foi de 

0,8678  +/-  0,0419  e  para  o  genótipo  F  foi  de  1,0000  +/-  0,0447.  Da  mesma  forma  a 

diversidade intragenotípica (h) para os genótipos A e D foi calculada para cada localidade 

separadamente (Tab. 14). Para a diversidade intragenotípica (h), ao ser aplicado o teste de 

Mann-Whitney, demonstrou-se que os valores encontrados para diferentes genótipos não são 

estatisticamente diferentes para α=0,05.

Tabela 14. Diversidade nucleotídica (π) e diversidade intragenotípica (h) para as amostras do 

genótipo A e genótipo D em cada localidade de coleta.

Localidade Diversidade nucleotídica (π) Diversidade intragenotípica (h)
Genótipo A

Maceió 0,008760 +/- 0,006130 0,8476 +/- 0,0878
João Pessoa 0,008217 +/- 0,005602 0,7730 +/- 0,0451

Goiânia 0,007967 +/- 0,005461 0,7018 +/- 0,0685
Vitória 0,012767 +/- 0,008034 0,8498 +/- 0,0601

Rio de Janeiro 0,012075 +/- 0,007591 0,9140 +/- 0,0308
Araçatuba 0,018670 +/- 0,010804 0,8205 +/- 0,0510
Joinville 0,021272 +/- 0,013137 0,9556 +/- 0,0594

Genótipo D
João Pessoa 0,053476 +/- 0,056086 1,0000 +/- 0,5000

Goiânia 0,010695 +/- 0,013099 1,0000 +/- 0,5000
Vitória 0,019157 +/- 0,011612 0,9341 +/- 0,0611

Rio de Janeiro 0,020053 +/- 0,012870 0,8929 +/- 0,1113
Araçatuba 0,024828 +/- 0,015504 0,6429 +/- 0,1841
Joinville 0,022137 +/- 0,012658 0,7749 +/- 0,0861
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A análise de median-joining das amostras pertencentes ao genótipo A mostrou 12 

vetores medianos e no máximo 4 mutações separando os haplótipos ou vetores medianos 

(Fig. 13). Os haplótipos do genótipo A mais freqüentes (A1 representado pela amostra 

número 9, A4 representado pela amostra número 20, A2 representado pela amostra número 

35 e A3 representado pela amostra número 307) foram encontrados no interior da rede 

sendo  a  variante  A1  identificado  como  o  mais  ancestral.  Nessa  análise  foi  possível 

observar  uma tendência  de segregação espacial  na rede,  referente  às  amostras  de uma 

mesma região de coleta. No genótipo D, a análise de median-joining mostrou 23 vetores 

medianos e no máximo 4 mutações separando os haplótipos ou vetores medianos (Fig. 14). 

Da mesma forma a variante D1 representado pela amostra número 54, a mais freqüente 

para o genótipo D, também foi encontrada no interior da rede representando uma variante 

ancestral. Na análise de ambos os genótipos foi observada a formação de vários  loops,  

mostrando várias possibilidades de conexão entre haplótipos. Na análise com amostras do 

genótipo F foi observado nove vetores medianos com no máximo 3 mutações separando os 

haplótipos  ou  vetores  medianos.  Na  análise  das  amostras  do  genótipo  F  foi  possível 

observar a formação de quatro alças, ou loops (Fig. 15).
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-Figura 13. Median joining com os haplótipos
do genótipo A. Cada haplótipo é representado 

por um círculo, sendo que os círculos 
preenchidos (pontos pretos) correspondem aos 

haplótipos encontrado naquela localidade. 
Números próximos aos círculos representam 

as amostras . Para melhor visualização, já que 
alguns haplótipos são compartilhados, as 

árvores foram repetidas para cada localidade 
analisada.
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Figura 14. Median-joining com os haplótipos do genótipo D. Cada alótipo é representado por 

um círculo, sendo que os círculos preenchidos (pontos pretos) correspondem aos haplótipos 

encontrado naquela localidade. Números próximos aos círculos representam as amostras. Para 

melhor visualização, já que alguns haplótipos são compartilhados, as árvores foram repetidas 

para cada localidade analisada.
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Figura 15. Median-joining com os haplótipos do genótipo F. Cada variante é representado por 

um círculo. Números próximos aos círculos representam as amostras.

Na análise hierárquica de AMOVA, o cálculo de ΦCT não mostrou diferença significativa 

(p=0,05) entre regiões (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul),  tanto para as amostras do 

genótipo A quanto para as amostras do genótipo D (Tab. 13 e 14). O cálculo de ΦSC mostrou 

diferença significativa (p < 0,05) entre populações (João Pessoa, Maceió, Goiânia, Vitória, 

Rio de Janeiro, São Paulo, Joinville) de uma mesma região (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste 

e  Sul;  Tab.  13  e  14),  em  ambos  os  genótipos.  Finalmente,  o  ΦST mostrou  diferenças 

significativas (p < 0,05) (Tab. 15 e 16).
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Tabela 15. Análise de variância molecular (AMOVA) para as amostras do genótipo A usando 

o método de pairwise difference para o cálculo da matriz de distância.

Genótipo A
Partição Observada

Componente de Variância Variância % total p Estatística φ
Entre regiões -0,00116 -0,09 0,52600 φCT = -0,00088

Entre as populações / regiões 0,18099 13,77 0,00000 φ SC = 0,13757
Dentro das populações 113456 86,32 0,00000 φ ST = 0,13681

Tabela 16. Análise de variância molecular (AMOVA) para as amostras do genótipo D usando 

o método de pairwise difference para o cálculo da matriz de distância.

Genótipo D
Partição Observada

Componente de Variância Variância % total p Estatística φ
Entre regiões -0,17766 -7,85 0,55274 φCT = -0,07853

Entre as populações / regiões 0,39493 17,46 0,00819 φSC = 0,16186
Dentro das populações 204501 90,40 0,00137 φST = 0,09604

A  distribuição  do  número  de  diferenças  nucleotídicas  entre  pares  de  haplótipos 

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

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

simulados (assumindo o modelo de sítios infinitos) para ambos os genótipos, mostraram uma 

distribuição unimodal. Em ambos os genótipos as curvas traçadas com os dados observados e 

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

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

modelo  hipotético  de  expansão  repentina  da  população.  Para  o  genótipo  D,  o  modelo 

hipotético  de  expansão  repentina  também  foi  aceito  pelo  teste  de  aderência  SSD  = 

0,00730742 (p > 0,77).
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Figura 16. Mismatch distribution para o genótipo A com α = 0,05. Intervalos de confiança 

estão representados pelas curvas de percentil 5 e 95. Observado = distribuição do número de 

diferenças entre pares de seqüências de DNA de HBV genótipo A; Simulado = dados 

simulados utilizando o modelo de sítios infinitos.

Figura 17. Mismatch distribution para o genótipo D com α = 0,05. Intervalos de confiança 

estão representados pelas curvas de percentil 5 e 95. Observado = distribuição do número de 

diferenças entre pares de seqüências de DNA de HBV genótipo D; Simulado = dados 

simulados utilizando o modelo de sítios infinitos.

Na  análise  de  máxima  verossimilhança  para  as  amostras  do  genótipo  F  pode-se 

observar que as amostras seqüenciadas no presente trabalho agrupam-se somente entre as 
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amostra dos subgenótipos FII, FIII e FIV, sendo que as amostras dos subgenótipos FI e FII 

formam um grupo monofilético, enquanto a relação entre as amostras do subgenótipo FIII não 

podem ser bem resolvidas (Fig. 18).

Figura 18. Topologia obtida na análise de máxima verossimilhança para as seqüências do 

genótipo F que codificam peptídeos diferentes. As seqüências referências, retiradas do 

GenBank, encontram-se sublinhadas.

IV.VII. Análise de recombinantes
Análise  de  sequências  recombinantes  foi  realizada  para  todos  os  haplótipos 

encontrados para cada genótipo (68 haplótipos pertencentes ao genótipo A, 37 haplótipos do 

genótipo D e 11 haplótipos do genótipo F). Na referida análise não foi possível caracterizar 

eventos de recombinação entre as seqüências econtradas no presente estudo, e as sequências 

consenso dos diferentes genótipos de HBV.
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V.I. Análise sorológica
Foi verificado que a prevalência de HBsAg e anti-HBc (marcadores para hepatite B) 

diminuiu significativamente em doadores de sangue do Serviço de Hematologia do Instituto 

Nacional do Câncer, Rio de Janeiro, entre os anos de 1998 a 2005.

Nesse estudo a prevalência média de doadores de sangue HBsAg positivos (0,27%) no 

período de 1998 a 2005, foi menor do que a encontrada para Lábrea, 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 comparação com outros países como Alemanha (0,16% em 1997-2002) 

(Offergeld e cols., 2005), Estados Unidos (0,07% em 2002) (Zou e cols. 2004), Itália (0,003% 

em 1994-1997) (Tosti e cols., 2002) e Canadá (0,012% em 2000) (Chiavetta e cols., 2003) 

demonstrou que a prevalência de HBsAg nessa população é maior que a encontrada em países 

desenvolvidos.

A prevalência média para o antígeno 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 prevalência de anti-HBc 

em nossa amostra para o ano de 1998 foi de 6,12%, índice bem abaixo do encontrado para 

Recife (12%) em 1997 (Arraes e cols., 2003), demonstrando que apesar da alta prevalência de 

anti-HBc no Brasil,  a infecção por HBV não é endêmica na cidade do Rio de Janeiro. A 

prevalência  encontrada para  o  anti-HBc no Rio e  Janeiro em 1998 (6,12%) foi  similar  à 

encontrada na Colômbia (6,8%) e Panamá (6,7%), mas mais alta que em outros países 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%), Nicarágua (3,1%), Paraguai (5,6%) e Uruguai (4,1%) 

(Schmunis e cols.,  2001). A prevalência média de anti-HBc no Rio e Janeiro também foi 

maior do que a encontrada na Itália (0.03% em 1994-1997) (Tosti e cols., 2002).

A  queda  na  prevalência  desses  marcadores  na  população  estudada,  deve-se 

principalmente a campanhas de vacinação contra o HBV e ao aumento na sensibilidade dos 

testes sorológicos devido ao advento da AIDS.

V.II. Distribuição dos diferentes genótipos do HBV no território 

brasileiro
A prevalência  do  genótipo  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 genótipo A como o genótipo prevalente (Mello, 2005; Rezende e cols., 2005; 

Silva Filho, 2005; Sitnik e cols., 2004). Em nossa amostra o genótipo A se mostrou prevalente 

na maioria das localidades analisadas (Maceió, João Pessoa, Goiânia, Vitória, Rio de Janeiro 

e São Paulo), exceto em Joinville, onde o genótipo D foi identificado na maior parte das 

amostras (67,5%). Outros estudos nos quais a presença dos diferentes genótipos do HBV foi 

avaliada  em amostras  da  região  sul,  também apontaram para  uma  maior  prevalência  do 

genótipo D (Bertolini, 2002; Carrilho e cols., 2004; Mello, 2005). O genótipo F, apesar de ser 

o  genótipo  característico  das  populações  americanas  é  o  menos  representado  em  nossa 

amostra (4%). A freqüência do genótipo F na população está fortemente relacionada com o 

grau de miscigenação da população, de uma forma em geral, com os ameríndios (Devesa e 

Pujol,  2007).  Outro fator  que pode ter  influenciado em nosso baixo grau de detecção de 

amostras pertencentes ao genótipo F deve-se ao fato de não ter sido coletada amostras de 

região norte do país, região essa onde o genótipo F do HBV possui maior prevalência.

A prevalência dos genótipos do HBV em diferentes regiões do país pode ser melhor 

entendida analisando o contexto histórico de colonização brasileira. A colonização do Brasil, 

iniciada na década de 30 do século XVI, teve como base econômica a produção – extrativista, 

agrícola ou mineral – sustentada no trabalho escravo e voltada para o comércio com Portugal 

(Levy,  1974).  Nossas  características  étnicas  são  procedentes  principalmente  de  3  povos: 

ameríndio, africano e europeu.

Muitas sociedades indígenas que viviam no território dominado durante o processo de 

colonização,  foram levadas  à extinção,  seja  pela  ação das armas,  seja  em decorrência do 

contágio por doenças, ou ainda, pela aplicação de políticas visando à "assimilação" dos índios 

à 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 miscigenação entre os povos indígenas e o restante da população da época. 

Hoje, no Brasil, vivem cerca de 460 mil índios, distribuídos entre 225 sociedades indígenas, 

que perfazem cerca de 0,25% da população brasileira (FUNAI), evidenciando que mesmo que 

a miscigenação ocorra, ela é restrita a algumas regiões do país. Sendo assim, o genótipo F 

(típico da população ameríndia) apresenta baixa prevalência em todas as regiões analisadas.

A chegada de povos africanos no Brasil teve seu início na segunda metade do século 

16, e desenvolveu-se no século 18 até ser proibida em 1850. Ao todo, entraram no Brasil 

aproximadamente 3 milhões de africanos que foram escravizados (Levy, 1974). A população 

africana se estabeleceu principalmente nas regiões agrárias da época, nos estados das regiões 

sudeste (lavoura do café) e nordeste (lavoura de cana de açúcar), onde o genótipo A do HBV, 

típico das populações africanas, pode ser observado mais freqüentemente.
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A  vinda  de  imigrantes  para  o  Brasil,  ressalvada  a  presença  de  portugueses  – 

colonizadores do país – delineia-se a partir da abertura dos portos as nações amigas (1808) e 

da  independência  do  país  (1822)  (Oliveria  e  Abbeg,  2003).  Após  a  proibição  do  tráfego 

negreiro,  a  imigração  passou  a  fazer  parte  da  política  Imperial,  pois  o  Sul  do  Brasil 

continuava despovoado e alvo da cobiça dos países vizinhos. O governo passou a incentivar a 

implantação de núcleo de colonos imigrantes provenientes de várias partes da Europa no sul 

do país. O governo passou a incentivar a implantação de núcleo de colonos imigrantes no Rio 

Grande do Sul e em Santa Catarina (Herédia, 2001). A partir de então, imigrantes alemães, 

italianos e, em menor escala, eslavos passaram a ser atraídos para o Brasil. A imigração para 

o Rio Grande do Sul começou em 1824, com a chegada de imigrantes alemães, que fundaram 

cidades como São Leopoldo e Novo Hamburgo. A colonização 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 à cultura de vinho e ao trabalho nas vinícolas e fundaram 

cidades como Caxias do Sul, Bento Gonçalves e Criciúma. A imigração para o sul do país 

teve seu auge na década de 1920, quando desembarcaram no Brasil 70 mil alemães que se 

concentraram,  sobretudo,  no  Sul  do  Brasil  (Herédia,  2001). Na  região  sul,  colonizada 

basicamente por famílias européias existe uma maior prevalência do genótipo D do HBV, 

genótipo característico da população mediterrânea.

V.III. Os diferentes subtipos encontrados
Em nossa amostra foram identificadas amostras pertencentes aos subtipos adw (adw2 e 

adw4) e ayw (ayw 1, ayw2, e ayw3), sendo que no genótipo A foram identificadas amostras 

adw2 e ayw, no genótipo D amostras com subtipos adw2, ayw1, ayw2 e ayw3 e no genótipo F 

amostras com o subtipo adw4. Não existe relação restrita entre o genótipo e o subtipo viral, 

entretanto alguns subtipos são especificamente/preferivelmente identificados em amostras de 

genótipos específicos, sendo que no genótipo A pode ser identificados os subtipos adw2 e 

ayw1, no genótipo D, os subtipos ayw1, 2, 3 e no genótipo F o subtipo adw4 (Schaefer, 

2005).  Em nossa  amostra  foi  possível  identificar,  nos  genótipos  D e  F,  o  subtipo  adw2, 

entretanto,  a  identificação  de  um  subtipo  viral  não  característico  daqueles  genótipos  de 

nenhuma  forma  invalida  a  análise,  já  que  a  determinação  do  subtipo  viral  é  realizada 

basicamente com a identificação de substituições específicas dentro do determinante “a” da 

proteína de superfície viral, enquanto determinação do genótipo viral é realizada com base na 

seqüência completa do genoma do HBV ou em parte dela.
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V.IV. Variabilidade intragenotípica
Em  nossa  análise  foi  identificada  uma  grande  variedade  de  intragenotípica  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  sítios 

variáveis,  aproximadamente  28%  da  região  analisada.  Foi  observado  maior  número  de 

variantes no genótipo A, sendo que o teste de qui-quadrado demonstrou que as freqüências de 

variantes observadas nos diferentes genótipos, diferem das freqüências que seriam esperadas 

caso a distribuição fosse uniforme (p<0,001).

O  grande  número  de  mutações,  encontradas  por  todo  o  genoma  do  HBV  e 

conseqüentemente  o  grande  número  de  variantes  intragenotípicas  encontradas,  ocorre, 

principalmente, por causa de características do genoma viral e seu método de replicação. A 

polimerase encontrada no HBV não possui alta fidelidade e, portanto, a taxa de erros durante 

a cópia do material genético viral é maior do que a taxa presente em outros vírus de DNA, se 

aproximando mais das taxas estimadas para retrovírus e outros vírus de RNA (Simmonds, 

2001).  Outra  peculiaridade  do  HBV é o fato  de  sua  replicação contar  com um passo de 

transcrição reversa (Summers e Mason, 1982), fato este que se combinado com a presença de 

uma  DNA  polimerase  que  não  possui  alta  fidelidade,  pode  ser  responsável  pela  alta 

variabilidade encontrada nas seqüências da região S.

V.V. Variações na região S
A região traduzida do gene S analisada neste estudo é parte integrante do determinante 

"a", responsável pela formação dos loops externos da proteína S (Jaoudé e Sureau, 2005). 

Substituições  de  aminoácidos  no  determinante  "a"  podem  conduzir  a  alterações 

conformacionais  que  afetam  a  ligação  de  anticorpos  neutralizantes  com  várias  possíveis 

conseqüências,  tais  como  a  não  detecção  do  HBsAg  por  kits  comerciais,  resistência  ao 

tratamento anti-viral e seleção de clones mutantes. Jaoudé e Sureau (2005) sugerem que esta 

região é um elemento importante para determinar a infecciosidade viral, já que HBV mutantes 

podem escapar da resposta imunológica induzida pela vacinação ou passivamente transferida, 

levando ao desenvolvimento de uma verdadeira infecção oculta na presença de altos títulos de 

anticorpos anti-HBs. As mutações mais freqüentes no gene S são as substituições G145R e 

D144A, mas muitas outras substituições já foram descritas no determinante "a" e fora dele, e 

na região pré-S (Weber, 2005). 
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Em  nosso  estudo  foram  observadas  62  substituições  de  aminoácidos  no  gene  S 

Desconsiderando as substituições de aminoácido que são subtipo determinante ou variações 

genotípicas corriqueiras, ocorreram 16 substituições dentro do determinante "a", e 12 fora. 

Dentro  do  determinante  "a",  ocorreram 9  substituições  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  substituições  de  aminoácidos  no 

determinante "a" ocorrem preferencialmente primeiro loop do referido determinante.

Seis substituições, encontradas na seqüência da proteína S, estão relacionados com a 

determinação  dos  subtipos  virais  (K122R,  P127L  /  T,  F134Y,  A159G  /  V),  e  oito, 

relacionadas com variações normais encontrada nos diferentes genótipos (T114S, N131P/T, 

S/P143T, G/L/F158Y/A/V, Y/L/K161F).

A substituição não descrita I110L foi encontrada em 6 amostras no presente estudo. 

Tong e cols. (2005), descreveram a substituição I110M como responsável pelo bloqueio da 

secreção  de  partículas  virais  pelas  células  hospedeiras.  Khan  e  cols.  (2004)  também 

observaram uma diminuição da secreção de HBsAg como conseqüência da mesma mutação. 

Embora a substituição I110L seja diferente da substituição descrita, o aminoácido 110 da 

proteína S parece ser um sitio importante relacionado à capacidade de secreção de partículas 

virais  e  a  substituição I110L provavelmente também é capaz de influenciar  a  capacidade 

secreção de partículas virais.

No  presente  estudo  a  substituição  C138S  foi  observada  em  quatro  amostras. 

Considerando  que  o  domínio  S  contém  8  resíduos  de  cisteína  (Cys)  responsáveis  pela 

formação de pontes disulfídricas inter-e intramolecular (Mangold e Streeck, 1993), resultando 

em complexos multi-protéicos alto peso molecular, acreditamos que a alteração da cisteína da 

posição 138 afeta a formação de pontes disulfídricas influenciando a conformação da proteína 

resultante. A avaliação da mutação C138A por Mangold e Streeck (1993) demonstrou déficit 

na secreção do vírion.

Semelhante  às  mutações  aqui  encontradas  (S155T  e  P127I),  várias  alterações, 

incluindo S155P e P127I já foram identificados em pacientes com hepatite B crônica (Lada e 

cols.,  2006).  Embora  o  autor  não  comente  os  efeitos  dessas  variações,  o  fato  dessas 

substituições terem sido descritas anteriormente sugerem que esses sítios sejam polimórficos, 

ou tenham uma elevada taxa de substituição.

Algumas substituições para mutantes de escape vacinal já foram descritas na literatura 

foram  encontradas  em  amostras  por  nós  estudadas  (T118V,  P120T,  A128V,  Q129R,  e 

G130R/N). A substituição T118V também foi observada e parece que o aminoácido 118 é 

importante para o reconhecimento do HBsAg, já que a substituição T118A é descrita para um 
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mutante de  escape vacinal.  A substituição 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 aminoácido 129, relacionado na literatura como um aminoácido com alta taxa 

de Mutação (substituição Q129H, Lada e cols.,  2006), foi encontrado substituído em uma 

amostra. Nessa amostra a glutamina (Q) da posição 129 foi substituída por uma arginina (R), 

mutação  também  descritas  na  literatura,  apesar  de  terem  sido  encontrados  em  menor 

freqüência, para mutantes de escape vacinal. As mutações G130N e G130R, também foram 

observadas. A mutação G130N gera um potencial para o site N-glicosilação Asn-Thr-Ser, 

correspondente  ao  aminoácidos  130-132,  e  pode  resultar  em  mutante  de  escape  vacinal 

(Kohno e cols. 1996), especulando-se que a ligação de um motivo de carboidrato a Asn-130 

afetaria expressão do determinante “a”. Embora não seja claro em que extensão a glicosilação 

ocorre, a associação de um grupo carboidrato com a proteína de superfície pequena pode ou 

não  afetar  a  expressão  do  determinante  “a”  em partículas  HBsAg já  que  o  conjunto  de 

proteínas que reunidas para formar as partículas de HBsAg não são totalmente Glicosilada 

(Peterson, 1981).

Essa  análise  revelou a  presença  de mutações  que  alteram sítios  de N-glicosilação, 

bloqueiam a secreção de partículas virais nos hepatócitos, alteram a conformação final de 

HBsAg e  induz  escape vacinal.  A detecção de  vírus que apresentam mutações nos  sítios 

reconhecidos  na  literatura  como  escape  vacinal  em  1,09%  dos  doadores  de  sangue 

investigados  é  preocupante  e  requer  uma  atenção  especial  pelas  autoridades  de  saúde. 

Mutantes  de  escape  representam  risco  para  a  população,  porque  as  vacinas  utilizadas 

atualmente contra hepatite B não são eficazes na prevenção da infecção. Esses mutantes são 

perdidas na rotina de triagem para HBsAg em bancos de sangue e podem transmitir a infecção 

pelo  HBV aos  destinatários  do  sangue  doado  (Yamamoto  e  cols.,  1994).  Além disso,  a 

presença de mutantes de escape vacinal em doadores de sangue população é especialmente 

preocupante  porque  testes  diagnósticos  para  HBsAg  podem  não  ser  eficientes  no 

reconhecimento infecção HBV, expondo a um eventual risco de contaminação de parte da 

população que já estão imunes debilitados como pacientes que necessita transfusão sanguínea.

V.VI. Variações na polimerase

Enquanto  mutações  no  HBsAg  possuem  implicações  clínicas  relevantes 

diretamente relacionadas com vacinação,  ou diagnóstico,  outras mutações,  que podem ser 

encontradas em praticamente todo o genoma viral possuem características clínicas distintas. 
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Mutações no gene da polimerase viral ocorrem principalmente após o tratamento prolongado 

com análogos de nucleosídeos acarretando tanto resistência  ao tratamento anti-viral  como 

afetando a eficiência da replicação do vírus (Chen e Chong 1999).

A resistência antiviral é detectada pelo aumento na presença de DNA viral no soro 

durante o tratamento. O nível de DNA viral, inicialmente, tende a ser baixo, pois mutantes 

resistentes  as  drogas  antivirais  possuem  a  replicação  deficiente  se  comparado  aos  vírus 

selvagem, entretanto mutações de compensação podem restaurar a capacidade de replicação 

viral, levando a um aumento do DNA viral no soro (Lok, 2007).

A região da polimerase analisada no presente estudo faz parte do domínio catalítico, 

incluindo  parte  do  domínio  B.  Algumas  mutações  nessa  região  já  foram descritas  como 

conferindo  resistência  ao  tratamento  antiviral  (rtI169T,  rtV173L),  ou  como  afetando  a 

capacidade de replicação viral (rtT128N, rtW153Q) (Ghany e Liang, 2007; Sheldon e cols., 

2006).

Na análise da seqüência de ácidos nucléicos traduzidos na leitura da polimerase foi 

possível  observar  várias  substituições  de  aminoácidos,  entretanto  somente  uma  das 

substituições (rtT128N) encontradas já foi descrita na literatura. Tal mutação foi observada 

por Torresi (2002) em pacientes com hepatite B severa submetidos à terapia com lamivudina 

e HBIg. A referida mutação não caracteriza um mutante resistente ao tratamento anti-viral, 

entretanto,  contribui  para  restaurar  a  capacidade  de  replicação  de  mutantes  resistentes  a 

lamivudina (Torresi e cols., 2002).

A resistência a qualquer agente anti-viral é inevitável levando-se em consideração a 

taxa de replicação do HBV e sua polimerase sem alta fidelidade, o que possibilita uma rápida 

adaptação  a  pressões  seletivas.  A caracterização  de  mutações  circulantes  na  população  é 

essencial, já que é necessário o utilizar o conhecimento corrente sobre mutações e cinética 

viral  para  o  desenvolvimento  de  novos  agentes  com  maior  potencial  anti-viral  e  que 

desenvolvam menor grau de resistência. A presença da mutação rtT128N em três doadores de 

sangue indica que mutações típicas do HBV em indivíduos já tratados com drogas anti-virais 

circulam na população não tratada e nem mesmo diagnosticada como infectada pelo vírus.

V.VII. Análise genética das cepas de HBV circulantes no Brasil
A diversidade nucleotídica (π) encontrada para a totalidade das amostras pertencentes 

aos genótipos A, D e F são estatisticamente diferentes (α=0,05). Para o genótipo A podemos 

observar que a diversidade nucleotídica é muito pequena na região nordeste e centro-oeste e 
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vai aumentando à medida que analisamos o sul do país. Já para o genótipo D, o sul e algumas 

localidades  do  sudeste  apresentam diversidade  intermediária,  enquanto  Goiânia  e  Vitória 

apresentam  menor  diversidade  nucleotídica  e  João  Pessoa  a  maior.  Analisando-se  a 

diversidade intragenotípica (h), verifica-se que um equilíbrio entre os genótipos, não sendo 

estatisticamente diferentes (α=0,05). Esse equilíbrio se mantém mesmo analisando cada local 

de coleta separadamente.

Com base na análise de  median joining não é possível inferir diferentes populações, 

entretanto existe certa tendência, de algumas populações de HBV do genótipo A, de ocupa-

rem regiões específicas dentro da rede, como é possível observar, por exemplo, para as amos-

tras provenientes de Araçatuba. Nessa análise, verificou-se também que as variantes que apre-

sentaram maior freqüência (A1 representado pela amostra número 9, A4 representado pela 

amostra número 20, A2 representado pela amostra número 35, A3 representado pela amostra 

número 307 e D1 representado pela amostra 54) foram encontradas no interior da rede. Esse 

fato possibilita a inferência de variantes ancestrais tanto para o genótipo A (A1, amostra 9) 

quanto para o genótipo D (D1 representado pela amostra 54). De acordo com Crandall e Tem-

pleton (1993), variantes ancestrais, ou seja, aqueles com maior freqüência possuem maior 

probabilidade de produzir derivados através de mutações, passando assim a ocupar uma posi-

ção interior na rede em relação às variantes mais derivadas (aquelas de menor freqüência). 

Ainda na análise de MJ foi possível observar vários vetores medianos e mutações separando 

as diferentes variantes. Os vetores medianos podem ser interpretados tanto como seqüências 

não amostradas, como seqüências ancestrais, já 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 relações filogenéticas das amostras 

de diferentes regiões.

Na análise de AMOVA, o ΦCT demonstrou que estatisticamente não há correlação de 

haplótipos  aleatórios  dentro  de  cada  região  (Nordeste,  Centro-Oeste,  Sudeste  e  Sul),  em 

relação aos pares aleatórios de haplótipos extraídos da totalidade das amostras analisadas, 

enquanto que ΦSC mostra que estatisticamente existe correlação da diversidade molecular de 

haplótipos aleatórios dentro das populações (João Pessoa, Maceió, Goiânia, Vitória, Rio de 

Janeiro, São Paulo, Joinville), em relação aos pares aleatórios de haplótipos extraídos de uma 

mesma região (Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) e  ΦST mostra que existe correlação 

significativa  de  haplótipos  aleatórios  dentro  de  cada  população  (João  Pessoa,  Maceió, 

Goiânia, Vitória, Rio de Janeiro, São Paulo, Joinville),  em relação aos pares aleatórios de 

haplótipos extraídos de todas as amostras tanto para o genótipo A quanto para o genótipo D.
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Entretanto esta análise conclui que não houve uma estruturação geográfica entre as 

diferentes  regiões  estudadas  (Nordeste,  Centro-oeste,  Sudeste  e  Sul),  uma  vez  que  a 

estimativa de  ΦCT não foi significativa (p > 0,05; Tab. 14 e 15). Este resultado demonstrou 

que  não  há  diferença  significativa  entre  as  amostras  do  vírus  da  hepatite  B coletada  em 

diferentes regiões brasileiras, sugerindo que essas populações não se encontram isoladas, ou 

seja,  possuem  contato  e  o  HBV  circula  entre  elas.  Os  resultados  encontrados  para  ΦSC 

(0,13757 para o genótipo A e 0,13757 para o genótipo D) e para ΦST (0,13681 par ao genótipo 

A e 0,09604 para o genótipo D) sugerem que a maior variação se dá a nível populacional.

Quando  analisamos  o  resultado  da  análise  de  MJ  juntamente  com  os  dados  de 

diversidade nucleotídica  (π) e  diversidade  intragenotípica (h)  podemos  notar  que existem 

variações entre as diversas populações mas que essas não são específicas de cada população, 

ou seja não existe traço genético claro que possibilite inferir a origem de certa amostra. A 

AMOVA corrobora essas análises anteriores demonstrando o alto grau de variação genética se 

dá  a  nível  populacional,  não  sendo  significativa  ao  ser  analisado  todo  o  conjunto  de 

populações amostradas.

Na  análise  de  mismacth  distribution para  ambos  os  genótipos  A  e  D  o  teste  de 

aderência foi aceito, indicando um evento passado de expansão populacional. Essa expansão 

provavelmente ocorreu junto com o aumento populacional. A curva unimodal, observada para 

as amostras do genótipo A, sugere um maior número de migrantes portadores desse genótipo 

do HBV do que portadores do genótipo D (Ray e cols., 2003). Esses dados também sugerem 

uma expansão demográfica mais recente para as amostras do genótipo D, representada por 

uma  distribuição  multimodal  (Ray  e  cols.,  2003).  Essa  expansão  mais  recente  pode  ser 

interpretada como uma colonização mais tardia da região sul do país, onde o genótipo D é o 

mais  freqüente.  Vale  ressaltar,  que  nessas  análises  populacionais  ainda  não  é  possível 

constatar uma retração populacional que seria de se esperar para uma população, no caso o 

HBV, que é combatida com vacinação em massa. Isso se deve principalmente pelo fato que 

somente em meados da década de 80 a vacinação contra o HBV entrou para o calendário 

oficial de vacinação infantil não havendo ainda tempo hábil para se detectar essas mudanças 

no grupo estudado.

A análise de máxima verossimilhança revelou a presença na população brasileira de 3 

subgenótipos (FII, FIII e FIV) dos 5 já descritos para o genótipo F. O subgenótipo FI (a e b), é 

encontrado  principalmente  na  América  do  Norte  e  Central  e  também  no  costa  oeste  da 

América do Sul voltada para o oceano pacífico, enquanto os subgenótipos FII, FIII e FIV são 

encontrados nas regiões norte e leste da América do Sul. Os subgenótios FI, FII e FIV co-
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circulam na Argentina (Campos e cols., 2005, Devesa e Pujol, 2007). A diferente distribuição 

dos subgenótipos presentes no genótipo F pode refletir os diferentes padrões de migração 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 

Ásia junto com os primeiros navegadores através do Estreito de Bering e migrou até o sul. Os 

ancestrais ameríndios entraram no Novo Mundo há aproximadamente 20.000 a 15.000 anos 

atrás, sendo que a migração para o sul foi realizada ao longo da costa já que a era glacial 

tornava  as  rotas  pelo interior  inacessíveis  (Campos e  cols.,  2005).  Outra  onda migratória 

ocorreu a cerca de 12.500 anos atrás, provavelmente por uma rota interior (Schurr, 2004). 

Evidências  de  DNA  mitocondrial  (mtDNA)  sugerem  o  isolamento  de  certas  populações 

ameríndias  logo após  a  dispersão dos  primeiros  colonizadores  (Bortolini  e  cols.,  2003)  e 

alguns pesquisadores sugerem que esse isolamento pode ser observado analisando o genótipo 

F do HBV e seus agrupamentos (Campos e cols.,  2005). Nossos resultados corroboram a 

hipótese de Campos e colaboradores (2005) que sugerem que a distribuição do genótipo F 

está relacionada com a possível entrada do homem na América do Sul tanto pelo oeste, fato 

este representado pela presença do subgenótipo FIb nessa região do continente, quanto pelo 

leste, justamente pela presença dos subgenótipos FII, FIII e FIV, genótipos encontrados em 

nossa amostra.

V.VIII. Análise de recombinantes
No presente estudo não foi possível observar recombinação na porção do gene S do 

HBV analisada. Tal fato pode ser decorrente de algumas características específicas da região 

analisada, como variabilidade, localização, ou tamanho do fragmento amplificado.

A parte do gene S responsável por codificar a proteína S pequena e o antígeno de 

superfície HBsAg, região analisada no presente estudo, apesar de ser a região do genoma viral 

mais conservada (Norder e cols., 1994), apresentou aproximadamente 28% de nucleotídeos 

substituídos como verificado em nossa análise intragenotípica. Essa variabilidade pode ter 

influenciado na sensibilidade do método de análise de recombinantes utilizado, fazendo com 

que  uma possível  recombinação  fosse  interpretada  como uma variabilidade  intrínseca  da 

porção do genoma analisada.

Estudo  de  Simmonds  &  Midgley  (2005)  demonstram  que  as  recombinações  no 

genoma viral  não  ocorrem de  maneira  randômica,  sendo uma das  regiões  aparentemente 

favoráveis para eventos recombinatórios está localizada entre os nucleotídeos 650 a 900, ou 
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na fronteira dos genes como na porção final do gene S, na região de transição pré-core/core e 

na  junção  pré-S1/pré-S2,  fora  portanto  do  fragmento  analisado  no  presente  estudo, 

nucleotídeos 375 a 676 localizado na região mediana do gene S, que codifica o HBsAg.

Outro fator que poder ter influenciado na análise de recombinantes foi o tamanho do 

fragmento,  que  representa  aproximadamente  10%  do  genoma  viral.  A  possibilidade  de 

eventos recombinatórios ter ocorrido em amostras por nós analisadas, mas em outra parte do 

genoma e, portanto não identificada em nossa análise, não pode ser descartada. Tal fragmento 

também  pode  não  ser  suficientemente  amplo  para  a  identificação  de  recombinação 

envolvendo grandes fragmentos.
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A  prevalência  de  marcadores  para  hepatite  B  (HBsAg  e  anti-HBc)  apresenta 

diminuição significativa na população analisada, entretanto é maior do que a encontrada em 

países desenvolvidos.

Ocorre  a  prevalência  de  três  genótipos  do  HBV  em território  brasileiro,  sendo  o 

genótipo A o mais amplamente detectado, seguido pelo genótipo D e F. Entretanto, o Sul do 

país possui uma composição característica em relação à freqüência dos genótipos do HBV 

que difere do resto do país. O genótipo F apesar de ser característico da população nativa da 

América do Sul, mostrou se pouco representado em nossa amostra evidenciando baixo grau 

de miscigenação da população das áreas urbanas com a população indígena.

Existem pelo menos 5 subtipos de HBV circulantes na população brasileira, sendo que 

o subtipo adw2 também foi encontrado em amostras do genótipo D. Entretanto este fato não 

invalida nossa análise já que a determinação dos diferentes subtipos virais é feita baseado na 

troca de aminoácidos específicos do determinante “a” e a análise genotípica é realizada com 

base em seqüenciais mais extensas do genoma viral.

Estão presentes na população analisada mutações que alteram sítios de N-glicosilação 

e também mutações responsáveis por bloquear a secreção de partículas virais nos hepatócitos. 

Além disso, a detecção de vírus que possuem mutações em sítios reconhecidos na literatura 

como de escape vacinal em 1,09% dos doadores de sangue analisados, que são portadores 

assintomáticos, é preocupante pois expõe ao risco de infecção uma parcela da população que 

hoje é considerada como imunizada.  Esses fatos são importantes porque demonstram que 

essas mutações circulam em pessoas ainda não tratadas (doadores de sangue), que não sabem 

que são portadoras e que podem disseminar o vírus.

Existe  maior  variação entre  as  amostras  de  HBV a  nível  populacional,  não sendo 

possível inferir a origem geográfica a partir de análise da seqüência de DNA de uma amostra. 

Ocorre um evento recente de expansão populacional para a população de HBV estudada, não 

sendo possível verificar a nível populacional a eficácia da vacinação, colocada recentemente 

no calendário oficial de vacinação infantil.

Nas  amostras  do  genótipo  F  estudadas  foi  possível  observar  a  ocorrência  dos 

subgenótipos FII, FIII e FIV corroborando a hipótese 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

 Aprovação do Comitê de Ética
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ANEXO II

Sequencia consenso criada para as amostras do genótipo A:

GCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCACAACAACCAGTACGGGACCCTGC

AAAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGCAACTCTATGTTTCCCTCATGTTGCT

GTACAAAACCTACGGATGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCTTG

GGCTTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGCCT

Sequencia consenso criada para as amostras do genótipo D:

GCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCTCAACCACCAGCACGGGACCATGC

CGAACCTGCACGACTCCTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCT

GTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTG

GGCTTTCGGAAAATTCCTATGGGAGTGGGCCT
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