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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB) € um grave problema de satde publica. Estimam-
se em 450 milhdes os portadores crénicos no mundo, em que pelo menos 600 mil pessoas
morrem anualmente por doencas relacionadas com o virus da hepatite B. A carga viral,
soroconversao HBe — anti-HBe, gendtipo e mutacbes virais especificas e adquiridas sdo
fatores que influenciam a progressdo dessa doenca. O objetivo do presente estudo foi
investigar a prevaléncia de mutacdes de resisténcia do VHB associada aos antivirais e avaliar
a distribuicdo genotipica numa amostragem de 142 pacientes com hepatite B cronica,
atendidos nos hospitais de referéncia do Estado do Cearad. Foram realizadas sorologias por
eletroquimioluminescéncia (EQL), laboratério ABBOTT para HBsAg, HBeAg e anti-HBe. O
resultado da triagem soroldgica no total das amostras mostrou que: 142 (100%) foram
sororeagentes para HBsAg (1gG), 87(61,0%) foram soro ndo reagentes para HBeAg e soro
reagentes para anti-HBe, 55(39,0%) séo soros reagentes para HBe e soro ndo reagente para
anti-HBe. A quantificacdo da viremia (carga viral) foi realizada por PCR em tempo real
(QPCR), no LACEN-CE. A carga viral variou entre os limites de (2.067 Ul/mL a
3.410.000.000 Ul/mL), com mediana de 70.403 Ul/mL. Oitenta e oito (62%) do total das
amostras foram submetidas a pesquisa de mutacfes associadas ao tratamento e genotipagem
no laboratorio de hepatites da FIOCRUZ-RJ, triadas para sequenciamento conforme critérios
de qualidade e biosseguranca de rotina desse laboratorio. A identificacdo dos genétipos na
populacdo estudada apresentou a seguinte distribuicdo: F: 47 (53,4%), A: 34 (38,6%), D:
4(4,6%), E: 2(2,3%) e gendtipo G: 1(1,1%). E as seguintes mutacdes foram detectadas:
L180M (n=10 / 9,9%), M204V (n=8 / 7,9%), M204l (n=4 / 4%), G173L (n=1/ 1%), T169L
(n=1/ 1%), T184l (n=1 / 1%), L8OV (n=1 / 1%) enquanto que 74,3% ndo apresentaram
mutacdes. No estudo foi observado que o gendtipo F(53,4%) foi o mais prevalente na
populacdo pesquisada de origem indigena, seguido do gendtipo A (38,6%) devido a migracao
de escravos africanos. E, que a maior frequéncia das mutacOes detectadas estd associada a

inibidores de nucleosideos e nucleotideos, principalmente a lamivudina.

Palavras-chave: Hepatites Virais. Hepatite B Cronica. PCR. Genotipagem. Mutaces.

Epidemiologia Molecular.



ABSTRACT

Infection with hepatitis B virus (VHB) is a serious public health problem. An estimated 450
million chronic carriers worldwide, where at least 600,000 people die annually from diseases
related to hepatitis B. Viral load, HBe seroconversion-antiHBe, and specific genotype and
viral mutations are acquired factors influence the progression of the disease. The aim of this
study was to investigate the prevalence of VHB resistance mutations associated with antiviral
and evaluate the genotype distribution in a sample of 142 patients with chronic hepatitis B,
treated in the State of Ceara referral hospitals. Patients were considered reactive serum
HBsAg for at least six months. Serological tests were performed by
electrochemiluminescence (EQL), ABBOTT laboratory for HBsAg, HBeAg and anti-HBe.
The results of the serological screening showed that all samples: 142 (100%) were reactive
serum HBsAg (1gG), 87 (61.0%) were negative to serum and serum HBeAg to anti-HBe
reagent, 55 (39, 0%) are seroreactive for HBe and serum non-reactive for anti-HBe. The
quantitation of viremia (viral load) was performed by real time PCR (QPCR) in LACEN-EC.
The viral load varied between the limits (2067 1U / ml to 3.41 billion IU / ml), with a median
of 70 403 IU / ml. Eighty-eight (62%) of all samples were submitted to analysis of mutations
associated with treatment and genotyping the Hepatitis laboratory of the FIOCRUZ-RJ,
screened for sequencing as quality criteria and routine laboratory biosafety this. The
identification of genotypes in the population studied showed the following distribution: F: 47
(53.4%) of A: 34 (38.6%), the D: 4 (4.6%), E: 2 ( 2.3%) and G 1 (1.1%). And the following
mutations were detected: L180M (n = 10 / 9.9%), M204V (n = 8 / 7.9%), M2041 (n = 4/4%),
G173L (n = 1/1%) , T169L (n = 1/1%), T184I (n = 1/1%), L8OV (n = 1/1%) while 74.3%
showed no change. In the study it was observed that the F genotype (53.4%) was the most
prevalent in the research population of Indian origin, followed by genotype (38.6%) due to
migration of African slaves. And, the higher frequency of the detected mutations are

associated with nucleoside inhibitors and nucleotides, especially lamivudine.

Keywords: Viral Hepatitis. Chronic hepatitis B. PCR. Genotyping. Mutations. Molecular

epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos sucessos significativos com as descobertas na terapia contra o VHB,
uma questdo crucial preocupa o mundo cientifico que versa sobre o desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos, e mesmo, resisténcia cruzada que estdo sendo detectadas
(FERIR et al., 2008; PALUMBO, 2008).

Avancamos muito nessa ultima década em conhecimentos a cerca da variabilidade
genética do VHB, sua distribuicéo geografica, correlacdo da gravidade e evolucdo da infeccéo
provocada por alguns genotipos em comparagdo a outros. Contudo, ainda ndo se considera
estabelecido rotinas de tratamento baseadas nessa variabilidade visando melhorar as taxas de
resposta e reduzir o impacto mundial desse grave problema de salde publica. Torna-se
importante detectar mutagdes de resisténcia aos antivirais e identificar a prevaléncia de
genotipos do VHB.

1.1 As hepatites virais

A maioria das hepatites virais humanas é causada por cinco tipos de virus,
denominados de virus da hepatite A, B, C, D e E. As caracteristicas clinicas da hepatite aguda
ou crdnica, causadas por esses virus, sdo semelhantes de modo que é necesséria a realizacdo
de diferentes testes diagnosticos para gque se determine o agente etioldgico causador da doenca
(MAST; ALTER, 1993).

A hepatite A tem como agente etioldgico o virus da hepatite A (VHA).
Caracteriza-se, na maioria das vezes, por uma doenca branda de carater limitado. Ndo ha
relatos de infeccBes crénicas por este virus e a mortalidade é rara. A principal fonte de
infeccdo é fezes de pessoas contaminadas podendo conter até 10° particulas infectantes
(virions) por mL. Essa contaminacdo ocorre na forma oral-fecal e é frequente em paises
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento que ndo priorizam 0 saneamento basico, que
predominam baixas condi¢fes socio econdmicas e de higiene (VILLAREJOS et al., 1982;
LEDNAR et al., 1985). O virus da hepatite E é transmitido principalmente por a ingestdo de
alimentos ou liquidos contaminados. Ocorre, frequentemente, em grandes surtos. S&o
desconhecidos seus reservatérios, sendo a ocorréncia de surtos associada a paises com
condi¢Bes sanitarias inadequadas (BRADLEY et al., 1992; BALAYAN et al., 1983;
KHUROO et al., 1983).
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O virus da hepatite C (VHC) foi descoberto somente em 1989 e mostrou-se como
a principal causa de hepatite ndo-A-ndo-B de origem parenteral, frequentemente transmitido
por sangue e produtos sanguineos (ALTER et al., 1975 e PRINCE et al., 1974), (KUO et al.,
1989); (ALTER et al., 1975 e PRINCE et al.,, 1974), Uma de suas mais importantes
caracteristicas clinicas € a elevada capacidade de causar doenga crbnica nos pacientes
infectados, podendo evoluir para cirrose ou carcinoma hepatocelular. Devido a essa
particularidade, a hepatite C chega a ser considerada por alguns estudiosos como a “Doenca
do século XXI”, causando preocupagido em toda a comunidade médica e cientifica.

O virus da hepatite D (VHD) é um virus defectivo, incapaz de ser replicado sem
auxilio de outro virus, ocorrendo sua infeccdo somente em associacdo com VHB. Desse
modo, pessoas co-infectadas, VHB-VHD, podem apresentar doenca aguda grave e um maior
risco de ocorrer hepatite fulminante que aquelas infectadas somente com VHB. O modo de
transmissdo dos dois virus é semelhante, contudo h& baixa transmissdo sexual e rara
ocorréncia de transmissdo vertical. A distribuicdo mundial do VHD encontra-se, na maioria
das vezes, associada a areas onde a prevaléncia de infec¢do cronica pelo VHB ¢ alta, contudo
observa-se alguns paises com alta prevaléncia de VHB onde a ocorréncia de infeccdes por
VHD ¢ rara (CAREDDA et al., 1987; HADLER et al., 1984; RIZZETTO, 1983; PURCELL;
GERIN, 1983).

Mesmo com o0s avangcos tecnoldgicos no que diz respeito ao diagndstico,
tratamento e profilaxia dessa infeccdo, a hepatite B mantém-se como um grave problema de
salde publica. Estima-se que mais de 2 bilhdes de individuos estdo infectados pelo virus da
hepatite B, onde cerca de 350 milhdes padecem de infeccdo cronica (WHO, 2000), com
desfecho aproximado a um milhdo de dbitos por ano (CASTELO et al., 2005).

Os pacientes cronicamente infectados pelo VHB tem maior risco de desenvolver
cirrose hepética podendo evoluir para uma descompensacdo e carcinoma hepatocelular
(CHC). A cirrose €, por definicdo, uma desorganizacdo difusa da estrutura hepética por
extensa fibrose associada a nodulos degenerativos. Podendo ser reversivel quando se
consegue identificar e eliminar o agente causador. Todavia, a cirrose em estagio avancado
resulta em alteracGes significativas do leito vascular hepatico passando a ser irreversivel. Esta
condicdo leva a manifestacdes clinicas severas, sobretudo a insuficiéncia hepatica e a
hipertenséo portal.

Para avaliacdo da cirrose descompensada, 0 prognostico podera ser estimado pela
classificacdo de Child-Pugh ou pelo escore de MELD. As varidveis incluidas no escore Child

Pugh refletem as fungdes hepaticas de sintese de albumina, tempo de protrombina e excrecéo
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de bilirrubina, bem como complicagdes: ascite e encefalopatia. Em contraste, o escore MELD
inclui apenas varidveis numéricas que refletem a funcdo hepética: tempo de atividade de
protrombina (TAP), dosagem de bilirrubina e creatinina sérica (funcdo renal). A principal
vantagem do escore MELD é ser baseada em variaveis quantitativas que influéncia o
prognostico, pontuando os individuos com maior precisao.

Em casos de pacientes com cirrose associada a infeccdo pelo o VHB, a
Lamivudina parece ser um agente antiviral seguro e efetivo, capaz de melhorar ou estabilizar
a doenca hepatica em pacientes com cirrose em estagio avancado e replicativo do VHB.
Entretanto, o tratamento prolongado pode levar ao desenvolvimento de resisténcia a
Lamivudina. O Adefovir, a Telbivudina, o Entecavir e 0 Tenovovir sdo outros agentes
antivirais que apresentam atividades contra as formas selvagens e Lamivudina-resistente do
VHB.

1.2 Virus da hepatite B

O virus da hepatite B (VHB) é o maior causador de hepatite aguda e crénica em
todo o mundo, onde o risco de desenvolvimento de doenca cronica varia inversamente a idade
do individuo ao adquirir a infeccéo.

O VHB é transmitido por exposicdo de mucosas a fluidos infecciosos, contudo,
apesar de muitos fluidos corporais apresentarem o antigeno de superficie do VHB (HBsAQ),
apenas soro, sémen, leite materno e saliva demonstraram ser infecciosos. A transmissdo
também pode ocorrer por via percutanea, tais como por transfusdo sanguinea,
compartilhamento de agulhas durante o uso de drogas injetaveis, hemodialise e acupuntura.

As transmissfes sexual e vertical sdo possiveis, desde que haja exposicdo das
mucosas, sangue ou fluidos corporais infectados (MCMAHON et al., 1985; BOND et al.,
1981; ALTER et al., 1977; BANCROFT et al., 1977).

1.2.1 Aspectos Historicos

A hepatite B tem recebido uma série de denominagdes adquirida ao longo de sua
historia: hepatite do soro ou hepatite serica, hepatite de inoculagdo, hepatite pos-transfuséo,
hepatite do antigeno Austrélia, etc. (CARREIRA; LOFF, 1991). O termo hepatite B surgiu
por oposicdo a hepatite A. Essa hepatite tomou ainda a designacdo de hepatite sérica para
distingui-la da hepatite infecciosa, hepatite A (RIBEIRO, 1997).
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Em 1964, Blumberg havia identificado o antigeno de superficie deste virus, o qual
chamou de antigeno Australia, atualmente é denominado HBsAg (DANE et al., 1970;
CARREIRA; LOFF, 1991). Em 1970, Dane conseguiu identificar as particulas do virus da
hepatite B (VHB) no soro de um paciente. Kaplan confirmou a natureza viral destas
particulas, detectando um DNA enddgeno dependente de uma DNA polimerase que se
encontrava no interior do virus (KAPLAN et al., 1973). A descoberta desta polimerase
permitiu a caracterizacdo do genoma do VHB por Robinson (ROBINSON et al., 1974).

O individuo ao ser infectado com VHB ira evoluir para uma fase aguda da doenca
e se ndo houver cura total, a progressdo sera perigosa. Os sintomas podem ser mascarados e
ndo se manifestarem durante anos, onde o figado vai sendo infectado e a evolucéo
desencadeia em cirrose hepatica (CH) ou mesmo carcinoma hepatocelular (CHC)
(CARREIRA; LOFF, 1991).

O CHC é um das principais neoplasia, e um dos agentes etioldgico € a infeccdo
cronica viral. Onde o mecanismo pelo qual o VHB transforma os hepatdcitos requer maiores
fundamentacdes cientificas.

O primeiro surto de hepatite B ocorreu em 1883, num grupo de trabalhadores de
um estaleiro nos Estados Unidos da América, E.U.A., que foram vacinados contra a variola
com linfa de origem humana. Depois, verificou-se uma incidéncia aumentada naqueles
doentes que frequentavam clinicas de doencas venéreas, de diabetes e outros locais onde se
administravam inje¢fes com agulhas e seringas inadequadamente esterilizadas, contaminadas
com sangue do portador. O maior surto de hepatite B ocorreu em 1942, com 28.585 casos de
hepatite B em militares norte-americanos, apos lhes ter sido administrada uma vacina contra a
febre-amarela que continha soro humano contaminado (RIBEIRO, 1997).

Define-se portador crénico o individuo que apresenta antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAg) por um periodo superior a 6 meses. Verificou-se, inclusive, uma
correlacdo geogréafica significativa entre 0 numero de portadores cronicos num determinado
pais e a incidéncia anual de carcinoma hepatocelular, demonstrando a existéncia de risco em
apresentar esse tipo de cancer devido ser 200 vezes superior nos portadores crénicos do virus,
comparados aos ndo portadores (CARREIRA; LOFF, 1991).

Na década de 1940, os estudos até entdo realizados permitiram concluir que se
tratava de uma doenca infecciosa por inoculagdo. Nao se considerava que essa doenca fosse
transmitida por via oral. Atualmente, os estudos realizados permitem afirmar que o VHB se
encontra presente no sangue, saliva, leite materno, fluidos vaginais, sémen e outros liquidos
corporais (RIBEIRO, 1997).
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O avanco das investigacfes permitiu identificar as regides onde essa doenga é
mais prevalente e os grupos de risco, sabendo-se que a mesma é mais comum nos homens que
nas mulheres, particularmente em jovens adultos que habitam em meios urbanos,
especialmente consumidores de droga e homossexuais masculinos (CARREIRA; LOFF,
1991).

1.2.2 Morfologia e Estrutura

O VHB é um virus envelopado, hepatotrpico, ndo citopatico que pode causar
hepatite aguda e cronica. O VHB é uma particula viral cujo DNA é uma estrutura helicoidal
em fita dupla onde os grupos fosfatos ndo estdo expostos. VHB € um virus de DNA
decadeia dupla parcial e tem um genoma de 3.200 pares de bases, divididos em quatro janelas

de leitura abertas. (Figura 01).

Figura 01 — A estrutura do VHB
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O VHB pertence ao grupo de virus da familia hepadnaviridae.

Com fita dupla incompleta de DNA, contendo 3.200 pares de bases, 0 VHB é o
menor virus DNA conhecido. Atraves da microscopia eletronica sdo observados trés tipos de
particulas: a particula de dane, que corresponde ao virion completo, e outras duas particulas,

ndo infectantes, desprovidas de material genético. (Figura 02).
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Figura 02 - Virion e particulas subvirais do VHB
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A particula virica infecciosa ou virion do VHB, denominada particula de Dane,
revela uma estrutura interna ou “core” (AgHBc), e um invélucro externo (AgHBs), com um
didmetro de 42 nm (NASSAL et al., 1993). Os virions purificados possuem a proteina HBc.
Eles se agregam dando origem a estrutura interna ou “core”.

E no core que se encontram o antigeno do core (HBcAg), o antigeno HBe
(HbeAg), o VHB-DNA e a DNA-polimerase. O HBcAg ndo é secretado, por isso sua
visualiza¢do no sangue circulante ndo é comum, entretanto, 0 mesmo é encontrado no tecido
hepatico em abundancia. O HbeAg, diferentemente do antigeno do core, é secretado e

podendo ser detectado no soro.

1.2.3 Genoma e proteinas virais

O genoma do VHB devido a sua natureza compacta possui “frames” de leitura
sobrepostos, sendo dependente da transcrigdo reversa.

O VHB é um virus de DNA da familia Hepadnaviridae, que pertence ao género
Hepadnavirus (virus hepatotropico de DNA). O seu genoma € constituido por 3.200
nucleotideos, em cadeia dupla, com uma longa e uma curta, tendo esta Gltima um
comprimento variavel (AREIAS, 1996; CASTRO, 1999).

O genoma viral codifica quatro unidades principais de transcricdo: S, P, C e X.

O gene S ¢é dividido em trés sitios de iniciacdo, o que leva a formagdo de trés
diferentes proteinas de superficie: a proteina p25 (de cadeia curta ou S), a p33 (de cadeia

média ou pré-S2) e a p39 (de cadeia longa ou pré-S1). A p25 aparece em maior nimero e
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representa 0 HBsAgQ.

As proteinas codificadas pelas regiGes pré-S1 e pré-S2 sdo elementos de ligacdo a
membrana do hepatdcito durante a adsorcéo do virus nesta célula. O gene C e a regido pré-
core codificam o HBcAg e 0 HBeAg. O HBcAg induz a formacéo de anticorpos especificos
(anti-HBc) pelos individuos infectados. O anti-HBc aparece no soro logo ap6s o surgimento
do HBsAg.

Via de regra, o anticorpo anti-HBc IgM indica infeccdo aguda, e o anticorpo anti-
HBc 1gG permite inferir que se trata de infeccdo pregressa ou cronica. O HBeAg surge no
soro em estagios precoces da infec¢do, pode induzir a formacgdo de anticorpos especificos
Anti-HBe (soro conversao), e se associa a infectividade viral. O gene X codifica a proteina X,
que é transativadora da transcri¢cdo viral. Tal proteina estd associada a etapa de transcricdo do
DNA do VHB. O gene P codifica a DNA polimerase, enzima que duplica o DNA e que
possui atividade de transcriptase reserva. Possibilita a producdo de DNA a partir de RNA

precursor.

1.2.4 Replicagéo Viral

A replicacdo viral ocorre predominantemente nos hepatdcitos. O virus se liga a
célula por meio do peptideo p39, perde seu envoltorio, e é inoculado. O DNA do VHB vai ate
0 nucleo, onde perde a disposicao circular pela acdo do DNA polimerase, convertendo-se em
DNA super helicoidal (ccc-DNA). O ccc-DNA serve como molde para o RNAm, que é
copiado varia vezes. No citoplasma o RNAm codifica as proteinas do core, ao mesmo tempo
em que ocorre a transcricdo reserva do pré-genoma em DNA. As proteinas do core vao
encapsular o RNAmM e a DNA polimerase, que sdo envolvidos pelo envelope externo. Esta
particula viral completa deixa a célula e vai infectar uma nova celula.

A classificagdo gendmica do VHB foi inicialmente relatada a partir de
diferengas nas sequéncias de aminoacidos do antigeno HBs. Nesse antigeno ha o determinante
de grupo denominado “a”, comum a todos 0s sorotipos, e quatro determinantes de subtipos:
“d, y, w, r’. Esses determinantes aparecem combinados, formando 9 subtipos diferentes:
aywl, ayw?2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ e adrg-.

Posteriormente, uma nova classificacdo foi desenvolvida, baseada na
comparacao de toda a sequéncia genética do virus e ndo somente relacionada ao HBsAgQ. Essa
variabilidade genética se traduz na presenca dos diferentes genotipos e mutacdes espontaneas

ou induzidas por tratamento. Atualmente sé@o conhecidos dez genotipos, denominados de A a
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J, com base em varia¢fes maiores que 8% dos nucleotideos presentes no genoma viral.
1.2.5 Resposta Imune a Infeccédo pelo VHB

A eliminacdo do VHB na infecgdo aguda esta associada a uma resposta policlonal
e multiespecifica dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ aos epitopos do VHB. Na resposta aguda a
maior parte dos virions do VHB sdo eliminados na fase de incubacdo sem a destruicdo de
células hepaticas devido a acdo de citocinas antivirais TNF ¢ IFNy produzidas pela resposta
inata e adaptativa por mecanismo nao citolitico mediado por células ndo T. (BARONE; VISO,
2006).

Na infeccdo pelo VHB, as respostas iniciais (apds a primeira semana da infeccao)
ndo sdo especificas (imunidade inata), sendo mediadas pelas células imunes que reconhecem
as células infectadas e respondem com a producdo de interferon tipo I (IFNao/B) e tipo II
(IFNy), que mediam a sintese viral por inducdo de diversas proteinas. Além disso, IFNa/p e
IFNy recrutam e ativam macrofagos (incluindo as células de Kupffer), que secretam citocinas
como TNF e IL-12, sendo que essa ultima ativa as células natural killer (NK), sdo ativadas
apos reconhecerem que o complexo de histocompatibilidade classe | (MHC-1) esta expresso
fracamente (ou ndo esta expresso), agindo na destruicdo das células infectadas diretamente
(através de lise celular) ou mediada pela producao de TNF e IFNy. As células de Kupffer sdo
importantes na inibi¢do da replicacdo do VHB através da producdo de IFNa/p, TNF e IFNy,
além do recrutamento de linfocitos T e células NK (BARONE; VISO, 2006).

Figura 03 - Ciclo de vida do virus da Hepatite B

Schematic Diagram of the Life Cycle of HBV
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A reposta celular contra 0 VHB é mediada por linfocitos T, que s&o responsaveis
pela lesdo hepatica tanto na fase aguda como na fase crbénica da doenga. A resposta imune
adaptativa ao VHB é detectada semanas ap0s a inoculacdo sendo iniciada com o aumento da
replicacdo viral, podendo, nesse periodo, serem detectados linfocitos T especificos, tanto
CD4+ como CD8+.

Estudos sugerem que os hepatdcitos requerem altas doses de antigenos do VHB
para induzir a producao de IFNy por linfocitos T CD8+ ativados, na presenga de pequenas
quantidades de antigenos AgHBs ou AgHBe os hepatocitos preferencialmente estimulam a
degranulacdo dos linfécitos CD8+ com reduzida expanséo clonal e apoptose. Linfocitos T
CD4+ reconhecem os antigenos peptidicos exdgenos através de moléculas de complexo de
histocompatibilidade classe II(MHC-II) de células apresentadoras de antigeno (APC). Por
outro lado, sdo linfécitos T CD8+ que reconhecem e direcionam as células novas que exibem
antigenos virais sintetizados endogenamente apresentados por moléculas de MHC-I
(BARONE; VISO, 2006; CHANG, 2010).

Um estudo realizado por You et al (2009) demonstrou que a composicdo de
subpopulacdes de linfocitos T em sangue periférico é diferente entre os diversos estagios
clinicos da hepatite B cronica, indicando que pacientes na fase imunotolerante apresentaram o
maior nimero de células T CD8+ e 0o menor nimero de células T CD4+ quando comparados
com pacientes nas outras duas fases.

Durante a infeccdo cronica hd uma diminuicdo no equilibrio das subpopulagdes de
linfocitos T, que esta relacionado com um aumento no nimero de linfocitos T CD8+ e um
decréscimo de linfécitos T CD4+. Foi demonstrado que uma insuficiéncia de células T estava
associada ao nivel de replicacdo do virus, indicando que a carga viral é um forte fator
preditivo para subpopulacdes de linfdcitos T. O papel fundamental dos linfécitos T CD8+ no
clareamento e na patogenia da hepatite B tem sido demonstrado em experimentos com
chipanzés, nos quais a deplecdo de células T CD8+ (mas nédo de células T CD4+) alteraram o
curso clinico e virologico, embora células inflamatorias ndo especificas possam contribuir
para danos hepaticos. Apesar de linfocitos T CD8+ contribuirem para tais danos, essas
interacbes resultam na sintese de citocinas antivirais que podem curar 0s hepatdcitos
infectados, levando a uma resolucéo da infecgdo (CHANG, 2010).

Os pacientes cronicamente infectados que adquirem VHB na idade adulta,
geralmente apresentam um defeito na resposta especifica dos linfécitos T. A ativacéo
prolongada de linfocitos T causada por altos niveis de antigenos virais pode resultar no

esgotamento de células T e delecdo clonal. A extensdo dessas vias imunes inibitorias pode
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definir o curso da hepatite cronica de estado imunotolerante a imunoativo. A persisténcia do
VHB tem sido associada com a inducdo de células T regulatérias que suprimem células T
efetoras especificas para VHB. A frequéncia de células T regulatérias aumentada no sangue
periférico e no figado de pacientes infectados com VHB correlaciona-se com altos titulos de
carga viral. Em paciente com carcinoma hepatocelular associado ao VHB, a frequéncia de
células T regulatérias circulantes também foi correlacionada com a progressdo da doenca e
mortalidade (BARONE; VISO, 2006; CHANG, 2010).

1.2.6 Aspectos Clinicos e Patoldgicos

O VHB ¢ responsavel por quadros de hepatite aguda, muitas vezes anictéricos.
Em cerca de 90 a 95% dos casos, a infeccdo aguda regride com o desaparecimento do
antigeno de superficie (HBsAg). Em cerca de 1% dos casos a infec¢do aguda pode ter uma
evolucgéo fulminante. E, em cinco a dez por cento das infeccGes, adquiridas na idade adulta,
evoluem para a cronicidade com o risco de evoluir para cirrose, carcinoma hepatocelular se
ndo for detectado e tratado adequadamente.

A presenca de marcadores soroldgicos da infeccdo (HBsSAg e anti-HBc) em
individuos sem quadro clinico pregresso detectado indica que episodios subclinicos podem
ser frequentes. Fatores relacionados ao hospedeiro e ao VHB influenciam a forma de
apresentacdo e progressao da doenca. A idade avancada no momento da infeccdo, o género
masculino, o consumo abusivo de alcool e a co-infeccdo com virus da hepatite C ou D, ou
com o HIV séo fatores relacionados com a evolucgéo para cirrose e insuficiéncia hepatocelular.

O VHB ndo apresenta efeito citopatico direto, sendo a lesdo hepatica mediada
pelo sistema imune, enquanto que a gravidade da doenca esta relacionada a intensidade desta
resposta. Na historia da infeccdo cronica por virus B sdo estabelecidos trés estagios.

O primeiro estagio, caracterizado pela tolerancia imune, pode durar apenas duas
semanas em adultos saudaveis, mas pode levar varias décadas, em especial, quando a infec¢édo
ocorre no periodo neonatal ou na infancia. Durante esta fase, h& replicacdo viral ativa,
evidenciada pela presenca do antigeno HBe e por elevadas taxas do acido nucléico do (VHB-
DNA) no soro, sem que haja sintomas ou alteragdes significativas das aminotransferases
(AST e ALT). A segunda fase é caracterizada pela presenca da resposta imune, levando a
inflamacdo e necrose dos hepatocitos. Nessa fase, permanecem detectaveis no soro o HBeAg
e 0 VHB-DNA, elevando-se as taxas das aminotransferases particularmente da ALT.

Essa fase da infecgcdo pode durar 10 ou mais anos, culminando com a presenca de
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cirrose hepética e complicagfes. A terceira fase é caracterizada pela parada da replicacéo
viral, resolugdo do processo necroinflamatorio, negativacdo do HBeAg e o surgimento do
anticorpo anti-HBe (soro conversdo parcial). Observa-se a reducdo dos niveis de VHB-DNA
no soro e a ALT retorna a niveis normais. Cerca de 50% dos individuos alcancam a soro
conversao do HBe em 5 anos, enquanto 70% em 10 anos.

Neste estado, chamado de portador inativo, 0 HBSAQ est4 presente no soro e 0
VHB-DNA permanece detectdvel em niveis reduzidos. Os portadores inativos podem
permanecer neste estado pelo resto da vida, entretanto, em alguns casos, pode haver
reativacdo da fase de replicacdo induzida por imunossupressdo, raramente de forma
espontanea. A resolucdo completa com soro conversdo HBsAg/anti-HBs é rara em pacientes
com infec¢do cronica pelo VHB, girando em torno de 0,5% ao ano. Em determinados casos, a
hepatite crénica permanece ativa apesar do soro conversdo do HBeAg, com a ALT elevada de
forma intermitente ou persistente, e com atividade necro-inflamatéria no tecido hepatico.

Resumidamente, a hepatite cronica HBeAg positivo caracteriza-se pela presenca
do antigeno e, elevacdo persistente ou intermitente da ALT, carga viral do VHB maior ou
igual a 10° copias por mililitros (cp/ml) e a presenca de atividade necro-inflamatdria
moderada ou grave no tecido hepéatico. A hepatite cronica HBeAg negativo esta presente
quando hé auséncia do antigeno no soro, carga viral do VHB maior ou igual a 10* cp/ ml e
biopsia hepatica normal ou com altera¢cGes minimas.

Pacientes com hepatite crénica pelo VHB apresentam incidéncia cumulativa de
progressdo para cirrose da ordem de 8 a 20% a cada cinco anos. Sem tratamento, a cirrose
descompensada evolui com complicagdes como ascite, hemorragia digestiva e encefalopatia
hepatica.

A carga viral do VHB parece estar relacionada com a progressdao da doenga
hepética, enquanto alguns estudos relacionam a viremia com o surgimento do CHC. Estudos
também relatam a influencia da variabilidade genética do virus na evolucao e progressédo da
doenga. O desenvolvimento do CHC em individuos com doenca avancada ou cirrose, via de

regra, tem como desfecho o transplante hepatico.
1.2.7 Transmissao
O VHB esta presente no sangue, leite materno, saliva, sémen, secre¢des vaginais

de individuos contaminados sendo transmitido pelo contato desses fluidos corporais. E

frequente, residentes no mesmo domicilio se infectar com VHB. Varios artigos relatam a
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transmissao intrafamiliar do VHB em diferentes areas geograficas.

As transmissdes vertical e perinatal sdo as principais formas de contagio no
mundo (21). A transmissdo parenteral continua a ser importante no grupo dos
toxicodependentes com uso de drogas endovenosas. Tem maior risco de contaminacdo 0s
recém-nascidos de maes portadoras, 0s contactantes portadores do VHB, os profissionais de
salde, as pessoas com parceiros sexuais multiplos e os presidiarios. (CASTRO, 1999).

No Brasil, a soro prevaléncia em individuos a partir dos 16 anos de idade, sugere
que a transmissdo perinatal ndo € a principal via de infeccdo. Sao descritos casos esporadicos
e maior prevaléncia em algumas familias de portadores sem que as vias de transmissao sejam
conhecidas. E possivel que nestes casos a transmissio percutanea inaparente desempenhe
algum papel (CASTRO, 1999).

O risco de infeccdo em poli transfundidos e hemodialisados foi reduzido devido a
alteracdes nos protocolos de biosseguranca dos respectivos procedimentos. A rejeicdo de
doadores de sangue com sorologia positiva para 0 VHB (Testes de Acidos Nucléicos — NAT)
e daqueles com alteracdes das aminotransferases reduziu de forma significativa a incidéncia
de casos de hepatite pos-transfusional. A inativacdo do virus pelo calor nos derivados de
sangue, a adocdo de medidas de higiene, utilizacdo de agulhas e outros materiais descartaveis
bem como a esterilizacdo de instrumentos médicos permitiram reducdo acentuada de casos
adquiridos de hepatite B (CASTRO, 1999).

1.2.8 Epidemiologia

O virus da hepatite B encontra-se globalmente distribuido. Apesar de existirem
individuos infectados em todo o mundo, a prevaléncia do virus esta decrescendo nos paises
desenvolvidos, por conta da vacinacdo e pesquisas que tém permitido um conhecimento
crescente dos mecanismos de replicag¢do do virus.

A OMS estimava, em 1992, que mais de um ter¢co da humanidade apresentava
marcadores da infec¢do pelo VHB e existiriam cerca de 350 milhGes de portadores crénicos
do virus, dos quais cerca de 65 milhdes faleceriam em consequéncia da infeccdo (CASTRO,
1999).

De acordo com o grau de endemicidade, as diferentes regides do mundo podem
ser classificadas como de baixa, media e alto prevaléncia. Nas regides de baixa prevaléncia, o
risco de adquirir a infeccdo ndo é significativo, onde a percentagem de individuos

cronicamente infectados € inferior a 2%. Nas regibes consideradas de prevaléncia
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intermediaria a presenca da infecgdo crbnica varia entre 2 a 8%. Nestas regides a presenca de
marcadores sorolégicos que indicam infecgdo pregressa € de 20 a 50%. Nas areas de alta
prevaléncia o risco de adquirir infeccdo pela VHB é superior a 60%, e a prevaléncia da
infeccdo cronica e superior a 8% podendo chegar a 25% (11, 12, 13). A distribuicdo
geogréfica do virus variam trés niveis de endemia de acordo com a taxa de prevaléncia do
HBsAg (Figura 04).

Figura 04 - Distribuicdo geogréafica da infeccao crénica por VHB. Alto em vermelho (>8%),

intermediério em amarelo (2-7%) e baixo em verde (<2%).

Endemias elevadas sdo encontradas na Africa, Sudoeste Asiatico, Sul da China,

Bacia Amazobnica, Alasca e Groelandia com prevaléncia variando entre 8 a 20% da
populacdo. Onde 70 a 90% portadoras da infecgéo tiveram contato com o virus. A transmisséo
vertical do VHB assume nessas regides uma importancia primordial em consequéncia, 0
grupo etéario predominante é o de criangas. Nas regides de endemia média, como: Europa
Oriental, Proximo Oriente e Bacia Mediterranea varia de 2 a 7% da populagdo em portadoras
do virus, enquanto que nas regides de baixa endemia como Europa Ocidental, América do
Norte e Australia a prevaléncia de portadoras é inferior a 2%. Nas regifes de média e baixa
endemia a infeccdo predomina em adolescentes e adultos jovens (CASTRO, 1999).

O territorio brasileiro pode ser dividido em regiGes de variadas prevaléncias da
infeccdo pelo VHB. Sendo a Amazbnia uma regido de alta prevaléncia. O restante do pais
apresenta prevaléncia intermediaria (13). Entre 1996 e 1997 foi realizado estudo
epidemiolégico populacional envolvendo varios paises da América latina. Neste trabalho
pesquisou-se a presenga do anti-HBc 1gG. Demonstrou-se soro prevaléncia de 7,9% no Brasil,

excluindo a regido amazonica (14).
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Foram classificados oito gendtipos com o sequenciamento das bases nitrogenadas
do genoma do virus da hepatite B nas regifes pré S, ou gene S, que é classificada por uma
diferenca de pelo menos 8% na sequéncia de nucleotideos. Foram identificados por as letras
A, B, C, D, E, F, GeH e amaioria deles mostra distribuicdo geografica distinta (2,3).

Foram descritos posteriormente mais dois gend6tipos. O gendtipo I, encontrado em
populacbes do Vietnd e Laos e o gen6tipo J nas ilhas de Kyukiu e no Japdo (referencia).
Observou-se que esses genotipos possuem uma distribuicdo geografica variavel com
predominancia em determinadas regides, sugerindo associacdo com o perfil epidemioldgico
de cada populagéo.

Esta caracterizado que o genétipo A é encontrado com maior prevaléncia na
América do Norte e Europa Setentrional; gen6tipos B e C na Asia Oriental, incluindo a China;
gendtipo D na Europa Meridional Oriente Médio e india; gendtipo E na Africa Ocidental e
Africa do Sul; gendtipo F na América do Sul e Central; genétipo G nos Estados Unidos e
Europa e gendtipo H na América Central e na Califérnia (PARANA; ALMEIDA, 2005;
OKANOUE; MINAMI, 2006). (Quadro 01)

Quadro 01 — Prevaléncia mundial dos gendtipos do VHB
GENOTIPOS REGIAO/PAIS

A Africa, América do Norte e Europa Setentrional
Asia

Asia

Europa Meridional, Oriente Médio e india

Africa Ocidental e América do Sul

Ameérica do Sul e América Central
EUA e Europa

América Central e na Califérnia

I & m m O O W

I Vietna e Laos

J ilhas de Kyukiu e no Japao

Fonte: PARANA; ALMEIDA, 2005; OKANOUE & MINAMI, 2006.
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1.2.9 Diagnostico

1.2.9.1 Diagnéstico Sorologico e Molecular

O diagnostico das formas clinicas da hepatite B realiza-se através de técnicas
soroldgicas e moleculares. Tais técnicas revelam-se fundamentais ndo apenas para 0
diagnostico, mas também sdo Uteis no seguimento da infeccdo viral, na avaliacdo do estado
clinico do paciente e na monitorizacdo da terapéutica especifica (18,19). As descobertas
realizadas nas é&reas da virologia e da biologia molecular desses virus, foram
progressivamente incorporados a rotina dos laboratorios, permitindo aos clinicos acesso a
técnicas capazes de avaliar a carga viral circulante, o indice de replicacdo do agente
infeccioso e a eficiéncia de novas medicac@es utilizadas no tratamento dessa virose (25).

A fase aguda da hepatite B caracteriza-se pela elevada replicacdo viral e ocorre
nas formas sintomaéticas, ictéricas, anictéricas e oligossintométicas da doenca. O periodo de
incubacdo varia de 2 a 6 meses. Considera-se que 6 semanas ap0s a contaminacao, o HBsAg
encontra-se no soro, podendo permanecer positivo nos casos agudos até 180 dias quando vai
dando lugar ao surgimento do anticorpo anti-HBs. O aparecimento do anticorpo anti-HBs
indica resolucdo do processo, conferindo imunidade duradoura a infeccdo pelo VHB. Cerca
de 5% a 10% dos pacientes persistem com o HBsAg no soro ap6s 6 meses, tornando-se
portadores crénicos do virus (19).

Os anticorpos dirigidos contra o0 HBCcAg (antigeno core do virus B) sédo
inicialmente a fracdo IgM (anti-HBc IgM) que € um marcador considerado no diagnostico de
fase aguda da hepatite B. Algumas vezes encontrados em individuos na fase crénica da
doenca ou nos periodos de reativagdo. O anticorpo IgG presente na vigéncia da infeccdo
crbnica, aumenta progressivamente seus titulos no soro, permanecendo positivo em valores
mais baixos, na maioria dos individuos, pelo resto da vida mesmo apds a cura da virose. O
anti-HBc IgG é considerado o marcador clinico e epidemioldgico mais importante da infeccdo
pelo VHB.

Detecta-se 0 antigeno HBe (HBeAg) desde a fase inicial da infec¢cdo, antes do
surgimento do quadro clinico da doenga aguda, constituindo-se um marcador indicativo de
replicacéo viral. Sua duracéo nessa fase revela-se efémera, desaparecendo em poucas semanas
e dando lugar ao surgimento do anti-HBe. Sua persisténcia, além de 3 meses no sangue, pode
indicar evolugdo para a cronicidade. Embora estando presentes na vigéncia da fase aguda, o

DNA do VHB e a atividade da DNA polimerase ndo sdao marcadores utilizados nessa fase. A
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deteccdo do HBsAg, anti-HBc (IgM e 1gG) e HBeAg/anti-HBe é feita utilizando técnicas
imunoenziméticas  (ELISA),  eletroquimioluminescencia  (EQL) e, raramente,
radioimunoensaio (RIA). Detecta-se 0 DNA-viral por PCR e a atividade da DNA polimerase,
hoje pouco utilizada, através da incorporacao de ATP marcado com 3 H (18 19 23 50).

O perfil soroldgico do individuo com hepatite B que apresenta sorologia positiva
para 0 HBsAg (IgG) e replicagdo viral HBeAg soro reagente (SR), ou alguma das referidas
situacOes: a) [HBSAQ (+) e DNA-VHB (+)]; b) [anti-HBe (+) e DNA-VHB (-)]; ¢) HBeAg (-)
e anti-HBe (+) ou anti-HBe (+) e DNA-VHB (+), demonstram infeccdo com mutante pré-core
0 qual se revela importante na indicacdo terapéutica, uma vez que tal variante do virus
responde mal a terapia com interferon (39).

Co-infeccBes com outros virus podem ser detectados sorologicamente: (1) virus
da hepatite D, (2) o anti-delta (anti-HD) total, conjuntamente com o RNA do virus detectado
por PCR, (3) na co-infeccdo com o virus C, o anti-VHC (ELISA de 3% geragdo), com
confirmacgdo da positividade por PCR para deteccdo do RNA do VHC, o que constitui o
método adequado para este diagnéstico (26).

A bidpsia hepatica € indicada na avaliacdo dos pacientes cronicamente infectados
pelo VHB e com ela pode-se avaliar a magnitude do processo inflamatério e da fibrose.
Através de técnicas de imunohistoquimica pode-se detectar a presenca de antigenos S e Core
do VHB no tecido hepatico. Na co-infeccdo pelo virus D, a imunohistoquimica pode revelar o

antigeno da hepatite D (AgHD) no nucleo dos hepatocitos.

1.2.9.2 Genotipagem Viral e Mutacfes associadas aos antivirais Gendtipos e Subtipos

Os gendtipos do VHB, nos ultimos anos, tém sido relacionados a progressdo da
doenca hepatica, assim como a resposta as terapias antivirais [55, 69, 85, 90, 113].

O curso da infeccdo pelo VHB depende de muitos fatores que podem influenciar a
interacdo virus-hospedeiro, sendo provavelmente de relevancia, a variabilidade genética do
virus, incluindo genotipos e subtipos, 0s quais podem influenciar a expressdo dos antigenos
virais [54, 59, 69, 115].

Analises do genoma revelaram 10 gendtipos (A-J) do VHB, com distribuicdo
geografica mundial distinta [82, 85, 131]. Os gendtipos A e D s@o mais prevalentes no Brasil,
Europa, América do Norte, india e Africa; o genétipo B e o C sdo encontrados com maior
frequéncia no Sudeste da Asia, China e Japdo; o gendtipo E é restrito a Africa; o genétipo F é

encontrado na populacdo nativa da América do Sul e Central; o gendtipo G foi descrito na
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Franca, Estados Unidos, México e o genotipo H foi encontrado na América Central [7, 69, 71,
85, 104].

Além dos genotipos ha 4 principais subtipos sorolégicos do VHB (adw, ayw, adr
e ayr) ou 9 subtipos secundarios: adw (adw2, adw4); ayw (aywl, ayw2, ayw3, ayw4). O
determinante “a” ¢ comum a maioria dos virus e ¢ atribuido a um epitopo descontinuo, ao
qual séo dirigidos anticorpos neutralizantes anti-HBs. O determinante “a” faz parte da regiéo
hidrofilica principal do HBSAg e sua estrutura terciaria € importante para sua antigenicidade
[22, 141].

Esses subtipos dependem da variabilidade dos aminoécidos do HBsAg. Na
posicdo 122, a Lisina determina a especificidade d, enquanto a Arginina determina a y. A
posicdo 160 determina a especificidade w na presenca de uma Lisina e r na presenca da
Arginina. Na posicdo 127 uma Prolina determina as especificidades wl e w2, a Treonina
determina a w3 e a Leucina ou Isoleucina determina a w4. A presenca de uma Alanina na
posicéo 159 determina o subtipo adrg+ e uma Glicina na mesma posic¢éo determina adrg- [47,
93, 106].

A divergéncia das sequéncias do genoma completo em um mesmo subtipo é de
aproximadamente 8%, semelhante a encontrada entre diferentes subtipos. Assim, a
subtipagem nao reflete uma variacdo genotipica nas sequéncias codificadoras da proteina S
[110].

A distribuicdo geografica dos gendtipos pode mudar devido a migracdo e ao
comportamento de risco populacional. O VHB diverge entre 0s genétipos de acordo com a
distribuicdo populacional nos diferentes continentes. Entretanto, esses estudos ndo séo
completos em algumas partes do mundo, inclusive a América do Sul [102, 108, 135].

A distribuicdo genotipica do VHB e sua correlagdo com o curso clinico da doenca
hepética ndo estdo claros [39, 62]. A maioria dos estudos indica que a gravidade da hepatite
crénica é maior em pacientes com genotipo C comparado ao geno6tipo B [66, 85]. Estudo com
pacientes de Taiwan mostraram que a cirrose e 0 CHC séo mais frequentes em portadores do
gendtipo C do que B [85]. O gendtipo C é mais prevalente em pacientes HBeAg positivos do
qgue o gendtipo B [31]. A literatura mostra que o risco de CHC esta relacionado com o
aumento da carga viral associado ao genotipo do VHB. O genoétipo D esté associado com a
gravidade da doenca hepatica quando comparado ao genétipo A e pode favorecer a ocorréncia
de CHC em pacientes jovens (69). Na Europa, a maioria dos pacientes com o gendtipo A tem
hepatite cronica, e a dos pacientes com o gen6tipo D tém hepatite aguda (95).
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1.2.9.3 Mutagdes do VHB

As mutacdes do VHB em pacientes com hepatite cronica sdo frequentes, sendo
maiores naqueles imunossuprimidos, como pacientes em hemodialise [34, 87, 109], em
quimioterapia, diabéticos [109, 116] e nos infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) [4, 56, 109]. Diversas séo as mutacdes existentes, entretanto a variante mais
encontrada nas infeccBes cronicas do VHB € a mutacdo pré-core. Descrita na Italia [19],
envolvia casos de pacientes com sorologia negativa para 0 HBeAg, entretanto positiva para o
HBsAg, anti-HBc, anti-HBe, presenca de DNA viral e HBcAg no figado. A presenca da
sequéncia “selvagem” foi denominada MO e da mutacdo no nucleotideo 1896 de M1. Essa
mutacdo ocorre com a troca de guanina (G) para adenina (A) no nucleotideo 1896 (G1896A) e
a presenca das duas mutacdes (G1896A/G1899A) de M2 [5, 29, 79, 81]. Essa mutacdo traduz
um impedimento da producdo do HBeAg. Tais casos implicam numa gravidade da doenca.
Talvez devido a auséncia do papel modulador da resposta imune desempenhado pelo HBeAg,
podendo evoluir com hepatite cronica. [142]. Essas mutacBes estdo associadas a uma
progressao rapida da infeccdo pelo VHB, com maior frequéncia de evolucdo para cirrose e
carcinoma [137].

A mutacdo na regido pré-core é dependente do gendtipo e encontrada com maior
frequéncia em pacientes com gendtipo D, sendo incomum em pacientes com o genotipo A
[30, 52, 83, 112, 121]. Essa mutacdo é mais frequente no gendtipo B em relacdo ao C onde foi
relatado que ndo esta relacionada com a soroconversao para o anti-HBe [132].

Outra mutacdo observada é a do Promotor Basal do Core (BCP), onde 0 HBeAg
também é negativo e existe o padrdo HBsAg, anti-HBe e DNA viral positivos. Nestes casos,
no nucleotideo 1762, ocorre troca de adenina (A) para timina (T) — (A1762T), e de guanina
(G) para adenina (A) no nucleotideo 1764 (G1764A). Essas duas mutacfes fazem com que
haja uma diminuicdo da producdo do HBeAg [28]. Na populacdo americana tais mutagdes sao
comuns nos genotipos C e D [72]. Alguns estudos revelam que mutagdes na regido do core
aumentam a taxa de replicacdo viral do VHB [30] e estes nucleotideos acarretam hepatite
crbnica com maior atividade, doenca mais grave apés transplante de figado, CHC e hepatites
fulminantes [9]. Essas mutacBes ocorrem com maior frequéncia no genotipo C do que no B,
independente do estado do HBeAg [30]. A mutacdo do gene X no BCP pode aumentar o risco
de CHC [26, 73].
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1.2.10 Prevencéo e Tratamento

A partir da década de 90, estratégias de prevencdo e controle da hepatite B vem
sendo implementadas em diversos paises. Tém sido recomendados, desde entdo, 0s programas
de vacinagdo em massa, a sele¢cdo em bancos de sangue e o controle da transmissdo sexual e
perinatal (2). Embora tais medidas tenham propiciado a diminui¢do na incidéncia dos casos da
hepatite B, ainda permanece grande o numero de individuos infectados no mundo (2, 3,
12,13).

No Brasil, 0 Ministério da Salde estima, atualmente, que cerca de 2 milhdes de
individuos tenham sido infectados pelo VHB. A vacina contra hepatite B faz parte do
calendario vacinal nacional, sendo oferecida aos menores de 49 anos de idade e a individuos
em situacOes de risco (22).

O objetivo do tratamento para hepatite B cronica é a supressdao sustentada da
replicacdo viral, com a remisséo da atividade necroinflamatéria no tecido hepatico, visando a
prevencdo da cirrose hepatica e do carcinoma hepatocelular (27). Atualmente ndo ha consenso
quanto a forma de tratamento.

O primeiro agente terapéutico utilizado no tratamento da infeccdo pelo VHB foi o
interferon o (IFNa), seguindo-se o interferon de longa acdo (interferon peguilado), os
analogos nucleosideos e nucleotideos. Embora se tenha conseguido elevada frequéncia na
supressdo de replicacdo viral, tais drogas mostram baixas taxas de resposta sustentada e, por
vezes, efeitos adversos (9).

Quanto ao tratamento, pacientes com gendtipos C e D parecem ter menores taxas
de resposta ao uso do interferon do que os infectados com genétipos B e A respectivamente
(32,33). Ha tentativas de correlacionar a presenca dos genotipos A ou D com o risco de
mutantes resistentes ao tratamento com Lamivudina. Zollner e colaboradores reportaram
incidéncia maior da mutacdo YMDD em pacientes infectados com gendétipo A, quando
comparados com portadores dos genotipos D (34).

Em que pese o fato de apenas uma parcela dos individuos responder ao tratamento
em virtude das mutagfes associadas a resisténcia, estudos de seguimento comprovaram que
medicamentos diminuem a atividade inflamatoria hepéatica e deprimem a replicacdo viral
aumentando a taxa de soro conversdo do antigeno “e” (HBeAg) para o anticorpo
correspondente (anti-HBe), diminuindo a carga viral (10, 22, 28, 30).

Apesar de discreta superioridade dos resultados do interferon alfa sobre os da

Lamivudina (14), a toxicidade do primeiro, elevado indice de efeitos colaterais e necessidade
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de aplicacdo parenteral fizeram com que a Lamivudina, de uso oral e com baixa frequéncia de
efeitos adversos, passasse a ser administrada em todo o mundo, inclusive em pacientes com
insuficiéncia hepatica, coisa impossivel com o interferon alfa.

Alguns pacientes com insuficiéncia hepatica grave deixaram de necessitar de
transplante hepatico, gracas a Lamivudina (28). Embora, a Lamivudina possa reduzir a carga
viral do VHB o tratamento prolongado pode ser necessario visando atingir os desfechos
esperados (12). Isso trouxe como complicacdo, o surgimento de cepas resistentes a
Lamivudina (mutantes YMDD), que pode atingir 60% dos pacientes ap0s trés anos de
tratamento (5 15). Estas mutagdes que conferem resisténcia a Lamivudina podem recrudescer
a hepatite B cronica, trazendo de volta o risco das complicacdes e, por vezes, produzindo
graves “flares” de atividade necro-inflamatoria hepatica (7).

Novos analogos nucleot(s) idicos, como o Adefovir dipivoxil, e principalmente o
Entecavir e Tenofovir, foram desenvolvidos e aprovados para uso clinico (3 16). Tais
medicac¢des tém demonstrado menores indices de cepas resistentes e a mesma seguranca que a
Lamivudina. No entanto, essas novas drogas devem ser utilizadas durante longo tempo, sendo
o0 Entecavir e o Tenofovir as drogas que apresentam maior poténcia e maior barreira genética
sendo, portanto as drogas de escolha no tratamento da hepatite crénica e cirrose pelo virus B.
(23).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral:

Conhecer a prevaléncia dos genétipos do VHB e as respectivas mutacdes de
resisténcia associadas aos antivirais em pacientes com hepatite B crénica atendidos nos

Servicos de Referencia do Estado do Ceara.

2.2 Especificos:

1. Mensurar a carga viral dos pacientes com hepatite B cronica por PCR em
tempo real;

2. Verificar a distribuicdo genotipica prevalente na populacdo em estudo;

3. Identificar mutacBes associadas aos antivirais do VHB

4. Relacionar as mutacdes encontradas com 0s gendtipos prevalentes na
populagéo;

5. Construir uma arvore filogenética representativa dos genotipos encontrados no

estado do Ceara.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Esse € um estudo de seguimento aberto que foi iniciado em 2012 através da coleta
de soro e realizagéo de quantificacdo da carga viral-VHB de 142 pacientes encaminhados com
hepatite B cronica ao Laboratorio Central do Ceara (LACEN-CE). O sequenciamento das
amostras de sangue para genotipagem do VHB e identificacdo de mutacGes associadas a
resisténcia aos antivirais foram realizados em parceria com a Fundacgdo Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ-RJ).

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo pacientes com hepatite B crénica, encaminhadas dos
hospitais de referéncia do Estado do Ceard, Hospital de doencas infecciosas (HSJ), Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC), Hospital Geral de Fortaleza (HGF) em Fortaleza e
servicos especializados (SAE) que funcionam nos demais municipios do Estado do Ceara.
Foram observados critérios clinicos e laboratoriais rotineiros para o diagndstico de hepatite B
crbnica, sendo considerado imperativo para o estudo a soro positividade de HBsAg por mais
de 6 (seis) meses.

O protocolo foi submetido e aprovado pelo o Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade-Escola Assis Chateaubriand — CEP/MEAC/UFC, de N° 084/09 como parte da
pesquisa financiada pela FUNCAP.

Foi aplicada uma ficha epidemo-investigatéria (Anexo A) constando de dados
pessoais, procedéncia, causa provavel da infeccdo, tratamento, HBeAg e Anti-HBe positivo
ou negativo (SR ou SNR).

3.2.1 Critérios de inclusao

Foram convidados a participar do estudo pacientes com hepatite B cronica,
HBsAg SR a mais de 6 (seis) meses. Foi lido o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e os pacientes que concordaram em participar foram incluidos no estudo apds assinar

0 TCLE. No trabalho foi tido como critério para a selecdo as amostras que o paciente tivesse
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uma carga viral acima de 2.000Ul/mL para ser realizadas pesquisas de mutacOes e
genotipagem, por sequenciamento.

3.2.2 Critérios de exclusao

No estudo epidemioldgico por corte transversal foram utilizados os seguintes
critérios de exclusdo foram:

a) Pacientes que se negaram a assinar o TCLE

b) Pacientes com HBsAg negativo

c) Pacientes com carga viral abaixo do limite de detecc&o.

3.3 Coleta e separacédo do plasma

Foram coletados 5 mL de sangue com anticoagulante (EDTA) de cada paciente
que concordou em participar do estudo. As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a
1300 x g por 15 minutos e em seguida o plasma foi separadas em tubos livres de RNAses e
DNAses em aliquotas de 1,2 mL. Posteriormente, as amostras foram armazenadas a -80°C até

0 momento da realizacdo dos testes moleculares.

3.4 Quantificacdo da carga viral do VHB

Foi realizada a carga viral do VHB de cada paciente no prazo maximo de 5
(cinco) dias ap0s a realizagdo da coleta. O método utilizado foi “Real Time VHB”, laboratorio
Abbott, no LACEN-CE. As amostras de sangue foram colhidas e processadas para obtengéo

do plasma na presenca de EDTA de acordo com a padronizac¢do do Ministério da Saude (MS).

3.4.1 PCR em tempo real

Para realizacdo da pesquisa utilizou-se ensaio automatizado. Foi necessario
construir uma curva de calibragdo para determinar a concentracdo do DNA-alvo das amostras
e dos controles, antes de cada rotina. Foram utilizados dois calibradores, dosados em triplicata
para gerar uma curva de calibracdo, a qual foi armazenada na memoria do equipamento
(m2000rt).



40

A concentragdo de DNA em uma amostra foi calculada a partir de ciclos de
amplificacdo (threshold cycle, Ct) e da curva de calibragéo. Os resultados gerados foram
automaticamente apresentados na estacdo de trabalho do equipamento.

A extracdo de DNA foi iniciada com a utilizacdo de um tampao de lise que
contém isotiocianato de guanidina (sal caotrOpico) para romper as pontes de hidrogénio e
expor o DNA sem quebrar as proteinas, além de ter propriedades especificas para inibir as
DNAses e RNAses. Em seguida foi utilizado um tampéo de lavagem (H20 + 3.4.1.1 Extragéo
(m24sp) etanol) para retirar impurezas das amostras, interferentes na reacdo e precipitar o
acido nucleico purificado. Por fim, utilizou-se um tampao de elui¢do, uma solugéo surfactante
ndo ibnica, que dissolve os lipideos e direciona 0 DNA para as particulas magnéticas. As

particulas magnéticas (SiO;) captura 0 DNA formando pontes hidrofilicas.

3.4.1.1 Amplificacdo e detecgdo (m2000rt)

Apdbs a extracdo € adicionado uma enzima a proteinase K para liberar o acido
nucleico das particulas magnéticas e uma solucdo formada por nucleotideos, primers, enzima
Taq polimerase, cloreto de Mg++ e sondas alvo.

Na parte interna do equipamento ocorrem as reac0es de anelamento iniciando com
os primers e os nucleotideos/BN que se aproximardo das sequencias complementares da
amostra a uma temperatura ideal. Catalisada pelo Mg*™, a enzima Taq polimerase fara a
extensdo da fita. Elevou-se a temperatura para abertura das fitas formadas que ja se estavam
ligadas as sondas-alvo fluorescentes que emitem sinais que foram captados e mostrados a
cada ciclo da reacdo.
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Figura 05 - Fluxograma de trabalho para quantificacdo da carga viral no LACEN-CE
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3.5 Genotipagem e Mutacg6es do VHB

A pesquisa de mutacdes e genotipos foi realizada pelo sequenciamento de Sanger,
da regido da polimerase do VHB, no Laboratorio de Hepatites Virais da FIOCRUZ-RJ.

As etapas para o0 sequenciamento do DNA constaram de:

Etapa 1 — Extracdo de DNA: nesta etapa foi utilizado o High Pure Viral Nucleic
Acid Kit (marca Roche), conforme protocolo do fabricante.

Etapa 2 — Reacdo de amplificacdo (PCR), Iniciadores utilizados:

VHB 1F (5’-TAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGG-3") e

VHB 4R (5’-GAAAGGCCTTGTAAGTTGGCG-3").

Etapa 3 — Eletroforese em gel de agarose: apos a reacdo de PCR, 5 microlitros
(uL) dos produtos obtidos foram aplicados em gel de agarose a 1%, juntamente com o
marcador de pares de base, e submetidos a corrida de eletroforese para confirmar a
amplificacdo e detectar o fragmento pesquisado.

Etapa 4 — Purificacdo do produto de PCR: os produtos de PCR foram purificados
com o High Pure PCR Product Purification Kit (marca Roche) conforme protocolo do
fabricante. A finalidade desta etapa foi purificar o DNA amplificado, eliminando possiveis
nucleotideos nao incorporados durante a reagdo de PCR.

Etapa 5 — Quantificacdo de DNA: a fim de estimar a concentracdo de DNA (em
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nanogramas - ngs) de cada produto de PCR purificado e estabelecer a quantidade de DNA a
ser utilizada na reacdo de sequenciamento, 4 pL de cada produto respectivo, e 4 uL do
marcador de peso molecular Low Mass (marca Invitrogen), foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose. Ao final da corrida eletroforética, a intensidade das bandas do marcador
(que correspondem a diferentes quantidades de DNA) foi comparada com a intensidade da
banda de cada produto purificado. Foi estabelecido que seria utilizado de 5 a 20 ngs de DNA
para cada reacdo de sequenciamento, ja que deve haver proporcionalidade entre o tamanho do
fragmento de interesse (neste caso em torno de 800 pares de base), e a quantidade de DNA

para a reacao de sequenciamento, conforme o quadro abaixo.

Quadro 02 — Quantidade de DNA proporcional ao tamanho do fragmento

Tamanho do fragmento de DNA em pares | Quantidade de DNA em nanogramas (ng) a ser
de base (pb) utilizada na reacdo de sequenciamento

De 100 a 200 pb Usar de 1 a 3 ng de DNA

De 200 a 500 pb Usar de 3 a 10 ng de DNA

De 500 a 1000 pb Usar de 5 a 20 ng de DNA

De 1000 a 2000 pb Usar de 10 a 40 ng de DNA

> 2000 pb Usar de 40 a 100 ng de DNA

A quantificagdo de DNA foi realizada através da utilizagdo do marcador de peso molecular Low Mass DNA
Ladder (Invitrogem).

Etapa 6 — Reacdo de sequenciamento: foram realizadas quatro reacGes de
sequenciamento, e, portanto, quatro mixes contendo: 1uL do respectivo iniciador (na
concentracdo de 3,2 picomol/reacdo — tabela 01); 1,5uL de tampéo de sequenciamento
(tampéo 5X) (marca Applied Byosistems); 1uL de BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing

Kit (marca Applied Byosistems) e agua ultrapura livre de DNAse para um volume final 10

ML
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Tabela 01 — PRIMERS do VHB - Gene S e Gene da polimerase

iniciador | Sequéncia 5'— 3’ Reacao Posicao™ Referéncia
VHB_IF | TAGGACCCCTGCTCGTGTTACAGG PCR 180-203 Qfag%rlyl .
VHB 4R | GAAAGGCCTTGTAAGTTGGCG PCR 1120-1100 Qfag%rlyl et
. Mallory et
VHB_2F | CATCCTGCTGCTATGCCTCATC sequenciamento | 409-430 | 5004
. Mallory et
VHB_3R | GATGGGATGGGAATACAGGTGC sequenciamento 615-594 al.. 2011

*Posicao do iniciador na sequéncia referéncia VHB-A do VHB (n° de acesso Genbank: KC510657)

A seguir, os mixes foram distribuidos nas placas de 96 pocos, os DNAs
purificados foram adicionados na concentracdo previamente estabelecida (Etapa 5). A placa
foi tampada com uma tampa de borracha apropriada para placa utilizada (denominada como
septa), e em seguida colocada no termociclador programado para 40 ciclos, 94°C 10
segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.

Etapa 7 — Precipitacdo da reacdo de sequenciamento: a precipitacdo foi realizada
utilizando o BigDye XTerminator Purification Kit (marca Applied Biosystems) que €
composto pelas solucdes SAM Solution e BigDye XTerminator Solution. Inicialmente um
mix foi preparado contendo estas duas solucdes, ou seja, para cada 10 pL de reacdo de
sequenciamento foram utilizados 45 pL de SAM Solution e 10 pL de Big Dye X Terminator
Solution. Em seguidas, 55 pL do mix foi distribuido nos pocos da placa. A foi incubada a
temperatura ambiente com agitacdo por 30 minutos e em seguida colocada no sequenciador

(3500 Series Genetic Analyzer — Applied Biosystems).

3.6 Alinhamento de Sequencias e Filogenia

3.6.1 Sequenciamento

O sequenciamento de um virus pode ser entendido como uma pesquisa que busca
a semelhanca genética com o virus padrdo. As ferramentas de bioinformatica sdo utilizadas
para fazer comparacgdes entre as bases nitrogenadas com o padrdo do gene. O Chromas Lite
foi o programa usado para fazer o grafico (cromatograma) da sequéncia das bases
nitrogenadas sequenciadas. Este programa permite retirar bases que apresentam um sinal

muito fraco ou sobreposto a outros, analisando-se apenas as regides que apresentam boa
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qualidade para o alinhamento.

O BLAST “Basic Local Alignment Search Tool” disponibiliza opgdes de
pesquisas em banco de dados, disponivel no GenBank para o VHB. Nele foi feito alinhamento
multiplo sendo possivel identificar o grau de semelhanca entre as sequéncias em estudo e as

disponiveis no GenBank.

3.6.2 Filogenia —Arvore filogenético

Apos o sequenciamento nucleotidico, um total de 129 sequencias foram editadas e
alinhadas utilizando respectivamente os programas mega 6 (Molecular Evolutionary genetcs
analysis) e clustal x (v.1.83). Em seguida, a identificacdo dos gendtipos foi realizada
utilizando 0 site:
http://hivdb.stanford.edu/VVHB/VHBseq/development/\VVHBseq.pl?action=showSequenceForm

A determinacdo dos genoétipos foi realizada por anélise filogenética das
sequencias obtidas. Para a andlise filogenética as sequencias que eram em “duplicatas”, ou
seja, sequencias das amostras de pacientes que coletaram mais de uma vez, em épocas
diferentes, foram excluidas, restando cento e duas sequencias (uma sequéncia de cada
paciente). Ao alinhamento dessas sequencias, foram adicionadas 66 sequencias padroes
referéncia, de diferentes gendtipos do VHB (A ao 1), obtidas do Query Genbank do programa
Mega 6. A construcdo da arvore filogenética foi realizada pelo método Neighbor-joining,

modelo Kimura 2-parameetros e bootstrap de 1000 réplicas.

3.7 Analise estatistica

O estudo, estatistico foi realizado por corte transversal, muito embora
pretendemos reavaliar essa mesma popula¢do, em um estudo posterior, portanto, podera
também ser aceito como “coorte transversal”. As analises descritivas realizadas foram a
frequéncia de mutagdes e medicagdes e a caracterizagdo dos grupos que foram descritas em
percentuais. As analises comparativas foram feitas por ANOVA e aplicado o teste de Fisher e
o teste CHI-quadrado para as comparacgdes e confiabilidade dos dados.


http://hivdb.stanford.edu/HBV/HBVseq/development/hbvseq.pl?action=showSequenceForm
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Descritiva

Foram analisados, 142 pacientes considerados portadores de HBsAg ha mais de
seis meses. Foram realizadas reacOes de eletroquimiolumescéncia para HBsAg, HBeAg e
anti-HBe. Toda as amostras confirmaram soropositividade para HBsAg, 142 sororeagentes.
Iniciando com uma repeti¢do da triagem soroldgica realizadas reacdes para HBeAg e anti-
HBe por eletroquimioluminescéncia. As pesquisas de mutacGes e genotipagem por
sequenciamento foi realizada em 88 amostras no laboratério das hepatites virais da
FIOCRUZ-RJ. A anélise quantitativa para o VHB-DNA por PCR em tempo real variou de
2.067UI/mL até 3.410.000.000Ul/mL, com mediana de 70.403UI/mL. Os dados demograficos

referentes a idade e sexo dos pacientes estudados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 02 - Dados demograficos (sexo e idade) dos pacientes com Hepatite B cronica
atendidos nos servicos de referéncia do Estado do Ceara.

IDADE GENERO
anos Masculino (%) | Feminino (%) Total (%)

16 - 29 13 (9,15) 10(7,04) 23
30 - 39 20 (14,08) 15(10,56) 35
40 - 49 24 (16,90) 09(6,34) 33
50 - 59 13 (9,15) 15(10,56) 28
60 - 69 10 (7,04) 07(4,93) 17
70 - 79 05 (3,5) 01(0,70) 06
Total 85 (59,86) 57(40,14)

Dentre os 142 pacientes investigados 43 encontravam-se em tratamento, destes
podemos destacar 30,2 % Lamivudina, 20,9 % que fazem uso do medicamento Entecavir,
20,9 % Tenofovir, 7,0 % Interferon, 2.3% Adefovir associado a Lamivudina, 2,2 %
Lamivudina em associagdo com Entecavir e 18.6 % Desconhecido (Tabela 3). Dentre os
pacientes em tratamento podemos destacar algumas informacdes relevantes onde um deles
relatou historico de pai portador do virus B e aqueles em tratamento com Interferon
apresentavam resisténcia a Lamivudina. Trés pacientes relataram ja terem feito tratamentos
anteriormente, porém dois deles abandonaram, um em 2010 e outro em 2014, e outra
interrompeu devido gravidez. Quatro dos pacientes relataram estar em tratamento contra o

HIV e um deles também estava sendo tratado para tuberculose ganglionar.
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Tabela 03— Frequéncia dos antivirais administrados aos pacientes com hepatite B cronica

Resposta
N Percentual

Lamivudina 13 30,2%

Entecavir 9 20,9%

Medicages Tenofovir 9 20,9%

Interferon 3 7,0%

Adefovir 1 2,3%

Desconhecido 8 18,6%
Total 43 100,0%

Tabela 04 — Frequéncia das mutagdes detectadas em pacientes com hepatite B cronica

Resposta
N Percentual
SEM

MUTACAO 75 74,3%
L180M 10 9,9%
M204V 8 7,9%
Mutacdes G173L 1 1,0%
T169L 1 1,0%
M204I 4 4,0%
T184l 1 1,0%
L8OV 1 1,0%

Total 101 100,0%

4.2 Amplificacéo

O resultado da amplificacdo do gene da polimerase que caracteriza mutacdo de
resisténcia viral, foi demonstrado em eletroforese em gel de agarose apresentada na Figura 06.
O primeiro poco a esquerda, corresponde ao marcador molecular de 100 pb, ao centro as
amostras dos respectivos pacientes em que, apenas 0 correspondente ao nimero 298 ndo
amplificou e a direita 0 CN (Controle Negativo). Aquelas amostras que apresentaram uma
banda Unica de 1000 pb foram submetidas para posterior sequenciamento de mutacGes (96

%), sendo que em 4% foi observada auséncia da banda, ndo podendo ser sequenciadas.
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Figura 06 — Gel de agarose dos produtos amplificados

A primeira linha corresponde ao marcador de peso molecular de 100 pares de base (pb). As linhas subsequentes
correspondem as amostras dos pacientes. A Gltima linha identificada como CN corresponde ao controle negativo
da reacdo de amplificacéo.

Figura 07 — Géis de quantificacdo dos produtos de PCR purificados

Low mass 262 278 284 311 333

8% 271 280

23092014 - Amosiras punficadss

High Pure PCR Product Purification Kit {Reche)

Na primeira linha a esquerda, o marcador de peso molecular Low Mass. As linhas subsequentes correspondem
aos fragmentos das amostras dos pacientes.
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4.3 Gendtipos e Mutacdes de resisténcia

Anélise das sequéncias de nucleotideos

As 88 sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas utilizando-se o
programa Clustal X versdo 1.83 em conjunto com sequéncias de referéncia para cada subtipo,
disponiveis no banco de dados do Gen Bank. Apos alinhamento, foi construida uma arvore
filogenética, utilizando-se para o célculo da distancia 0 modelo de probabilidade méxima e o
método Neighbor-Joining do programa Mega 4.0. Na figura 08, podemos observar que as
sequéncias das amostras foram classificadas nos seus respectivos genotipos, com alto valor de
bootstrap (>95%).
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Figura 08 - Grupamento genético de 88 amostras de soro de pacientes com infeccdo crénica
pelo virus da Hepatite B e cepas de referéncia (representadas pelo subtipo, pais de origem e n°
no Genbank). Apenas os valores de bootstrap acima de 75% foram apresentados.
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Dentre os 88 (oitenta e oito) individuos testados, (47 - 53,4 %) pertenciam ao
genotipo F, (34 — 38,6%) foram caracterizados como gendtipo A. Os demais gendtipos
encontrados correspondem a (7 - 8%) dos pacientes, sendo que (1 — 1,1%) do genotipo G, (4 -
4,6%) do gendtipo D e (2 — 2,3%) do genotipo E, como se encontra representado no Quadro
03.

Quadro 03— Distribuicdo dos gen6tipos da populagéo estudada

N N %

F 47 53,4%

A 34 38,6%

GENOTIPO D 4 4,5%
E 2 2,3%

G 1 1,1%

e O estudo mostrou a frequéncia de cinco geno6tipos dos (10) dez descritos na literatura;
e O gendtipo F seguido do gendtipo A foram os mais prevalentes.

Mutac0es de resisténcia
As mutagdes de cada individuo relacionando com o respectivo genétipo estdo
listadas na Tabela 05.

Tabela 05 - Andlise descritiva do tipo de Mutacdo por Gen6tipos na populacao estudada

Iniciais Tipo de Mutacéo Gendtipo
JPO L180M, M204V F
CCLR T169L F
JLFS L180M, M204l, L8OV F
RAN L180M, M204V F
SMS L180M, M204V A
MISS T1841, M2041 A
FCC M2041 A
CWAF L180M, M204V A
JKSC L180M, M204V A
FAAV L180M, M204V G
AJS V ou G1L, M204V, M204, M204V D
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Das 88 amostras dos pacientes sequenciadas, apenas 69 responderam ao quesito
relacionado ao tratamento. 47 disseram que ndo estavam tomando nenhum antiviral (AV) e 22
afirmaram que sim. Na pesquisa de mutacGes foram encontrados o0s seguintes resultados:
(08/22); (02/45). Foram detectadas oito muta¢des nos pacientes medicados e duas nos que
responderam néo estar tomando nenhum tipo de antiviral. Quando se aplicou o teste de Fisher
foi encontrado um *valor de p<0,001, indicando haver significancia estatistica, vide Quadro
04; Figura 09.

Quadro 04 - Mutacdo vs Tratamento em pacientes com hepatite B cronica

TRATAMENTO Total
Néo Sim
N&o 25 14 59
Presenca de 95,7% 63,6% 85,5%
mutacao
Sim 2 8 10
4,3% 36,4% 14,5%
Total a7 22 69
100,0% 100,0% 100,0%

*valor de p < 0,001
(teste exato de Fisher) OR 12,85 (2,44 — 67,72)

Figura 09 — Mutacéo versus tratamento em pacientes com hepatite B cronica

Bar Chart
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Em relacdo as mutacGes detectadas nos diferentes gendtipos, observou-se que
todos os genotipos apresentaram as mutagfes L180M e M204V/I. Na anélise individual foi
constatado o gendtipo F e as L80 e a T169L; o gendtipo A foi o que apresentou 0 maior
nimero de pacientes com mutacGes e além das mutacdes acima descritas apresentou a
mutacdo T184l; o gendtipo G, n=01, apresentou as mutagdes comuns a todos e o gendtipo D,
além das mutagcBes comuns a todos, também apresentou a mutagdo V/G173L, conforme
mostrado na Tabela 06.

Tabela 06 — MutacGes individuais dos pacientes com hepatite B cronica

Identificacdo da amostra Gendtipo Mutacéo de resisténcia
116-JPO F L180M, M204V
242-CCLR F T169L
58-JLFS F L80V, L180M, M204I
337-RAN F L180M, M204I
2273-SMS A L180M, M204V
127-MISS A T1841, M204I
224-FCC A M2041
90-CWAF A L180M, M204V
96-CWAF A L180M, M204V
176-JKSC A L180M, M204V
41-JKSC A L180M, M204V
81-FAAV G L180M, M204V
188-AJS D V/G173L, L180M, M204V

Quando relacionamos, quantitativamente, as mutacdes encontradas com os diferentes
gendtipos, o estudo ndo mostrou significancia estatistica, valor de * (p< 0,066); teste do chi
quadrado conforme descrito na Tabela 07 e representado na Figura 10.

Tabela 07 - Frequéncia das mutacdes em relacéo aos genotipos dos pacientes com hepatite B

cronica
GENOTIPO Total
F A D E G
n 43 27 3 2 0 75
3 0,
Presenca de Nao % 91.5% | 79.4% | 75,0% 1?,2'0 0,0% 852%
Mutagdo sim n 4 7 1 0 1 13
% 85% | 20.6% | 250% | 0,0% | 100,0% 14.8%
Total n 47 34 4 2 1 88
% 100,0% | 100,0% | 100.0% | 100,0% | 100.0% | _ 100,0%

*Valor de p< 0,066 (teste do chi quadrado)




Figura 10— Mutacéo versus gendtipo dos pacientes com hepatite B cronica
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4.4 Mutacdes de acordo com o gen6tipo do VHB

4.4.1 Gendétipo “F”
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O paciente 116-JPO apresentou mutacdo na posicdo 180 onde leucina, sequencia

original do virus, foi substituida pela metionina e na posi¢do 204 a metionina foi substituida

pela valina. Este paciente faz uso de lamivudina. No paciente 242-CCLR foi revelada

mutacdo na posi¢do 169 com substituicdo da treonina, sequencia normal do virus, por leucina.

O paciente 58-JLFS apresentou mutacao na posicao 80, a leucina foi substituida por a valina e

na posicao 180 a leucina também foi substituida pela metionina; na posicdo 204 a metionina

foi substituida pela isoleucina, este paciente faz uso de tenofovir. O paciente 337-RAM, que

faz uso de lamivudina, apresentou alteracGes na posicdo 180, onde a leucina foi substituida

pela a metionina e na posi¢cdo 204, onde a metionina foi substituida pela isoleucina.



54

4.4.2 Gendtipo “A”

As mutacdes no paciente 2273-SMA foram a leucina sendo permutada pela
metionina na posic¢do 180 e metionina por valina na posi¢cdo 204. O paciente 127-MISS, que
faz uso de lamivudina, traz mutacGes na posi¢cdo 184 com a substituicdo de treonina por
isoleucina. J& na posicdo 204, a metionina foi substituida pela isoleucina.

O paciente 224-FCC faz uso de medicamento, mas ndo sabe informar se é anti-
viral e apresentou mutacao na posi¢cdo 204 com a metionina sendo substituida pela isoleucina.
Paciente 90-CWAF, em duas amostras diferentes, em momentos diferentes, cargas virais
diferentes, sequenciado duas vezes apresentou 0 mesmo resultado: confirmou ser genétipo
“A”, apresentou as mesmas muta¢des (leu/metl180 e met/val204). O paciente faz uso de
lamivudina/adefovir e fez uso lamivudina/entecavir.

Ja o paciente (176-JKSC/41-JKSC) em duas amostras diferentes, em momentos
diferentes, cargas virais diferentes, sequenciado duas vezes apresentou 0 mesmo resultado:
confirmou ser gendtipo “A”, apresentou as mesmas mutagdes (leu/met180 e met/val204).

Como excepcionalidades podemos citar os pacientes 149-PCBF/333-PCBF e
PACIENTES 79-JPS/148-JPS. No primeiro, com duas amostras diferentes, em momentos
diferentes, cargas virais diferentes, sequenciado duas vezes foram confirmadas o genoétipo
“A” e auséncia de mutagoes, sendo que o mesmo sofre de anemia apléstica. No segundo,
também com duas amostras diferentes, em momentos diferentes, cargas virais diferentes,
sequenciado duas vezes determinou-se o genétipo “A” e auséncia de mutagdes, sofre de
anemia aplastica e faz uso de tenofovir, também ¢ “HIV (sororeagente)” faz uso de anti-viral.

Ao analisarmos individualmente os genétipos dos pacientes encontramos 0S

seguintes resultados:

4.4.3 Gendtipo “G” e “D”

As mutagGes no paciente 81-FAAV do gendtipo G foram a leucina sendo
permutada pela metionina na posi¢do 180 e metionina por valinana posi¢cdo 204. O paciente
faz uso de lamivudina.

Ja no paciente 188-ajs do genotipo D apresentou na posi¢do 173 substituicdo da
valina ou glicina por leucina, na posi¢do 180 houve substituicdo da leucina por metionina e na

posicao 204 houve substituicdo (mutagdo) da metionina pela a valina.
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4.5 Mutac0es e carga viral de acordo com o genétipo do VHB

Genotipo F
No quadro 05 é mostrado o perfil dos pacientes com hepatite B cronica genétipo

F fazendo uso de antiviral

Quadro 05 - Perfil dos pacientes com hepatite B cronica genotipo F fazendo uso de antiviral

Num ID Gendtipo Carga Viral (Ul/mL) Mutagéo Medicagéo
1 113 EFX F 26.100.00/ log: 7,42 Entecavir
Entecavir +
2 370 ANSC (HIV+) F 11.691/ log: 4,10 o
Lamivudina
3 190 EAS F 170.000.000/ log: 8,23 Lamivudina
4 63 FCB F 55.000/ log: 4,74 Tenofovir
L180M, o
5 116 JPO F 4.210.000/ log: 6,62 Lamivudina
M204V
Entecavir +
6 299 ROR F 30.157/ log: 4,48
Interferon
7 216 MSSB F 11,714/ log: 4,07 Tenofovir
8 349 AOM F 83.062/ log: 4,92 - Lamivudina
L80V, L180M,
9 58 JLFS F 30.700/ log: 4,49 Tenofovir
M204V
L180M, o
10 337 RAM F 1.590.000/ log: 6,20 Lamivudina
M204V
11 133 PSVS F 12.9901.590.000/ log: 6,20 Sim, N.I
12 61 EMS F 170.000.000/ log: 8,23 Entecavir
13 190 EAS F 74,491/ log: 4,87 ---- Lamivudina

*Dos treze pacientes que relataram estd fazendo uso de medicagdo, trés
apresentaram mutagdes.

*02 (dois) que estavam tomando ou havia tomado lamivudina apresentaram as
mutagdes: L180M e M204V. 01(hum) com carga viral de 1.590.000Ul/mL/log6, 2 e outro
com 4.210.000/log6, 62

*01 (hum) paciente fazendo uso de tenofovir com carga viral de
30.700Ul/mL/log4, 49

Gendtipo A
No quadro 06 € mostrado o perfil dos pacientes com hepatite B crénica gendtipo S

fazendo uso de antiviral.
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Quadro 06 - Perfil dos pacientes com hepatite B cronica gendtipo A fazendo uso de antiviral

Num ID Gen6tipo Carga Viral (Ul/mL) Mutagao Medicacéo
1 127 MISS A 3.740/ log: 3,57 T1841, M204I Lamivudina
2 224 FCCL A 13.183/ log: 4,12 ---- Tenofovir
L180M, Lamivudina +

3 96 CWAF A 2.300/ log: 3,36 .
M204V Adefovir

4 216 GML A 9.370/ log: 3,97 ---- Tenofovir

5 79 JPS A 83.300.000/ log: 7,90 ---- Tenofovir

6 280 JATS A 477.620.332/ log: 8,68 Peginterferon
L180M, .

7 41 JKSC A 326.642/ log: 5,51 Entecavir
M204V

*Dos 7 (sete) que estavam fazendo uso de medicacdo, 03(trés) pacientes
apresentaram mutacoes:

*01 (hum) paciente estava tomando s6 lamivudina, carga viral de
3.470U1/mL/log3, 57, apresentou as mutacdes (T1811 e M204I)

*01 (hum) paciente estava tomando lamivudina+ adefovir, carga viral de
2.300UI/mL/log3,36 apresentou as mutagdes (L180M;M204V)

01 (hum) paciente estava tomando s6 entecavir, carga viral de

326.642U1/mL/log5,51 apresentou as mutagdes (L180M;M204V), vide quadro 06

Gendtipo G

No quadro 07 é mostrado o perfil dos pacientes com hepatite B crdnica gendtipo
G fazendo uso de antiviral.

*O paciente estava tomando lamivudina + tenofovir, carga viral de
220.000Ul/mL/log5,34 e apresentou as mutacdes (L180M;M204V).

Quadro 07- Perfil dos pacientes geno6tipo G fazendo uso de antiviral

Num ID Gen6tipo Carga Viral (Ul/mL) Mutagao Medicacéo
180M,
1 81 FAAV G 220.000/ log:5,34 3TC + TDF
M204V
Genotipo D

No quadro 08 &€ mostrado o perfil dos pacientes com hepatite B cronica gendtipo

D fazendo uso de antiviral.
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*O paciente estava tomando lamivudina + AZT, carga viral de
1.465.393.899UI/mL/ l0g9,17 apresentou as muta¢des(L180M;M204V), vide: quadro 08

Quadro 08 - Perfil dos pacientes genétipo D fazendo uso de antiviral

Num ID Gendtipo Carga Viral (Ul/mL) Mutag¢éo Medicagédo

1.465.393.899/ log: 9,17
1 188 AJS D L180M, M204V AZT + 3TC
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5 DISCUSSAO

Estratégias para combater a infeccdo pelo VHB compreendem o tratamento de
pacientes infectados cronicamente, interromper a via de transmissdo e a imunizacdo de
individuos susceptiveis. Entre eles, a vacinacdo é o mais eficaz, impedindo que individuos
possam contrair infeccdo por VHB [21]. Isto foi demonstrado muito cedo em uma estratégia
de controle global para a hepatite B, quando vacinas derivadas do plasma foram utilizadas ha
mais de 30 anos [22,23]. O componente da vacina, as particulas subvirais que expressam
HBsAg, foi mais tarde substituido por antigeno produzido em leveduras [24]. De qualquer da
forma vacina é altamente eficaz e segura.

Os principais efeitos da vacinacdo em massa foram a reducdo dos portadores de
HBsA(g, reducdo da doenga causada pela infeccdo aguda e cronica pelo VHB, reducdo dos
casos de hepatocarcinoma celular.

O curso da infeccdo de VHB depende de varios fatores que podem alterar a
resposta imunitaria contra o0 VHB, incluindo fatores genéticos (WRIGHT; LAU, 1993). Além
disso, também depende da variabilidade genética do virus, o que influencia a expressao de
antigeno viral.

A progressdo para cirrose e carcinoma hepatocelular € muito lenta em pacientes
no estado de portador inativo (<1% ao ano), ja nas fases reativas e de reativacao imunoldgica
a progressao para cirrose pode ocorrer a uma taxa de 2-10% ao ano, enquanto que a
progressao da cirrose para CHC é de aproximadamente 2-4% de pacientes por ano. A
incidéncia de cirrose parece ser duas vezes maior em HBeAg negativo em comparacdo com
pacientes HBeAg positivo. Em pacientes cirrdticos o risco cumulativo com CHC ocorre numa
taxa de taxa de10% na Europa Ocidental e nos EUA, chegando 17% no Leste da Asia em
aproximadamente 5 anos com 6bitos em igual periodo, 5 anos, de 14% no Leste da Asia e
15% na Europa [6].

As taxas de progressdo sao determinados principalmente pela idade, tempo de
infeccdo, sexo, grau de replicagdo do VHB, diferentes genotipos do VHB e variantes, a co-
infeccdo com HCV, HDV ou HIV, o alcool, a exposicdo a aflatoxina B1, fatores genéticos e,
provavelmente, comorbidades, incluindo sindrome metabdlica, diabetes, obesidade e fumo.

Estudos da Asia sugerem uma progressdo mais rapida para cirrose e carcinoma
hepatocelular se infectados com o genétipo C em comparagdo com o gendtipo B. Estudos na
Europa e América do Norte revelam que o genotipo D, hepatite B crénica tem uma progressao

superior para cirrose e carcinoma hepatocelular do que o genétipo A [6,8,10,11].
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Apesar da disponibilidade de medicamentos antivirais potentes, tais como
analogos de nucleos(t)idos (por exemplo, entecavir ou tenofovir) e interferon-o peguilado
(PEG-IFN) para o tratamento de infeccdo cronica por VHB, a resposta virologica sustentada
(SVR) em termos de perda de HBsA(g e aparecimento de anti-HBs (anticorpo de superficie do
VHB) é raramente alcangado.

O maior dilema com o tratamento da hepatite B é quando comegar. Diretrizes
internacionais recomendam o tratamento antiviral em pacientes com doenca hepatica com
risco de vida: insuficiéncia hepéatica aguda, exacerbacdes graves da HBC, cirrose
descompensada, e condi¢des médicas necessitando de terapia imunossupressora que estdo
associados a risco de reativacdo de VHB [59,60,65]. Para os pacientes ndo cirréticos,
indicaces de tratamento sdo baseados em niveis séricos de VHB DNA e ALT e quando
disponivel histologia hepatica. Estas diretrizes recomendam cortes mais baixos de VHB DNA
e os niveis de ALT para iniciar o tratamento antiviral em pacientes com cirrose compensada,
aqueles que sdo mais velhos (infectados por mais tempo), e aqueles com histéria familiar de
HCC. Ha pequenas variacdes nos niveis de corte VHB DNA e ALT e na importancia da
biopsia do figado ou avaliacdo ndo invasiva da fibrose do figado para iniciar tratamento entre
as orientagdes.

Testes clinicos de fase 3 demonstraram que o tratamento de 1 ano de peglFN com
ou sem lamivudina em pacientes HBeAg positivo resultou em 29% a 32% de seroconversao
de HBeAg e 3% a 7% de perda de HbsAg, 24 semanas ap0s o término do tratamento [67].
Para os pacientes de HBeAg-negativos, dados de ensaios clinicos de fase 3 mostraram que 0
tratamento de 1 ano de peglFN com ou sem lamivudina resultou em uma resposta sustentada,
definida como a normalizagdo do nivel de ALT e supressdo do nivel de DNA VHB para
<10.000 Ul / ml, em aproximadamente 25% dos pacientes, e perda de HBsSAg em 9% aos 3
anos apos a conclusdo do tratamento [67].

Elevados niveis sericos de ALT, baixa carga viral, genétipos A e B, e alto indice
de atividade histologica sdo indicadores da resposta ao pré-tratamento em pacientes de
HBeAg-positivo. Ndo foram identificados fatores preditivos de resposta consistentes para 0s
pacientes de HBeAg-negativos. Os ensaios de fase 3 mostraram que a administracdo
concomitante de lamivudina ndo melhorou as taxas de resposta em comparagdo com
monoterapia de peglFN.

De forma analoga ao do HIV, a polimerase de VHB é também um bom alvo para
a inibicdo da replicagdo viral. Vérios analogos de nucleosideos, tais como a lamivudina (1,

3TC, uma citosina L-nucleosideo analdgico) Dienstag et al. (1995), adefovir (2, ADV, um
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analogo de adenosina), entecavir (3, ETV, um analogo de guanosina carbociclico) De Man et
al., (2001) e telbivudina (4, LdT, um anédlogo da timidina-L-nucleosideo), Laiet et al., (2004)
tenham sido aprovados por os EUA-FDA para o tratamento de infeccdo cronica por VHB.
Anteriormente, sintetizaram um certo numero de L-nucleosideoos. Entre as quais clevudine
(5, L-FMAU, um analdgico nucleosidico da timidina) foi descoberto como um agente anti-
VHB potente. (CHU et al, 1995; MARCELLIN et al., 2004; YOO et al, 2007).

Os analogos de nucleosideos (NUCs) tornaram-se o pilar do tratamento da
hepatite B, porque eles podem ser administrados por via oral e tém uma potente atividade
antiviral e poucos efeitos colaterais. Uma grande desvantagem com NUCs primeiros foi a
elevada taxa de resisténcia as drogas antivirais, mas as taxas de resisténcia as drogas antivirais
apos 5 anos de tratamento em pacientes NUC-nativos tém sido referidos como sendo de
apenas 1,2% e 0%, respectivamente, para o entecavir e tenofovir [67]. Combinacao de dois
NUCs sem resisténcia cruzada tinha sido proposto para prevenir o desenvolvimento de
resisténcia ao farmaco, mas isto ndo é necessario quando NUCs, com elevado poder de barrar
a resisténcia, como tenofovir ou entecavir sdo utilizados. De fato, estudos recentes mostraram
gue a monoterapia de tenofovir é tdo eficaz como o tenofovir associado a emtricitabina na
supressao do VHB que é resistente a lamivudina ou adefovir. NUCs aprovados para VHB sdo
geralmente seguros. Toxicidade mitocondrial é um efeito colateral potencial do tratamento
NUC, contribuindo para a acidose lactica fatal em um estudo com fialuridina no inicio de
1990 e a descontinuacdo do desenvolvimento da clevudine uma década depois. Miopatia e
neuropatia tém sido relatados em pacientes que receberam a telbivudina e nefrotoxicidade e
disfuncgéo tubular renal tém sido relatados em pacientes que receberam adefovir ou tenofovir.

Entecavir (ETV) e tenofovir (TDF) s@o considerados como nova geracdo de
agentes antivirais. Entecavir exibe uma supressdo mais potente do nivel de DNA VHB do que
a lamivudina e adefovir (DIENSTAG et al., 2007). As mutagdes responsaveis pela resisténcia
a ETV sdo mapeados para os dominios B, C e E da polimerase de VHB. As mutacdes de
resisténcia a ETV, pertencentes ao dominio B sdo rtI169T, rtL180M, e rtS184G, enquanto as
mutacdes rtS2021 e rtM204V estdo relacionados com dominio C (TENNEY et al, 2004;
SHAW et al, 2006).

A Unica mutagdo associada a ETV-resisténcia sob dominio E é rtM250V. Tem
sido observado que trés mutacGes no VHB regido polimerase, ou seja, rtL180M + rtM204V e
tanto rtT184G/S ou rtS2021/G ou rtM250V, sdo obrigatorios para o desenvolvimento de
resisténcia ETV (SUZUKI et al., 2007). MutacGes de resisténcia entecavir tendem a ocorrer
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na presenca da mutacdo preexistente rtM204V/I relacionada com a resisténcia a lamivudina
(LMV)* (TENNY et al., 2009).

Como mostrado anteriormente, 0 gendtipo do VHB mais comum nos nossos
experimentos foi o F. Esse estudo mostrou importancia em mensurar a carga viral, ndo
somente para monitoramento ao tratamento dos pacientes, mas também como de significativa
importancia na técnica de sequenciamento. Pois, foi confirmado que amostras com uma carga
viral abaixo de 2.000UI/mL apesar da reacdo de amplificacdo (PCR) e nested de PCR,
também se verificou dificuldades no sequenciamento.

Por ser o primeiro estudo nessa populacdo do estado do Ceard, buscamos
justificar os achados da alta prevaléncia do gendétipo F recorrendo a literatura, que apesar de
escassa, algumas publicacdes poderao ser citadas (VIVEKANANDAN et al, 2004; KUMAR
et al, 2005; SAMI et al, 2013). Outros estudos relatam a predominancia do genotipo F em
populacbes indigenas, como foi descrito por Bertolini em pesquisas realizadas em aldeias da
regido Amazoénica. No entanto, com grupo de pacientes ndo permite concluir acerca do real
impacto desse traco étnico como fator determinante para ser o genétipo F 0 mais prevalente
em nosso estado. A despeito de também ter sido encontrado um percentual significativo de
genotipo A, 38,6%, encontrado em nosso estudo e, conforme literatura, predominante na raga
negra que poderé ser relacionado com a nossa populacdo pela migracdo de escravos na era da
colonizagdo. Fazem-se necessarios mais estudos para posterior elucidacao.

Em relacdo as mutacGes foram detectadas: a L180M (n=10 / 9,9%), a M204V
(n=8 / 7,9%), a M2041 (n=4 / 4%), a G173L (n=1/1%), a T169L (n=1/ 1%), a T184l (n=1/
1%), e a L8OV (n=1/ 1%), que poderdo estar associadas a resisténcia aos antivirais. E, apesar
dos sucessos significativos na descoberta de agentes anti-VHB, a questdo crucial é o
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos e resisténcia cruzada contra terapéuticas
disponiveis (FERIR et al., 2008; PALUMBO, 2008).

Diversos grupos tém estado envolvidos na compreensdo do problema de
resisténcia aos medicamentos anti VHB até mesmo por modelagem molecular (CHONG,;
CHU, 2002; YADAV; CHU, 2004). Os processos de transcri¢cdo e de traducdo, o VHB tem
semelhante processo de transcricdo reversa ao HIV. Esse processo € mediado por uma unica
enzima que catalisa RNA-dependente de ADN e ADN-polimerase, ARNase H e as atividades
de iniciagéo de sintese de proteina (SEEGER; MASON, 2000).

As mutacdes detectadas na regido de interdominio A-B ndo desempenham um
papel importante na funcdo RT e ndo séo responsaveis por resisténcia antiviral (SVICHER et
al, 2009; ECHEVARRIA; AVELLON, 2006).
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Até o momento, ndo existe mutacdo estabelecida que confira resisténcia ao TDF
(PASTOR et al, 2009; SHELDON et al, 2005; DELANEY et al, 2006; KITRINOS et al,
2014). Foi relatada que a existéncia de mutacdes de resisténcia a adefovir (ADV) (rtA181T/V
e rtN236T) resulta em eficacia reduzida (aproximadamente 50%) da TDF contra o VHB,
quando os pacientes sdo comutadas para TDF do ADV (VAN BOMMEL et al., 2010).

Cada uma destas abordagens terapéuticas também tem desvantagens adicionais.
Para a terapia antiviral oral, a duracéo ideal ainda esta indefinida e a terapia a longo prazo é
necessaria. Um grande problema com o tratamento antiviral a longo prazo é o potencial
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco. O tratamento com PEG-IFN-a tem a vantagem de
uma duragdo finita de tratamento. No entanto, efeitos colaterais significativos e baixa

tolerabilidade devem ser considerados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo, dado associacdo dos genotipos e mutacGes a gravidade da
doenca, objetivou investigar a distribuicdo genotipica em pacientes com hepatite B cronica,
bem como as mutagdes relacionadas com resisténcia aos antivirais.

Os nossos experimentos mostraram que o gendtipo F foi o mais prevalente,
53,4.%, seguido do gendtipo A observado em 38,6.%, D em 5,4%, E e G mais raramente.
2,3% e 1,1.%, respectivamente.

A despeito da pesquisa de mutacGes relacionadas ao tratamento o estudo mostrou
uma significancia estatistica com um valor de p-0,001. As seguintes mutacfes foram
detectadas: L180M (n=10 / 9,9%), M204V (n=8 / 7,9%), M2041 (n=4 / 4%), G173L (n=1/
1%), T169L (n=1 / 1%), T184l (n=1 / 1%) e L8OV (n=1 / 1%), que estdo associadas a
resisténcia aos antivirais.

Os dados obtidos evidenciaram ser de grande importancia a avaliacdo de mutagdes
de resisténcia as drogas utilizadas pelos pacientes contribuindo para fornecer informacdes que
possam subsidiar a tomada de decisdes clinicas/ terapéuticas.

Estes dados da prevaléncia dos genotipos contribuem com informacGes
epidemioldgicas de grande valia para definicdo do perfil dos virus circulantes no estado do

Cearéa auxiliando nas acGes estratégicas do Ministério da Saude.
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ANEXO A

! / SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA

Laboratorio Central de Saude Publica
I e kﬁg&ﬁpmca Av. Bardo de Studart, 2405 — Aldeota
Fone: 3101-1496 — CEP: 60.120-002
Fortaleza — Ceara

FICHA SIMPLIFICADA LABORATORIAL EM HEPATITES VIRAIS
N° do LACEN
Nome do paciente:
Nome da mée:
Sexo: Idade: Data do nascimento: / /
Data da coleta: / /
Localizacao: UF:
Municipio: data: : / /
Endereco:
Bairro: CEP:
Telefone: Procedéncia:
Paciente assintomatico: ( ) Sim () Néo

Manifestacdes Clinicas

Data do inicio dos sintomas: / /

Febre: Sim() Nao()
Ictericia: Sim() Nao()

Urina escura (coluria) Sim() Nao()

Fezes esbranquicadas: (acolia fecal) Sim() Nao()

Dor abdominal: Sim() Nao()
Néauseas, vomitos: Sim() Nao()

Outros sintomas:
Realizou algum exame laboratorial recente: (Ex: AST, ALT, Bilirrubina)

Sim() Na&o()
Qual:
Provavel fonte de infeccdo:
Sexual () Transfusional ()
Acidente de trabalho () Vertical ()
Ignorado () uso de drogas ( )

Paciente vacinado?

Hepatite B () Sim() Nao()
Obs: PCR para Hepatite C s6 sera realizado com comprovante do exame de anti — HCV
Profissional responsavel pela coleta e/ou informacgdes:

ANEXO DO POP N°01.24510.003 — lacen (elaborado pelo o autor)



ANEXO B

Ministério da Saide
Fundacio Oswalde Crux
Instihno Orwaldo Cre
Lahoratirio de Hepatites Virais —- PVG

Lahoratorio de Referénria Nacional para Hepatites Viraie

resisténcia a antivirais)

Data:?/09/2014

Responsavel: Napoledo Cruz / Dra.

75

PROTOCOLO DE PCR
VHB - DNA (Regides de

Marcia

Registro de | Método de extracdo / Registro de | Método de extracéo /

amostra kit amostra kit

1. 47 High  pure viral 1. 241 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

2. 78 High  pure viral 2. 242 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

3. 85 High  pure viral 3. 262 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

4, 90 High  pure viral 4. 271 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

5. 96 High  pure viral 5. 278 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

6. 97 High  pure viral 6. 280 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

7. 189 High  pure viral 7. 284 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

8. 192 High  pure viral 8. 289 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

9. 195 High  pure viral 9. 296 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

10. 205 High  pure viral 10. 311 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

11. 215 High  pure viral 11. 324 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid

12. 219 High  pure viral 12. 333 High  pure viral
nucleic acid nucleic acid
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ANEXO C
Blindetério da Sande
Fundacdao Oswalde Crx
Instihuto Oswaldo Cruz
Liah oratorio de Hepatites Virais — PV
L.ab oratirio de Referénria Nacional para Hepatites Viraie
Mix Data?/09/2014 Responsavel: Napoledo Cruz / Dra.
Marcia
Tamp&o 10x (1x / reagéo) "o mare: 5pL | x26 |=130pL
dNTP 10 mM (0,2 mM / reacéo) ®™do em: 1pL | x26 | =26puL
MgCl,50 mM (1,5 / reacdo) °*/marea: 1,5 |[x26 [=39uL
pL
Primer senso VHB 1F 10 uM (0,5 pM / reacdo) ™' [ 25 [ x26 | =65pL
em:
pL
Primer senso VHB 4R 10 pM (0,5 uM / reacdo) "' [ 25 [ x26 | =65 pL
em:
pL
Platinum Tag DNA polymerase 5U / pL (2,5 /|05 Xx26 | =13puL
rea(;éo) diluido em: ML
Agua destilada DNAseRNAsefree®®aem: 27 | x26 |=702puL
puL
Distribuir 40 pL do mix em cada tubo + 10 uL do DNA de cada amostra respectiva. A
seguir:

GELO/SPIN/GELO.

Identificacédo do termociclador:
Nome ou nimero do ciclo no termociclador: programa 9 (Res PCR 1)
Ciclo: 95°C — 5 min.

95°C -10s

58°C - 20 s]r 45x

72°C-40¢

72°C — 5 min.

4°C - oTamanho do produto: - 10




ANEXO D

Miniztério da Saide
Fundacio Oswalde Crux
Insiihe Orwaldo Crux

Liah oratorio de Hepatites Virais - PVG
Lah oratorio de Referénria Nacional para Hepatites Viraie

PROTOCOLO DE PCR VHB - DNA (Regides de resisténcia a antivirais)

Data: 16/09/2014

Responsavel: Napoledo Cruz / Dra. Marcia

7

Registro de | Método de extragao / kit Reqgistro de | Método de extracao /
amostra amostra kit
1. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
58 NUCLEIC ACID 1. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
2. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
90 NUCLEIC ACID 2. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
3. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
96 NUCLEIC ACID 3. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
4, HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
127 NUCLEIC ACID 4. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
5. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
133 NUCLEIC ACID 5. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
6. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
197 NUCLEIC ACID 6. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
7. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
216 NUCLEIC ACID 1. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
8. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
298 NUCLEIC ACID 8. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
9. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
312 NUCLEIC ACID 9. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
10. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
328 NUCLEIC ACID 10. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
11. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
333 NUCLEIC ACID 11. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
12. HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
339 NUCLEIC ACID 12. CN NUCLEIC ACID KIT
ROCHE ROCHE
Obs.:
Mix Data 16/09/2014 Responsavel: Napoledo Cruz / Dra.



Marcia

Tote marca:

Tampéao 10x (1x / reacéo) S5pL [ x14 | =70pL

dNTP 10 mM (0,2 mM / reacéo) @ &m 1pL | x14 [ =14pL

MgCl, 50 mM (1,5 / reacdo) **/mare 15 |[x14 |[=21pL
puL

Primer senso VHB 1F 10 pM (0,5 uM / reacdo) “™'®™ [ 25 | x14 |=35uL
puL

Primer senso VHB 4R 10 uM (0,5 uM / reagdo) M ™™ [ 25 | x14 |=35pL
puL

(Iillggir;g_m Tag DNA polymerase 5U / pL (2,5 / reacéo) | 0,5 x14 | =7 uL

. uL

Agua destilada DNAseRNAsefree®™ ™ em: 27 x14 | =378 uL

pL
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Distribuir 40 pL do mix em cada tubo + 10 pL do DNA de cada amostra respectiva. A

segquir:
Identificacédo do termociclador:

Nome ou nimero do ciclo no termociclador: programa 9 (Res PCR 1)

Ciclo: 95°C — 5 min.



ANEXO E

Bindztério da Saude
Fundacdao Oswalde Crx
Insizhute Oswaldo Cruz

Liah oxatirio de Hepatites Virais - PV G
L.ab oratirio de Referénria Nacional para Hepatites Viraie

PROTOCOLO DE PCR VHB - DNA (Regides de resisténcia a antivirais)

Data: 17/09/2014

Responsével: Napoledo Cruz / Dra. Marcia
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Registro de | Método de extracéo / Registro de | Método de extracgdo /
amostra kit amostra kit
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
1. 30 NUCLEIC ACID 1. 176 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
2. 41 NUCLEIC ACID 2. 188 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
3. 49 NUCLEIC ACID 3. 190 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
4, 63 NUCLEIC ACID 4. 216 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
5. 68 NUCLEIC ACID 5 223 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
6. 79 NUCLEIC ACID 6. 224 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
7. 81 NUCLEIC ACID 7. 280 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
8. 113 NUCLEIC ACID 8. 299 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
9. 116 NUCLEIC ACID 9. 314 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
10. 143 NUCLEIC ACID 10. 337 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
11. 148 NUCLEIC ACID 11. 349 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
HIGH PURE VIRAL HIGH PURE VIRAL
12. 149 NUCLEIC ACID 12. 370 NUCLEIC ACID
ROCHE ROCHE
Obs.:
Mix Data /09/2014 Responsavel: Napoledo Cruz / Dra.
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Marcia

Tamp3o 10x (1x / reacéo) ™ M 5uL [ x26 [=130pL

dNTP 10 mM (0,2 mM / reacéo) @ &m 1puL | x26 |=26pL

MgCl, 50 mM (1,5 / reacéo) **/marea 1,5 x26 |=39puL
puL

Primer senso VHB 1F 10 pM (0,5 uM / reagao) @"doem: 2,5 x26 |=65pL
puL

Primer senso VHB 4R 10 pM (0,5 uM / reagao) "idoem: 2,5 x26 |=65pL
pL

Platinum Tag DNA polymerase 5U / puL (2,5 / reagdo) ™% | 0,5 x26 |=13pL

em:
pL

Agua destilada DNAseRNAsefree®™ ™ 27uL | x26 | =702 puL

Distribuir 40 pL do mix em cada tubo + 10 L do DNA de cada amost

sequir:
GELO/SPIN/GELO.
Identificacéo do termociclador:

Nome ou namero do ciclo no termociclador: programa 9 (Res PCR 1)

Tamanho do produto: - 1000 pb

[ra respectiva. A



ANEXO F

M inietério da Satde
Fundacdao Oswalde Crx
Instituto Oswaldo Cruz
Liah oratirio de Hepatites Virais - PV

Liah oratirio de Referénria Nacional para Hepatites Virais

PROTOCOLO DE PCR VHB - DNA (Regides de resisténcia a antivirais)

Data: 17/09/2014

Responsavel: Napoledo Cruz / Dra. Marcia

Registro de | Data de Extracdo | Método de extracao / kit

amostra

1. 262 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

2. 271 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

3. 978 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

4, 280 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

5. 284 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

6. 289 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

7. 296 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

8. 311 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

9. 394 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

10. 333 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC
ACID KIT ROCHE

11. CN 17/09/2014 HIGH PURE VIRAL NUCLEIC

ACID KIT ROCHE
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ANEXO G
Blindetério da Sande
Fundacdao Oswalde Crx
Instihuto Oswaldo Cruz
Liah oratorio de Hepatites Virais — PV
L.ab oratirio de Referénria Nacional para Hepatites Viraie
Mix Data 17/09/2014 Responsavel: Napoledo Cruz / Dra.
Marcia
Tampao 10x (1x / reagdo) "% mare 5uL | x13 | =65pL
dNTP 10 mM (0,2 mM / reacéo) ®*doem: 1puL | x13 | =13 puL
MgCl,50 mM (1,5 / reacéo) °*/marea: 1,5 x13 | =19,5pL
pL
Primer senso VHB 1F 10 pM (0,5 uM / reagdo) d"doem: 2,5 x13 | =325pL
pL
Primer senso VHB 4R 10 pM (0,5 uM / reagéo) "doem: 2,5 x13 | =32,5uL
pL
En!atinum Tag DNA polymerase 5U / pL (2,5 / reacdo) ™% [ 0,5 x13 |=6,5puL
Agua destilada DNAseRNAsefree®®"2em 27uL | x13 | =351pL
Distribuir 40 pL do mix em cada tubo + 10 pL do DNA de cada amostra respectiva. A

sequir:
GELO/SPIN/GELO.

Identificacéo do termociclador:

Nome ou namero do ciclo no termociclador: programa 9 (Res PCR 1)

Ciclo: 95°C — 5 min.
95°C - 10
58°C - 20 %} 45x
72°C-40¢
72°C — 5 min.
4°C - 0
Tamanho do produto: - 1000 pb




ANEXO H - Tabelas da Anéalise Estatistica

Tabela V - Mutagdes associadas aos antivirais
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Mutagdes
SEM L180M M204V G173L T169L M2041 T1841 L8OV
MUTAGAO
N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N %
Lamivudina 3  20,0% 4 57,1% 4 66,7% 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0 0 0,0%
Entecavir 4 26,7% 2 28,6% 2 33,3% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,00 0 0,0%
Atefovir 0 0,0% 1 14,3% 1 16,7% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0 0 0,0%
Medicagdes
Tenofovir 4 26,7% 1 14,3% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 50,0% 0 0,0% 1 100,0%
Interferon 2 133% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Desconhecido 3 20,0% 1 14,3% 1 16,7% 0 0,0% 0 0,0% 1 50,0% 0 0,0% 0 0,0%
Valor de p < 0,402
Tabela VI- Mutagdes em relacéo a carga viral
Mutagdes
SEM MUTA(;AO L180M M204V G173L T169L M2041 T1841 L80V
Median Median Median Median Median Median Median Median
Carga Viral (2000UI/ml) 47016 273321 326642 1465393899 1190000 13183 3740 30700
LOG 5 6 6 9 6 4 4 4
Tabela VII — Tipos mutagOes versus tratamento
Mutagdes
SEM L180M M204V G173L T169L M2041 T1841 L8ovV
MUTACAO
N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N %
Nao 45 76,3% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 1 100,0% 1 33,3% 1 100,0% 0 0,0%
TRATAMENTO
Sim 14 23,7% 7 100,0% 6 100,0% 1 100,0% 0 0,0% 2 66,7% 0 0,0% 1 100,0%
Valor de p - 0,001
Tabela VIII — Mutagbes em coinfectados (HIV-VHB)
Mutagdes
SEM MUTACAO L180M M204V G173L T169L M2041 T1841 L80V
N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N % N N %
Néo 39 100,0% 6 85,7% 5 83,3% 1 100,0% 1 100,0% 3 100,0% 1 100,0% 1 100,0%
HIV (+)
Sim 0 0,0% 1 14,3% 1 16,7% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%




Valor de p - 0,025

Tabela IX — Tipos de mutagdes em associadas aos genotipos

Mutagdes
SEM MUTAGAO L180M M204V G173L T169L M2041 T1841 L8OV
N N % N % N N % N % N N % N % N N % N %
F 43 57,3% 30,0% 1 12,5% 0 0,0% 1 100,0% 2 50,0% 0 0,0% 1 100,0%
A 27 36,0% 50,0% 5 62,5% 0 0,0% 0 0,0% 2 50,0% 1 100,0% 0 0,0%
GENOTIPO D 3 4,0% 10,0% 1 12,5% 1 100,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
E 2 2,7% 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
G 0 0,0% 10,0% 1 12,5% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
Valor de p < 0,002
Tabela XI — Frequéncia das mutacdes em relacéo aos genotipos
GENOTIPO
GENOTIPO Total
F A D E G
Count 43 27 3 2 0 75
% within GENOTIPO 91,5% 79,4% 75,0% 100,0% 0,0% 85,2%
Presenca de Mutacédo

Count 4 7 1 0 1 13

% within GENOTIPO 8,5% 20,6% 25,0% 0,0% 100,0% 14,8%

Count 47 34 4 2 1 88

Total
% within GENOTIPO 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Valor de p< 0,066 (teste do chi quadrado)



