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RESUMO

A infeccdo pelo virus da Hepatite B (HBV) é um sério problema de salde publica global, e
Roraima apresenta altas taxas de prevaléncia. E transmitido basicamente pelas vias parenteral
e sexual. Seu genoma é constituido por um DNA circular parcialmente dupla fita, com cerca de
3,2 kb. O HBV apresenta um alto grau de diversidade genética. Os gen6tipos do HBV tem um
papel importante na relacdo virus-hospedeiro. Os mecanismos para a persisténcia da infec¢cdo
pelo HBV envolvem vérios aspectos, entre eles, varios fatores imunogeneticos do hospedeiro.
O objetivo do estudo foi realizar a caracterizacdo epidemioldgica dos portadores de HBV e a
identificacdo molecular das cepas de HBV circulantes, a partir do sequenciamento parcial do
gene S, permitindo a deteccdo dos gendtipos, possiveis alteragdes no padrdo genético das cepas
e polimorfismos do gene CCR5 nos portadores, relacionando ao curso clinico, de
susceptibilidade ou protecdo contra a infeccdo. A populacdo do estudo foi constituida por
pacientes portadores de HBV e individuos controle. A extracdo do DNA viral e gendmico foi
realizada com a utilizagdo de kits comerciais. A amplificacdo do gene S e do polimorfismo
(gene CCR5) foi realizada por Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), utilizando iniciadores
especificos. Os fragmentos positivos do gene S foram sequenciados, genotipados e utilizados
no estudo filogenético baseado no método Bayesiano. A maioria dos pacientes HBV eram do
sexo masculino (56,25%), apresentavam entre 31-50 anos (54,29%), a raca parda foi a
prevalente em 45,31%, 29,68% apresentavam ensino fundamental incompleto, 44,53% eram
casados e 66,40% eram residentes na capital Boa Vista. Em relacéo a provavel fonte/mecanismo
de infeccéo, a transmissao sexual ocorreu em 26,97% dos casos. Em 28,12% dos envolvidos, a
vacinacao foi informada como ignorada, e entre 0s que apresentaram a informacéo, o esquema
vacinal completo representou 25%. Quanto ao contato com portador de HBV, 51,56% néo
apresentavam nenhum contato, e entre 0s que apresentavam, 53,12% indicaram contato
ocupacional. A carga viral detectavel <2000 Ul/mL foi encontrada em 57,81% dos pacientes,
51,13% estava em tratamento e, entre os medicamentos, o0 mais referido foi Tenofovir, com
56,04%. Quarenta sequéncias foram genotipadas e a arvore de Maxima Confiabilidade dos
Clados (MCC) confirmou a presenca dos genoétipos A, D e F, com uma prevaléncia para o
genotipo A (70%), p<0,0001. Os subgenotipos encontrados foram, Al, A2, D2, D3, D4, F2a e
F3, sendo que este Gltimo, foi detectado pela primeira vez no Brasil. Quanto ao gene CCR5,
para as frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos analisados, a populacdo HBV ndo estava
em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,0139). N&o foi observada diferenca na frequéncia
(2,6%) do alelo A32 entre os grupos (p=0,9626). A frequéncia da mutacdo A32/A32 foi de
0,53% no grupo HBV e de 0% no grupo controle. O estudo da diversidade molecular e
epidemiologia do HBV, além dos padrbes genéticos da populacdo em geral, pode contribuir
para um melhor entendimento da doenca em nivel local e permitir a adocdo de medidas de
prevencdo e controle da infeccao.

Palavras-chave: Hepatite B. Epidemiologia. Caracterizacdo Molecular. Gene CCR5. Roraima.



ABSTRACT

The infection through Hepatitis B virus (HBV) is a serious global public health issue, presenting
in Roraima high prevalence rates. It is parenterally and sexually transmitted primarily. Its
genome consists of a circular and partially double-stranded DNA, with about 3.2 kb. HBV has
a high degree of genetic diversity. HBV genotypes play an important role in the virus-host
relationship. Mechanisms for the persistence of HBV infection involve several aspects,
including immunogenic factors. The objective of the study was to perform the epidemiological
characterization of HBV patients and genetics of circulating HBV strains from the partial
sequencing of the S gene, allowing the detection of genotypes, possible changes in the genetic
pattern of the strains and polymorphisms in a human gene (CCR5), relating to the clinical
course, susceptibility or protection against infection. The study population consisted of patients
with HBV and control subjects. Extraction of viral and genomic DNA was performed using
commercial kits. The amplification of the S gene and polymorphism (CCR5 gene) was
performed through the Polymerase Chain Reaction (PCR), using specific initiators. The positive
fragments of the S gene were sequenced, genotyped and used in the phylogenetic study based
on the Bayesian method. Most of the HBV patients were male (56.25%), aged between 31-50
years (54.29%). The brown race was prevalent in 45.31%, 29.68% had incomplete primary
education, 44.53% were married and 66.40% were residents of the capital Boa Vista. Regarding
the probable source/mechanism of infection, sexual transmission occurred in 26.97% of the
cases. Vaccination was reported as ignored in 28.12% of those involved in the study, and among
those who reported the information, the complete vaccination schedule represented 25%.
Regarding the contact with HBV patients, 51.56% had no contact, and among those who had
contact, 53.12% reported occupational contact. The detectable viral load <2000 1U/mL was
found in 57.81% of patients, 51.13% were on treatment, and, among the drugs, the most
frequent was Tenofovir, with 56.04%. Forty sequences were genotyped and the Maximum
Clades Reliability (MCC) tree confirmed the presence of the A, D and F genotypes, with a
prevalence for the A genotype (70%), p <0.0001. The sub genotypes found were Al, A2, D2,
D3, D4, F2a and F3, the latter being detected for the first time in Brazil. As for the CCR5 gene,
for the allelic and genotype frequencies of the analyzed groups, the HBV population was not in
the Hardy-Weinberg equilibrium (p = 0.0139). No difference was observed in the frequency
(2.6%) of the A32 allele between the groups (p = 0.9626). The frequency of the A32/A32
mutation was 0.53% in the HBV group and 0% in the control group. The study of HBV
molecular diversity and epidemiology, in addition to the genetic standards of the general
population, can contribute to a better understanding of the disease at a local level and allow the
adoption of measures to prevent and control infection.

Keywords: Hepatitis B. Epidemiology. Molecular Characterization. CCR5 Gen. Roraima
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1 INTRODUCAO

A historia das hepatites virais remonta varios milénios. Surtos de ictericia foram
relatados na Babilonia ha mais de 2.500 anos (FREITAS, 2003), porém, somente no século
XVIII foi introduzido pela primeira vez o termo hepatite, por J. B. Bianchi, em um trabalho
cientifico, publicado em 1725 (REUBEN, 2002).

O termo hepatite é definido como um processo inflamatério acentuado nas células
hepaticas, que pode evoluir para fibrose progressiva, em resposta a agentes quimicos, fisicos e
biolégicos (FOCCACIA; VERONESI, 2005), e dentro dos agentes bioldgicos, os virus
englobam a classe mais importante de patégenos associados a quadros clinicos de hepatite.
Vérios estudos foram feitos com o objetivo de descobrir e caracterizar estes agentes
hepatotropicos, levando a identificacdo e descricdo de cinco agentes infecciosos: virus da
hepatite A - HAV (FEINSTONE et al., 1973), virus da hepatite B - HBV (DANE et al., 1970),
virus da hepatite C — HCV (CHOO et al., 1989), virus da hepatite Delta - HDV (RIZZETO et
al., 1977) e virus da hepatite E - HEV (BALAYAN et al., 1983). Para fins de vigilancia
epidemiologica, as hepatites podem ser agrupadas de acordo com a maneira preferencial de
transmiss@o, em fecal-oral (virus A e E) e parenteral (virus B, C e D).

Na primeira Guerra Mundial, casos de hepatite, que foram ocasionados
provavelmente pelo virus da hepatite A, acometeram milhares de soldados (FREITAS, 2003).
No Brasil, os registros datam de 1940, apds um surto pds-vacinagdo, com registro de diversos
obitos, cuja fonte de infeccdo primaria, foram lotes de vacina preparados com soro humano
(FRANCO, 1969). Fonseca (2010) supds que na regido Amazonica brasileira 0 emprego em
massa da vacina contra a febre amarela nas décadas de quarenta e cinquenta, utilizando ainda
vacinas derivadas de plasma humano e seringas e agulhas ndo descartaveis, tenha sido um dos
veiculos responsaveis pela disseminacao e propagacdo da infeccdo pelo virus das hepatites B,
C e D em sua populacéo; outro provavel veiculo de transmissdo seria 0 uso de lancetas ndo
descartaveis para fins de puncéo digital no diagnostico da malaria.

A infeccdo pelo HBV é um importante problema de sadde publica global, com 2
bilhdes de pessoas infectadas mundialmente, e destas, 350 milhdes sofrem de infeccdo por
hepatite B cronica. O HBV é transmitido, principalmente, por via parenteral e sexual. A
infeccdo resulta em uma complexa interacdo hospedeiro-virus, que pode resultar em uma
doenca aguda sintomatica ou assintomatica. Pessoas infectadas podem se tornar

imunotolerantes ao virus ou desenvolver um estado de portador crénico, que dependendo do
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grau e da intensidade da doenca, pode evoluir para cirrose e/ou carcinoma hepatocelular (HCC).
O tratamento com antivirais pode ser efetivo, em aproximadamente, um tergco dos pacientes e a
medida mais efetiva contra infeccbes pelo HBV ¢é a vacinagdo (OMS, 2013; PYRSOPOULOS,
2011; REHERMANN; NASCIMBENI, 2005).

Dentre 0s avangos quanto a prevencdo e ao controle das hepatites virais, podemos
elencar, a identificagdo dos agentes virais, o desenvolvimento de testes laboratoriais
especificos, o rastreamento dos individuos infectados e o surgimento de vacinas protetoras
(FERREIRA; DA SILVEIRA, 2004), que juntamente com a epidemiologia molecular, se
destaca como uma importante ferramenta para o entendimento dos padrdes epidemiolégicos de
disseminag&o viral.

Estudos sobre a epidemiologia e filogenia molecular do HBV no Brasil permitiram
identificar os diferentes gendtipos que circulam no pais, sendo que, 0s mais frequentes séo o A,
D e F (BARROS et al., 2014a; CRISPIM et al., 2014; DIAS et al., 2012; LAMPE et al., 2017,
SANTOS et al., 2010a). Conhecer os gendtipos do HBV € importante para esclarecer a rota e
0s graus de patogenicidade do virus e analisar a diversidade entre os diferentes isolados, uma
vez que as variantes devem diferir em seus padrdes de patogenicidade, viruléncia, reatividade
soroldgica e resposta ao tratamento (NAITO; HAYASHI; ABE, 2001). Além disso, também
podemos destacar a importancia dos fatores genéticos do hospedeiro, com uma série de
polimorfismos em diferentes genes, que vem sendo associados com a persisténcia do HBV ou
conclusdo da doenca (ZENG, 2014). O mecanismo para persisténcia da infeccdo pelo HBV nao
é totalmente entendido, contudo, sabe-se que 0 aspecto genético tem importante participacao
nesse processo. Atualmente, existem vastas evidéncias da associacdo entre os polimorfismos
de genes que codificam citocinas/moléculas reguladoras. Neste estudo, 0 gene de interesse € 0
CCR5 e seu alelo mutante CCR5A32, e como esse polimorfismo pode influenciar no curso
clinico da infeccdo pelo HBV, relacionado a persisténcia ou cura da infeccao.

Roraima se destaca como um estado com elevadas taxas de infeccao por hepatite B
(BRASIL, 2017; DVE, 2017), porém, ainda sdo poucos os estudos relacionados a identificacéo
dos padrdes epidemioldgicos, genotipos circulantes, caracterizacdo molecular e filogenética do
virus HBV no estado, o que é de grande importancia para a vigilancia epidemiolégica molecular
deste virus em nivel local. Apenas poucos estudos investigando o virus HBV foram registrados
até o momento. Um deles identificou as caracteristicas epidemiolégicas da populacdo HBV
cronica do estado de Roraima e 0s genotipos circulantes nessa populacdo, ao longo do ano de
2013 (BARROS, 2014b). Um outro estudo realizado por Granja (2014) identificou e

caracterizou as cepas de HBV circulantes em nivel filogenético. Por fim, uma pesquisa
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realizada em todo o Brasil por Lampe e colaboradores (2017), relacionado & genotipagem do
HBV, envolveu 22 amostras de Roraima, cedidas pelo Laboratorio Central de Salde Pablica
(Lacen—RR), e identificou 0s gen6tipos circulantes. Dados apontam que entre os anos de 1999-
2016, Roraima registrou 1370 casos confirmados da doenca, 0 que, a principio, parece pouco.
Porém, se levarmos em consideracdo o tamanho da populacdo, a taxa de deteccdo ao longo
desses anos variou entre 18-27 por 100 mil habitantes, levando & uma alta prevaléncia
(BRASIL, 2017; DVE, 2017). Diante do exposto, este estudo visa realizar a caracterizagéo
epidemioldgica, molecular e filogenética das cepas de HBV circulantes no estado de Roraima,
relacionar essas caracteristicas virais com a epidemiologia da doenca, com 0s aspectos
genéticos do hospedeiro, e padrdes de endemicidade e dispersdo viral. Desta forma, sera
possivel entender a biologia, a genética e a ecologia do virus, e alguns dos aspectos que
influenciam no curso clinico da doenca, cujos desdobramentos poderdo ser: persisténcia viral
ou desfecho da infeccdo. Em conjunto, esses dados permitirdo a adocéo de melhores estratégias
de controle e prevencéo desta doenca no estado de Roraima.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O virus da Hepatite B (HBV)

O virus da hepatite B (HBV) foi descoberto em 1965 (BLUMBERG et al., 1965).
Um novo anticorpo foi detectado no soro de um paciente hemofilico que recebeu multiplas
transfusdes, hoje chamado de anti-HBs. Esse anticorpo foi testado em grupo de 24 amostras de
SOro e reagiu apenas com o soro de um aborigene australiano e, por isso, foi conhecido na época,
como antigeno Australia (AuAg), que foi subsequentemente, reconhecido como o agente
etiologico da Hepatite tipo B, e atualmente denominado como antigeno de superficie HBsAg.
Poucos anos depois, em 1971, o pacote viral completo do virus da hepatite B foi caracterizado,
sendo chamado de particula de Dane (CROAGH; LUBEL, 2014; LOPES; SCHINONI, 2011;
PURCELL, 1993).

O virus da Hepatite B (HBV) é um dos mais comuns agentes infecciosos no mundo.
O HBV ¢ um virus que pertencente a familia Hepadnaviridae e ao género Orthohepadnavirus,
possuindo tropismo por células hepaticas (THOMAS; LEMON; ZUCKERMAN, 2005). O
virus (Figura 1) é formado por uma particula esférica de 42 nm de didmetro, envolta por um

envelope composto por uma dupla camada de lipidios e trés proteinas de envelope: L (large),
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M (meddle) e S (small), esta ultima contendo o antigeno de superficie - HBsAg. No interior da
particula se encontra um nucleocapsideo icosaédrico, que contém o antigeno core (HBcAgQ), o
DNA viral, uma proteina com atividade DNA polimerase e proteinas do hospedeiro. Apresenta
ainda, um antigeno viral denominado antigeno “e” (HBeAg), que ndo forma parte da estrutura
viral do HBV, porém é sintetizado a partir de um gene que codifica a proteina do core. A
particula viral do HBV é encontrada no sangue de pacientes infectados, juntamente com outras
formas virais, formadas pelas proteinas do envelope viral e produzidas em excesso durante a
replicacdo, que podem ser esféricas (ndo-infecciosas) ou filamentosas (DANE, 1970; GANEM,;
PRINCE, 2004; HU; TOFT; SEEGER, 1997; YANG; KUO; TING, 2006).

Figura 1 — Representacdo esquematica do virus da Hepatite B

Envelope

HBV DNA
Polimerase

Proteinas HBsAg
do envelope

Nucleocapsideo
(HBcAg)

HBV DNA

Fonte: www.antimicrobe.org (Adaptado)

2.1.1 O genoma viral

O genoma viral (Figura 2) apresenta uma organizacao genética altamente compacta,
apresentando o menor genoma entre os virus de DNA. Dentro da particula, adota uma
conformacéo circular, apesar de ndo estar fechado covalentemente, devido a uma pequena
regido coesiva, que sobrepde a regido situada entre os extremos 5’ de ambas as cadeias
(GANEM; PRINCE, 2004; POLLICINO et al., 2014; RODRIGUEZ-FRIAS; JARDI, 2008). E
formado por uma molécula de DNA relaxadamente circular parcialmente dupla fita (RC DNA),
de aproximadamente 3200 bases, mas com uma extensdo de fita simples variavel. A fita mais

longa (fita L ou negativa) é completa e ainda apresenta uma pequena redundancia terminal com
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a polimerase viral, covalentemente ligada a regido 5. A outra fita (fita S ou positiva) ¢
incompleta, abrangendo cerca de 50-70% da fita L. A extremidade 5’ ¢ fixa e inicia com um
pequeno oligorribonucleotideo ¢ a extremidade 3’ € variavel. A fita positiva se sobrepde as
extremidades 5’ e 3’ da fita negativa, assegurando assim, a circularidade do RC-DNA (KAY;
ZOULIM, 2007). As extremidades 5 de ambas as fitas incorporam repeticdes diretas (DRS),
regides de curtas sequéncias repetidas (aproximadamente 11 nucleotideos de comprimento),

que sdo cruciais na iniciagéo da replicacédo viral (HAINES; LOEB, 2007).

Figura 2 — Estrutura e organizacdo do genoma do virus da Hepatite B
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Fonte: Kao (2011)

O genoma do HBV apresenta quatro ORFs (do inglés- Open Reading Frame —
regido aberta de leitura), fortemente sobrepostas, codificando o gene Polimerase (P), gene C
(precore/core), gene S (PreS1/Pres2/S), e gene X, que se transcrevem em cinco RNAs
mensageiros (RNA pre-core, RNAcore, RNApre-S1, RNApreS2/S, RNAX) e codificam as sete
proteinas virais: pre-core, C, P, preS1, preS2, S e proteina X. A ORF preS/S estd contida
completamente dentro da ORF P, mas é traduzida em uma regido de leitura diferente. As ORfs
C e X se sobrepde a ORF P em cerca de 1/4 e 1/3 respectivamente, aos comprimentos de suas
sequéncias (GAO; DUAN, COFFIN, 2015; MILLER et al., 1989). Devido ao genoma do HBV
ser totalmente codificado, todos os sinais regulatérios, como: promotores (preS1, preS2/S,

promotor X, promotor de core basal), elementos enhancer (enhancer I/11), sitios de iniciacdo da
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transcricdo e sinal de poliadenilizagdo estdo incorporados dentro das regibes codificantes
(RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2013; SEEGER; MASON, 2000).

A ORF S é composta de trés formas de genes de superficie: dominio preS1, preS2 e S.
O dominio preS é o sitio de ligagdo essencial aos receptores dos hepatdcitos e contém varios
epitopos para células T e B. (SHEN; YAN, 2014). A regido S codifica trés diferentes proteinas
de envelope, estruturalmente relacionadas, que sdo sintetizadas a partir de cddons de iniciacdo
alternativos (posicOes 2854, 3211 e 155), denominadas proteinas Large (L), Middle (M) e Small
(S). A proteina S (antigeno de superficie HbSAQ) consiste de 226 amino&cidos (aa), € o principal
componente da proteina do envelope, principal marcador sorolégico para diagnosticar a
infeccdo pelo HBV, e esta envolvida na liberacdo da particula, a proteina M tem uma extensao
extra N-terminal de 55 aa, enquanto a proteina L tem uma extensdo N-terminal de 108 ou 119
aa, dependendo do genotipo. Os trés antigenos de superficie compartilham uma regido comum,
contendo o principal loop antigénico, que inclui os amino&cidos 124 a 147, chamado de regi&o
determinante “a”. Essa regido é o principal epitopo para induzir a resposta imune protetiva,
sendo o principal alvo para os anticorpos neutralizantes anti-HbS (RODRIGUEZ-FRIAS;
JARDI, 2008; SAYINER; OZCAN; SENGONUL, 2008; SEEGER; MASON, 2000).

A ORF P cobre cerca de 3/4 do genoma e se sobrepde a por¢éo carboxi-terminal do gene
C, a totalidade do gene S e a por¢cdo amino-terminal do gene X. Codifica uma proteina
multifuncional, a polimerase viral (proteina Pol), que é traduzida do pgRNA a partir de um
cddon de iniciacdo interno. A proteina P apresenta diferentes dominios: o dominio N-terminal
denominado dominio TP (Proteina Terminal), que age na iniciacdo da sintese da fita negativa e
também tem um papel crucial no empacotamento do pgRNA; o dominio polimerase tem
atividade DNA polimerase e Transcriptase Reversa (RT), crucial para a replicacdo do genoma;
e um dominio tendo atividade RNase H, que é essencialmente requerido durante a replicacao
do genoma. O centro catalitico da RT esta localizado no dominio C e é definido por quatro
aminoacidos mapeados nas posi¢cdes 203-206: o Tirosina (Y) — Metionina (M) — Aspartato (D)
— Aspartato (D) motif (20YMDD2gs). O YMDD £ altamente conservado entre as polimerases
virais/ transcriptases reversas (GANEM; SCHNEIDER, 2001; RODRIGUEZ-FRIAS; JARDI,
2008; RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2013).

A ORF C apresenta sua por¢do 3’ sobreposta a ORF P. Este gene ¢ dividido em
duas regides que codificam duas proteinas, de acordo com a posi¢do em relacdo a dois cddons
de iniciacdo (ATG): a regido entre esses codons é chamada de regido pre-C (nt 1814-1901 — 29
aa) e a regido restante ap0s o segundo codon é chamada de gene core (nt 1901-2452 — 133 aa).

As duas proteinas traduzidas codificam o antigeno e (HbeAg) e o antigeno core (HBcAg), dois
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indicadores de atividade de replicacdo viral. A proteina core (HBcAg) € um potente estimulador
imune, tendo o papel de estimular uma forte neutralizacdo da resposta imune. O HBeAg ndo é
necessario para a replicacdo viral, mas é secretado no sangue, atuando como um imunogénico
e tolerogénico, tendo um profundo efeito sobre a histéria natural e patogénese da infeccdo pelo
HBV. A regido N-terminal da ORF core é essencial para o sua prépria montagem, enquanto a
regido C-terminal é importante para a formacdo do capsideo, interagdo com o complexo
pgRNA/transcriptase reserva e o empacotamento desse complexo dentro do capsideo. A
formacdo do capsideo é ocasionado pelo arranjo dos homodimeros da proteina do core e sua
estabilizacdo através dos residuos de cisteina, resultando na formacao do capsideo icosaédrico
(RODRIGUEZ-FRIAS; JARDI, 2008; RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2013; ROSEMAN et al.,
2012; SHEN; YAN, 2014; TONG et al., 1991; YANG; KUO; TING, 2006).

A ORF X (nt 1374- 1838) codifica 0 HBx, uma proteina de 154 aa. Um importante
elemento localizado na sequéncia do gene X é o Enhancer 11 (ENH I1), que regula os promotores
de transcricdo do RNAm viral. O HBx é uma proteina multifuncional que modula a transcricéo,
a transducéo de sinal, progresséo do ciclo celular, vias de degradacéo de proteinas, apoptose, a
estabilidade genética pela interagdo com uma variedade de fatores e proteinas alvo do
hospedeiro, reparo de DNA, inibi¢do do Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e do Fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a) induzindo apoptose. A proteina HBx esta fortemente
associada com a patogénese das doencgas relacionadas ao HBV, especialmente ao
desenvolvimento de HCC (Hepatocarcinoma) em pacientes cronicos. Essas diferentes
atividades da proteina, podem explicar a contribuicdo do HBx no desenvolvimento do HCC,
pela alteracdo das varias vias sinalizantes, por diferentes mecanismos. O HBxAg promove
carcinogénese pela interacdo com proteinas celulares e resultando na desregulacdo de maltiplas
vias sinalizantes envolvidas na progressdo do ciclo celular, crescimento celular e apoptose.
Delecao do promotor de core basal (BPC) causa um deslocamento do quadro de leitura no gene
X, levando a producdo de uma proteina X truncada. O truncamento da proteina X ¢é
frequentemente detectado em HCC. Estudos de Ma et al. (2008) revelaram que o HBXx truncado
perde a atividade pro-apoptoética, e portanto, adquire uma atividade de transformacdo celular
mais forte in vitro e promoc¢do da atividade tumoral in vivo (BENN; SCHNEIDER, 1994,
BOUCHARD et al., 2001; CHUNG; LEE, KIM, 2004; PANG; TSE; POON, 2006;
RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2013; SHEN; YAN, 2014; TANG et al., 2006).
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2.1.2 Replicagéo viral

O HBV é um virus ndo citopético e sua replicacdo ocorre preferencialmente nos
hepatdcitos, entretanto, estudos evidenciam que o sistema imune (linfoide) também é um
importante sitio de persisténcia viral, tendo sido detectado em células mononucleares do sangue
periférico e tecidos extra-hepaticos como: células de medula éssea, bago e células de linhagem
linfoblastdide. Os determinantes virais ou receptores celulares que direcionam o virus para o
interior dos hepatdcitos, ainda ndo sdo claramente conhecidos. Entretanto, sabe-se que a ligacdo
ao receptor celular e entrada, sdo mediadas por ligantes especificos da regido N-terminal do
envelope viral, mais especificamente da proteina pre-S1, abrangendo os aminoacidos 21-47.
Uma variedade de proteinas celulares humanas tem sido relacionada a receptores de ligacdo do
envelope do HBV, entre elas estdo: apolipoproteina H sérica (apo H), albumina sérica humana
polimerizada (pHSA), interleucina-6 (IL6), e 0 mais recente, taurocolato de sodio
cotransportando polipeptideo (DASH; RAO; PANDA, 1992; LEPERE-DOUARD et al., 2009;
PONTISSO et al.,1989; PONTISSO et al., 2008; SCHIECK et al., 2013; STOLL-BECKER et
al., 1997; YAN et al., 2012).

Depois da ligagdo ao receptor celular, a entrada do virus na célula ocorre por
endocitose (Figura 03). Apos a entrada do virus, a particula viral perde o revestimento do
nucelocapsideo e o genoma do HBV (RC-DNA) é liberado no citoplasma e transportado para
dentro do nucleo, onde é reparado (complementacéo da cadeia positiva) pela acdo da polimerase
viral e outras enzimas da prépria célula hospedeira, e convertido em uma molécula de DNA
circular covalentemente fechado (cccDNA), que serve como molde para a transcricdo dos
RNAs virais gendmico e subgenémicos. Essa molécula permanece no ndcleo dos hepatdcitos
infectados como um microcromossomo até a morte da célula e sua formacéo € a indicacdo do
estabelecimento da infeccdo (BECK; NASSAL, 2007; BELLONI et al., 2009; LOCARNINI;
ZOULIM, 2010). O cccDNA é transcrito em uma molécula de RNA pregendmico (pgRNA)
com tamanho de 3.5 kb, apresentando uma estrutura em forma de alga, localizada na regido 5’
terminal, denominada epsilon (€), e em trés RNAs subgendmicos, com tamanhos de 2.4 kb, 2.1
kb e 0.7 kb de comprimento, onde sdo transportados para o citoplasma e traduzidos. O pgRNA
traduz as proteinas Precore, Core e Polimerase, os trés RNAs subgendmicos sdo traduzidos
respectivamente em proteina preS1, proteinas preS2 e S (antigeno de superficie - HBSAQ) e a

proteina X.
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A replicacédo do HBV comeca com a encapsidacdo do genoma. No citoplasma o
pPgRNA se liga a polimerase viral pela estrutura epsilon sinal, que da inicio & encapsidagdo, e
em conjunto com a proteina core, forma o nucleocapsideo. Dentro da particula, o pgRNA serve
como molde para a sintese da fita negativa de DNA, por transcricdo reversa, mediada pela
polimerase viral, sendo degradado pela atividade RNase H da proteina polimerase. Por sua vez,
a fita negativa serve como molde para a sintese da fita positiva de DNA, que é incompleta, e
um RC-DNA parcialmente dupla fita é gerado. Em seguida, a montagem da particula ocorre,
quando o nucleocapsideo interage com a proteina do envelope dentro do limem do reticulo
endoplasmatico (RE), e do RE, a particula envelopada é transportada para o complexo de Golgi,
sendo finalmente secretado da célula hospedeira. Alternativamente, capsideos maduros podem
reciclar 0 RC-DNA no nucleo para reposicio do pool de cccDNA nuclear
(BARTENSCHLAGER; SCHALLER, 1992; DATTA et al., 2012; GANEM; SCHNEIDER,
2001; GAO; DUAN; COFFIN, 2015; LEVRERO et al., 2009; LOCARNINI; ZOULIM, 2010;
POLLACK; GANEM, 1993; WANG; SEEGER, 1993).

As particulas virais sdo liberadas para a corrente sanguinea ou tecido hepatico. Um
excesso de HBsAg é produzido durante o processo de replicacdo e também € liberado das
células infectadas como particulas vazias, esféricas ou filamentosas. As particulas de HBSAg
podem ser detectadas no soro, como um marcador diagnostico de replicagdo ativa do HBV
(HORVART, 2011).

Figura 3 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do virus da hepatite B
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2.1.3 Variabilidade genética, origem e evolucdo do HBV

A variabilidade genética do HBV pode acontecer atraves de mutacéo espontanea ou
por recombinacdo. Devido a transcricdo reversa viral ter uma elevada taxa de erro (~1 por 100
bases) combinado a uma alta taxa de replicacdo viral (aproximadamente 102 virus/dia), o
genoma do HBYV evolui rapidamente ao longo do tempo, apresentando uma elevada taxa de
mutacdo, estimada em uma taxa de substituicdo de nucleotideos de aproximadamente 1.4-3.2
x107/sitio por ano, que é 10 vezes mais alta que em outros virus de DNA (COLEMAN, 2006;
DENY; ZOULIM, 2010; LAU; WRIGHT, 1993; YUEN; LAI, 2007). A estratégia de replicacio
utilizada pelo HBV ¢ responsavel pela maioria das mutacdes, delecdes e insercdes observadas
no genoma viral, tendo como resultado, a existéncia de varios genoétipos, subgendtipos,
mutantes, recombinantes, e ainda, quasispécies (KAO, 2002). Mutacdes e variacdes que
ocorrem naturalmente ou durante terapias antivirais desempenham um papel importante na
laténcia viral, na patogénese das doencas do figado, escape imune e resisténcia a terapias com
antivirais (YANO; AZUMA, HAYASHI, 2015).

A populacdo do HBV é altamente heterogénea e compreende genomas que Séo
proximamente relacionados, mas ndo idénticos, sendo considerados quasispécies virais, termo
comumente associado aos virus de RNA. Uma das possiveis explicacdes para a natureza
quasispecies do virus, seria o seu complexo ciclo de replicacéo viral, mais especificamente no
momento da retro-trascricdo, uma vez que a enzima ndo apresenta correcao de erros de leitura
e 0S NOVoSs genomas séo altamente propensos a acumular erros. Além disso, a taxa de replicacao
extremamente alta resulta em uma populacéo viral extraordinariamente heterogénea, \capaz de
se adaptar rapidamente a pressdo de selecdo enddgena (resposta imune do hospedeiro) e
exogena (tratamentos com antivirais) (BANG; KIM, 2014; HOLLINGER, 2007; MURRAY;
PURCELL; WIELAND, 2006; RODRIGUEZ-FRIAS et al., 2013). Porém, a variabilidade
quasispécies algumas vezes € limitada pelo alto grau de sobreposicao das regifes codificantes
do HBV, que € de cerca de 67% (KIDD-LJUNGGREN; MIYAKAWA,; KIDD, 2002).

As primeiras indicacOes da heterogeneidade das sequéncias do HBV se basearam
na presenca de diferentes subtipos do antigeno de superficie HBsAg. (COUROUCE-PAUTY
PLANCON; SOULIER, 1983). O sequenciamento do genoma viral completo ou parcial, tem
sido a principal estratégia utilizada para identificar os genotipos do HBV, além de possiveis
mutacdes ocorrendo em seus genomas. Outras metodologias de identificacdo molecular foram

descritas posteriormente, entre elas, por exemplo: o polimorfismo do tamanho dos fragmentos
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de restricdo (FRLP) de DNA amplificado por PCR; PCR com primers especificos para 0s
diferentes gendtipos e PCR em tempo real (LINDH; ANDERSSON; GUSDAL, 1997,
KIRSCHBERG et al., 2004; RONCATO; BALLARDIN; LUNGE, 2008; WERLE et al., 2004).

O HBV é diferenciado em muitos genotipos, de acordo com a sequéncia genémica
do gene de superficie (S). Atualmente, oito genotipos (A-H) sdo bem definidos para o0 HBV,
entretanto, dois novos genétipos foram identificados (I e J). Alguns genotipos do HBV também
sdo classificados em sub-gendtipos. Sequéncias de HBV que apresentam menos que 8% de
divergéncia nucleotidica sdo agrupados em um mesmo genotipo, e menos de 4-8% de
divergéncia nucleotidica, para mesmo sub-genétipo. Muitos estudos demonstram que 0S
genotipos/sub-genotipos estdo relacionados com a progressdo clinica da doenca, resposta ao
tratamento com antivirais e prognostico. A maioria dos gendtipos é dividida dentro de sub-
genotipos com propriedades viroldgicas e epidemioldgicas distintas (SANTOS et al., 2010a).
Os genotipos A (Al-A7), B (B1-B7), C (C1-C5), D (D1-D5) e o genotipo F (F1-F4), séo
divididos em sub-gendtipos (KURBANOV; TANAKA; MIZOKAMI, 2010). Os genotipos E,
G, H, I e J, por sua vez, ndo sdo subdivididos em sub-genoétipos (KAO, 2011). O tamanho do
genoma varia nos diferentes genotipos do HBV. Os gendtipos B, C, F e H tém 3215
nucleotideos de comprimento. O gendtipo D tem uma delecdo de 33 nucleotideos na regido
preS1 e tem somente 3182 nucleotideos. O gendtipo A varia de outros genotipos por uma
insercdo de seis nucleotideos na regido terminal da proteina do gene polimerase e a
sobreposicdo do gene core (BARTHOLOMEUSZ; SCHAEFER, 2004).

O gendtipo A esté distribuido mundialmente, e € o principal genétipo encontrado
na Europa, América do Norte, Africa e india. Os gen6tipos B e C s&o predominantes no Leste
e Sudeste da Asia (MAHTAB et al., 2008). O gen6tipo D é encontrado principalmente no
Oriente Médio e paises do Mediterraneo, poréem tem sido registrado mundialmente. O genétipo
E é predominante na Africa Subsariana, e ndo é encontrado fora dessa regido (KRAMVIS et
al., 2005), com excec¢do para registros recentes desse genotipo em uma comunidade especifica
na Coldmbia (ALVARADO MORA et al., 2010) e no Norte da india (SINGH et al., 2009). O
genotipo G é encontrado nos Estados Unidos, México e Franca. Os gendtipos F e H sdo
encontrados quase que exclusivamente nas Américas Central e do Sul (KAO; CHEN, 2006).
Recentemente o genotipo | foi descrito no Vietnam e Laos (THUY et al., 2010; YU et al., 2010)
e 0 gendtipo J foi identificado no Japdo (TATEMATSU et al., 2009). As recombinacdes entre
genotipos também podem ocorrer, desempenhando um papel importante na histéria evolutiva
do HBV, além disso, estudos sugerem que alguns gendtipos de HBV devem ter se originado

através de recombinagdo, que sdo favorecidas em determinadas regibes geograficas. Por
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exemplo, recombinates B/C sdo mais prevalentes no Sudeste e Leste da Asia, assim como outros
recombinates A/D, A/E, C/D, C/A e G/C que tem sido encontrados em diferentes regides
geograficas (SHI et al., 2012b; SUGAUCHI et al., 2002; YANG et al., 2006).

Estudos tém mostrado uma variabilidade na prevaléncia do HBV em diferentes
regides brasileiras, onde os genétipos A, D e F sdo os mais prevalentes na populacdo infectada
(ARAUJO et al., 2004). A Bacia Amazonica apresenta uma das taxas mais altas de infeccio
pelo virus da Hepatite B, no mundo. O gendtipo A tem sido 0 mais comumente encontrado,
seguido do D e F. Entretanto, o gen6tipo F é o mais prevalente em comunidades indigenas
(BLITZ et al., 1998; MELLO et al., 2007; PARANA; ALMEIDA, 2005; TE; JENSEN, 2010).
Em Roraima, um estudo (GRANJA et al., 2014) realizado para detectar os gen6tipos de HBV
circulantes, identificou a circula¢do dos genétipos A e D, com prevaléncia para o gendtipo A.
Foram relatados também os subgendtipos Al, A2 e D2. Um outro estudo recente, realizado por
Lampe e seus colaboradores (2017), também mostrou a circulacdo dos genotipos A, seguidos
de F e D, com a prevaléncia do genotipo A (59,1%).

A origem do HBV ainda permanece incerta, devido a auséncia de consenso sobre
as taxas evolutivas estimadas para o HBV e a inconsisténcia entre esses dados e as evidéncias
arqueoldgicas. Alem disso, o tamanho reduzido do genoma do HBV, juntamente com o alto
grau de sobreposicdo das regides de leitura, tém dificultado o esclarecimento sobre o quadro
evolutivo do virus. Dependendo do modelo usado para a analise filogenética, sdo propostas uma
origem Asiatica ou uma origem Americana para o virus (BOLLYKY; HOLMES, 1999;
BOUCKAERT; ALVARADO-MORA; PINHO, 2013; SIMMONDS, 2001).

Estima-se que a diversificacdo entre os diferentes genotipos deve ter ocorrido
33.000 anos atras. Entéo, ligando esse fato & hipdtese de que o HBV tenha vindo da Africa, é
plausivel, ja que o ancestral comum mais recente (MRCA) de todos os gendtipos do HBV viajou
junto com os seres humanos da Africa até a chegada em Beringia, uma regio de terra firme, de
cerca de 1600 quilémetros, que juntou o Alasca e a Sibéria, durante as glaciacbes (ROMAN et
al., 2014; WANG et al., 2007). Da Africa para a América do Sul, o ser humano foi exposto a
diversos climas, altitudes geogréaficas, diferentes alimentos e patdgenos. Consequentemente,
devido a interacdo ambiente-hospedeiro, os habitantes podem ter sofrido adaptacdo genotipica
e fenotipica, especificas da regido, o que teria lhes permitido sobreviver. Com base nessas
carateristicas, é provavel que cada novo estabelecimento humano carregava uma cepa de HBV
com seu proprio MRCA, o qual pode ter desenvolvido adaptacGes especificas para o seu
hospedeiro, permitindo que ele sobrevivesse e se disseminasse de forma eficiente por sua

populacdo autoctone. Essas alteracoes se refletiram ao nivel gendmico, dando origem ao que
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hoje conhecemos como genotipos. Estima-se que o primeiro genotipo a se diversificar foi o C,
sequidodo B, D, A, F,E,He G (HANCOCK et al., 2010; PARASKEVIS et al., 2013; ROMAN
et al., 2014).

A partir do exposto acima, o HBV deve ter acompanhado os seres humanos, desde
a sua origem até a sua chegada na América do Sul, desenvolvendo graus variaveis de adaptacao
mUtua, dependendo do grau de endemicidade, do genotipo do HBV, extensdo da exposicdo e
bagagem genética da populacdo humana. Assim, as manifestacdes clinicas e resultados da
infeccdo pelo HBV, devem refletir o grau de adaptacdo entre o hospedeiro humano e seu
genotipo viral especifico (ROMAN et al., 2014).

2.2 Epidemiologia da Hepatite B

A hepatite B permanece como um importante problema de satde publica em todo
o mundo. Embora uma vacina segura e eficaz contra o virus ja esteja disponivel a mais de duas
décadas, estima-se que mais de 360 milhdes de individuos em todo o mundo sejam
cronicamente afetados ou em risco de complicacdes graves relacionadas ao HBV, alem disso,
a infeccdo pelo HBV resulta em 600.000 a 1 milhdo de mortes por ano em todo o mundo. O
HBV ¢ endémico na Asia e llhas do Pacifico, Sul da Europa e América Latina. A prevaléncia
do antigeno HBs nessas populacfes varia de 2 a 20% (ASSIS et al., 2004; KAO; CHEN, 2002;
LIAW; CHU, 2009).

China, Sudeste da Asia, a maioria da Africa e das Ilhas do Pacifico, partes do
Oriente Médio e a Bacia Amazonica, sao indicadas como areas de alta prevaléncia de infec¢édo
(8-15%), com cerca de 45% dos individuos infectados vivendo nessas areas, onde o risco de
infeccdo permanente é maior que 60%, tipicamente ocorrendo na infancia ou na primeira
infancia, especialmente devido a transmissdo de mae para filho (durante a gravidez ou no
nascimento), horizontal (de uma crianca infectada para uma crianca nao infectada — lesdes na
pele, escabiose, impetigo) ou intrafamiliar (contato com membros da familia infectados).
Muitos estudos mostram que um membro da familia infectado aumenta significantemente o
risco de transmissao pelo HBV. Nessas areas de alta prevaléncia, os individuos infectados tem
um maior risco de cronicidade, o qual aumenta o risco de desenvolvimento de hepatocarcinoma
e complicacdes de cirrose. Regibes centro-sul e sudoeste da Asia, partes da Europa, RUssia e
Américas Central e do Sul, sdo consideradas de prevaléncia intermediaria (2-7%), com 43%

dos individuos vivendo nessas areas, onde o risco permanente de infecgdo é de 20% a 60%,



26

tipicamente ocorrendo em todos 0s grupos etérios. Regides de baixa prevaléncia (menor que
2%) incluem os Estados Unidos, Europa Ocidental e Australia, onde sdo encontrados cerca de
12% dos individuos infectados, e o risco permanente de infeccdo é menos que 20%, ocorrendo
na idade adulta (CDC, 2008; LI; HOU; CAQ, 2015; OMS, 2004; 2016).

Nas Américas Central e do Sul, estima-se que a soroprevaléncia do HBsAg esteja
entre 0,5 a 3%, com um numero total de portadores se aproximando de 11 milhdes (CUSTER,
2004). Na America do Sul, a Bacia Amazdnica Ocidental, que inclui Brasil, Colémbia, Peru e
Venezuela, é considerada uma regido de alta prevaléncia. Estimativas para essa regiao apontam
que 140.000 infecgdes agudas pelo HBV ocorram a cada ano, com cerca de 8.000 a 15.000
portadores cronicos do HBsAg. Acima de 60.000 casos de cirrose e 3.000 casos de Carcinoma
hepatocelular (HCC) estdo ligados as infecgdes pelo HBV nessa regido (TE; JENSEN, 2010;
TORRES, 1996).

No Brasil, alguns estudos do final da década de 80 e inicio de 90 sugeriram uma
tendéncia crescente do HBV em direcdo a Regido Sul e a Regido Norte. Assim, considerava-se
que ocorriam trés padrdes de distribuicdo da hepatite B: alta endemicidade, com prevaléncia
superior a 7% de HBsAg, presentes na regido Amazonica, alguns locais do Espirito Santo e
Oeste de Santa Catarina; endemicidade intermediaria, com prevaléncia entre 2 e 7% de HBsAg,
nas regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste e baixa endemicidade, com prevaléncia abaixo
de 2% de HBsAg na regido Sul do pais (AQUINO et al., 2008; BRASIL, 2008a ; PARANA;
VITVITSKI; PEREIRA; 2008; TOLEDO Jr. et al., 2005).

Entre 1999 e 2011 foram registrados no Brasil 120.343 casos de Hepatite B. Nesse
periodo, tanto o pais quanto as regides apresentaram crescimento das taxas de incidéncia. No
Brasil, a taxa passou de 0,3% em 1999 para 6,9 % em 2010. A regido Sul e Norte registraram
0s maiores indices desde 2002, com respectivamente, 14,3 e 11,0 por 100 mil habitantes em
2009 (BRASIL, 2012a). Segundo o ultimo Estudo de Prevaléncia de Base Populacional das
infeccdes pelos virus das Hepatites A, B e C, realizado entre 2005 a 2009 em todas as 26 capitais
e no Distrito Federal, a prevaléncia de infeccdo pela hepatite B, na faixa etaria entre 10 e 69
anos, foi de 7,4%, classificando o conjunto das capitais brasileiras, mais uma vez, como de
baixa endemicidade. Na regido Norte a prevaléncia para o marcador de exposi¢cdo ao HBV (anti-
HBc) foi de 10,9% e para o marcador HBsAg foi de 0,63% (BRASIL, 2012b). Quando
considerada somente esta regido, a distribuicdo espacial é bastante heterogénea, sendo mais
prevalente na Amazoénia Ocidental, sobretudo numa faixa que abrange os estados do Acre,
Amazonas, Rond6nia e Roraima (BRASIL et al., 1991). No periodo de 1999-2016 foram

notificados 212.031 casos confirmados de hepatite B no Brasil. Desses, a maioria esta
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concentrada na regido Sudeste (35,4%), sequida das regibes Sul (31,6%), Norte (14,2%),
Nordeste (9,4%) e Centro-Oeste (9,3%). Em 2016, a taxa de deteccdo de Hepatite B no Brasil,
atingiu 6,9 casos para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2017).

No estado de Roraima, a hepatite B ocupa o segundo lugar entre as hepatites virais.
Os casos confirmados de Hepatite B totalizaram 684 no periodo de 1999 a 2010 (BRASIL,
2011), enquanto que no periodo de 2010 a 2015, totalizaram 475 casos. Os municipios de Boa
Vista, Mucajai, Uiramutd e Caracarai concentraram os maiores nimeros de casos da Hepatite
B no Estado entre 2010 a 2015. Segundo Brasil (2012a), no ano de 2010, dentre os estados da
regido Norte, Roraima foi um dos que apresentou as maiores taxas de deteccdo da infecgédo pelo
HBV (20 por 100.000 habitantes). No ano de 2016, Roraima registrou um total de 111 casos
confirmados de Hepatite B, representando uma taxa de incidéncia de 21,6 casos para cada 100
mil habitantes. Além disso, a capital de Roraima, Boa Vista, estava entre as cinco capitais com
maiores taxas de incidéncia (BRASIL, 2017). A taxa de detecgdo comega a aumentar a partir
dos 15 anos de idade e tem maior concentracdo entre os 30-39 anos (DVE, 2017). Estudos
mostram incidéncias maiores de casos de hepatite B a partir dos 15 anos de idade, relacionando
as ocorréncia nesta faixa etaria, principalmente ao estilo de vida, e ao comportamento de risco,
como o uso de drogas injetaveis e relacdo sexual sem uso de preservativos (ZATTI et al., 2013).
Mesmo com a alta prevaléncia dessa infeccdo no Estado, ainda sdo poucos, 0s estudos que

caracterizem e determinem os gendtipos e subgendtipos circulantes na populacao

2.3 Aspectos clinicos da Hepatite B

A infeccdo pelo HBV leva a um amplo espectro de doencas do figado, variando
desde hepatite aguda a um estado de portador assintomatico (baixa viremia) ou para hepatite
crbnica progressiva, que pode levar a cirrose e carcinoma hepatocelular (VILLENUEVE,
2005). Essas manifestacdes clinicas devem variar, dependendo da idade do portador da
infeccdo. Menos de 10% das criangas abaixo de cinco anos apresentam sintomas, enquanto 30-
50% das infec¢des em adultos sdo sintomaticas (MACMAHON et al., 1985). A maioria das
infeccdes ocorre durante o nascimento e mais de 90% dessas, se tornam crdnicas, enquanto que
se a infeccdo for durante a infancia, o risco de cronicidade cai para cerca de 20%. Somente
menos de 5% dos pacientes que adquirem a infeccdo na fase adulta se tornam portadores,
contudo, mais de 30% dos pacientes adultos, desenvolvem alguma doenca crdnica progressiva
do figado (ROBERTS; GORES, 2005).
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A progresséo de uma infecgcdo aguda de HBV para cronica e subsequente potencial
infeccioso € um resultado de uma complexo efeito reciproco entre o modo de transmisséo e a
interacdo Vvirus-hospedeiro, da qual o gendtipo do HBV é um fator importante (TANWAR;
DUSHEIKO; 2012). Além disso, a resposta imunoldgica do hospedeiro desempenha um papel
chave na historia natural do HBV, tanto no momento da infec¢do aguda e durante a infec¢cdo
cronica, onde o dano ao figado é causado principalmente pela célula imune do hospedeiro, do
que diretamente pelo efeito citopatico viral (CROAGH; LUBEL, 2014; YIM; LOK, 2006).
Assim, a persisténcia viral e os resultados clinicos que seguem a infec¢do pelo HBV dependem
dos fatores virais e dos fatores do hospedeiro, incluindo fatores genéticos que determinam os
mecanismos imunes do hospedeiro (ZINKERNAGEL, 1996).

Na infecgdo pelo HBV, 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 producéo de interferon tipo I (IFN a/B) e tipo IT (IFN
v), que interferem na sintese viral por inducao de diversas proteinas. Além disso, IFN o/p e IFN
y recrutam e ativam macréfagos (incluindo as células de Kupffer), que secretam diversas
citocinas como TNF e IL-12, e esta Ultima ativa células natural killer (NK), que também sao
ativadas apds reconhecerem que o complexo de histocompatibilidade classe | (MHC-I) esta
expresso fracamente (ou ndo esta expresso) e irdo agir destruindo as células infectadas
diretamente (atraves de lise celular) ou mediada pela producdo de TNF e IFN y. As células de
Kupffer sdo importantes na inibi¢ao da replicagdo do HBV através da producao de IFN o/,
TNF, e IFN v, além do recrutamento de linfocitos T e células NK (BARONE; VISO, 2006;
LOPES; SCHINONI, 2011).

A resposta celular contra 0 HBV é mediada por linfocitos T, que sdo responsaveis
pela lesdo hepética tanto na fase aguda como na fase cronica da doenca. A resposta imune
adaptativa ao HBV é detectada muitas semanas depois da inoculacdo e € iniciada com um
aumento da replicacao viral, podendo, nesse periodo, serem detectados linfocitos T especificos,
tanto CD4+ como CD8+ (também chamados de linfocitos citotoxicos). Estudos sugerem que
0s hepatocitos requerem altas doses de antigenos do HBV para induzir a producdo de IFN vy por
linfocitos T CD8+ ativados, ja que na presenca de pequenas quantidades de antigenos AgHBS
ou AgHBEe, os hepatdcitos preferencialmente estimulam a degranulacdo dos linfécitos CD8+ e
h& pouca expansdo clonal e pouca apoptose. Linfécitos T CD4+ reconhecem os antigenos
peptidicos exdgenos através de moléculas de MHC-11 de células apresentadoras de antigeno

(APC). Por outro lado, sdo linfécitos T CD8+ que reconhecem e direcionam as células novas
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que exibem antigenos virais sintetizados endogenamente apresentados por moléculas de MHC-
| (BARONE; VISO, 2006; CHANG, 2010; LOPES; SCHINONI, 2011).

A infectividade do virus da Hepatite B € de 50 a 100 vezes maior do que a do HIV.
O virus pode sobreviver fora do corpo por pelo menos 7 dias. Durante esse tempo o virus ainda
pode causar infeccdo se entrar no corpo de uma pessoa que nao é protegida por vacina (OMS,
2013).

A contaminacgdo ocorre por via parenteral e, sobretudo, pela via sexual, sendo
considerada uma infeccdo sexualmente transmissivel. Dessa forma, a hepatite B pode ser
transmitida por solucdo de continuidade (pele e mucosa), relagdes sexuais desprotegidas e por
via parenteral (compartilhamento de agulhas e seringas, tatuagens, piercings, procedimentos
odontoldgicos ou cirargicos). Outros liquidos organicos, como sémen, secre¢do vaginal e leite
materno, também podem conter o virus e constituir-se fonte de infecgdo. A transmisséo vertical/
perinatal (de mae para filho) também é causa frequente de disseminacdo em regides de alta
endemicidade (BRASIL, 2008b), enquanto que em regides de baixa endemicidade, a
transmisséo sexual e o abuso de drogas s&o modos comuns de infec¢do (CUSTER et al., 2004).

A infeccdo perinatal (vertical — de mae para filho) ocorre frequentemente se a mée
com HBV é HBeAg-positivo e tem um alto nivel de HBV-DNA no soro. A infeccdo de mée
pra filho tem sido considerada como responsavel por mais da metade das infeccGes cronicas em
areas endémicas. Se a crianca nascida de mde HBsAg-positivo ndo receber a vacina de Hepatite
B e imunoglobulinas, a taxa de infecdo pode variar de 70% - 90%. Em contraste, quando a
vacina e a imunoglobulina sdo administradas no prazo de 24 horas apds o nascimento, 90% das
criangas mostram o efeito preventivo. Embora uma quantidade muito pequena de HBV seja
detectado no leite da mée, ndo existem evidéncias de que a hepatite B seja transmitida pelo leite
materno (KOW; LEE, 2011; LI; HOU; CAO, 2015).

A transmissdo horizontal também € uma importante rota de disseminacdo da
infeccdo pelo HBV entre os membros da familia. A presenca de um individuo HBeAg+ na
familia facilita a transmissdao, uma vez que o HBV DNA foi documentado na saliva, suor e
urina de pessoas infectadas, mostra a possibilidade de transmissdo do virus por contato pessoal
e/ou objetos contaminados, como por exemplo, o compartilhamento de mesma toalha, escova
de dentes, I&minas de barbear, utensilios domésticos. Esta forma de transmissdo ocorre
frequentemente em areas endémicas (DOGANCI et al., 2005; HATAMI et al., 2013; LOBATO
et al., 2006).
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2.3.1 Hepatite B Aguda

A infecdo por hepatite B aguda leva a um espectro de manifestagcdes que vai desde
uma infeccdo assintomatica a hepatite auto-limitada, até hepatite fulminante, fato que depende
de vérios fatores virais e do hospedeiro (LAVANCHY, 2004). Cerca de dois tercos dos
pacientes desenvolvem uma doenca leve, assintomatica e subclinica, frequentemente
indetectavel, e aproximadamente um terco desenvolvem sintomas clinicos e sinais de hepatite,
variando de sintomas leves, como nausea e fadiga, até sintomas mais acentuados, como
ictericia, urina escura e, raramente, insuficiéncia hepatica aguda (LIANG, 2009)

A infeccéo aguda sintomatica é rara em neonatos (menos de 1%) e ocorre em cerca
de 10% das criancas de 1-5 anos, e muitas vezes resulta em infecgdo cronica (LAVANCHY,
2004), enquanto que, em adultos, ocorre em cerca de um terco dos infectados. No entanto, uma
minoria (menos de 1%) evolui para hepatite fulminante, com uma mortalidade de 70%. Hepatite
fulminante é definida como desenvolvimento de encefalopatia e coagulopatia até 8 semanas
apds o inicio dos sintomas. E tipicamente marcada pelo aparecimento subito de febre, dor
abdominal, vomitos e ictericia, seguido de desorientacdo, confusdo e coma. Esta relacionada
com uma intensificacdo da resposta imunologica, com rapido clareamento viral, o que significa
que o HBsAg e o DNA HBV nao devem ser detectaveis no soro, no momento do quadro clinico,
e 0 diagnostico baseia-se somente pela presenca do antiHBc IgM no soro (FERREIRA, 2000;
HOOFNAGLE et al., 1995; LIAW; CHU, 2009; MENDONCA; VIGANI, 2006).

Os primeiros marcadores soroldgicos que se tornam detectaveis na pessoa com
hepatite aguda sdo 0 HBSAQ e 0s anticorpos para o antigeno core. O periodo de incubacdo € em
média, de dois a trés meses (média — 60 a 150 dias), e pode chegar de 1 a 6 meses depois da
exposicdo. Durante este periodo ocorre a fase pré-ictérica, seguida de sintomas como febre,
fadiga, nauseas, emagrecimento e dores no corpo, mudanca na cor dos olhos, hepatomegalia e
esplenomegalia, além disso, sobem os niveis de alaninaminotrasferase (ALT) no soro e uma
alta taxa de HBsAg e HBV DNA sdo detectaveis. O surgimento da ictericia, hipocolia fecal e
collria caracterizam o periodo ictérico, porém somente 20% dos pacientes desenvolvem
ictericia clinicamente reconhecida (MENDONCA,; VIGANI, 2006).

Apo6s a fase aguda, que dura em média 1-2 semanas, a partir da resposta
imunoldgica do hospedeiro ocorre progressivo decréscimo da replicacdo viral e reducdo dos
titulos de HBeAg e HBV DNA, seguido do aparecimento do anti-HBeAg, em geral, até o 3°

més da doenca. Cessando a replicacdo viral, ocorre o clareamento do HBsAg, pelo
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desaparecimento do HBV DNA detectavel no soro, e surge o anti-HBsAg, anticorpo
neutralizante e indicativo de cura da infeccdo. Na maioria dos casos, 0 HBsSAgQ desaparece
dentro de 6 meses e as fungdes do figado sdo recuperadas (DENY; ZOULIM, 2010; LIANG,
2009; MENDONCA; VIGANI, 2006). A eliminacdo do HBV na infeccdo aguda esta associada
a uma resposta vigorosa, policlonal e multiespecifica dos linfocitos T CD4+ e T CD8+ aos
epitopos do HBV. Na resposta aguda autolimitada, a maior parte dos virions do HBV sé&o
eliminados na fase de incubacdo, sem a destruicdo de células hepéticas, devido a acdo de
citocinas antivirais TNF e IFN vy, produzidas pela resposta inata e adaptativa, por mecanismo
ndo citolitico mediado por células ndo T (BARONE; VISO, 2006; LOPES; SCHINONI, 2011).

2.3.2 Hepatite B Cronica

A hepatite B cronica tem um curso variavel e dindmico. A infeccdo se da quando o
portador apresenta uma positividade para o0 HBsAg, detectavel no soro por mais de seis meses.
Nas fases iniciais do periodo crénico HBeAg, HBsAg e DNA HBYV, estdo presentes em altos
titulos, e ha ligeira a moderada elevacdo nos niveis de aminotransferases sericas (LIANG,
2009). As manifestacOes clinicas da infeccdo crbnica variam desde formas onde a doenca
praticamente inexiste até formas que progridem para cirrose, carcinoma hepatocelular,
transplante e morte associadas ao figado (ALVARIZ, 2006; NIEDERAU, 2014). Em condicdes
normais, a replicacdo viral ndo é citopatica, e é a resposta imune do hospedeiro, geralmente
ineficaz e inadequada, que provoca grande parte dos danos associados a hepatite crénica
(DANDRI; LOCARNINI, 2012).

O risco de cronicidade esta intimamente relacionado com a idade do paciente no
momento da infeccdo. A infeccdo persiste em cerca de 90% dos recém-nascidos infectados ao
nascer, 20-30% das criancgas infectadas entre 1-5 anos, 6% entre as criancas de 5-15 anos e
somente 1-5% dos pacientes infectados quando adultos (LEVANCHY, 2004). Uma possivel
explicacdo para a alta cronicidade em recém-nascidos é que o feto desenvolve tolerancia ao
virus no Utero, apds a passagem transplacentaria de proteinas virais (MILICH; LIANG, 2003).
A maioria dos pacientes com HBV crdnica é assintomatico ou tem sintomas inespecificos
(astenia e desconforto no quadrante superior direito). Pacientes com doenca mais grave ou
cirrose podem apresentar sintomas como: ictericia, telangiectasias, eritema palmar,
esplenomegalia, ascite, encefalopatia, sangramento gastrointestinal. A taxa de complicacdo da

hepatite B cronica esta associada com o grau de replicacdo viral, inflamacéo e fibrose. O risco
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de cirrose também é aumentada na presenca de fibrose, doenca de longa duragdo, género
masculino, co-morbidades como o consumo de &lcool, diabetes mellitus tipo 2, e co-infeccdo,
em particular, com HDV ou HIV (ILOEJE et al., 2006; LIAW et al., 1998; NIEDERAU, 2014).
Manifestacdes extra-hepéaticas podem ocorrer, como: poliarterite nodosa e doenca glomerular
(ALVARIZ, 2006; LIANG, 2009).

O prognostico de pacientes com hepatite crénica estéa diretamente relacionado com
a severidade da doenca. Para os portadores de hepatite crénica grave e cirrose, a taxa de
sobrevivéncia de 5 anos é cerca de 50% (DE JONGH et al., 1992). Alguns fatores, incluindo
idade avancada, replicacdo viral persistente e longos periodos de necroinflamacdo hepética
influenciam a taxa de progressdo para cirrose. O hepatocarcinoma ocorre aproximadamente
ap6s 30 a 50 anos da infeccdo pelo HBV. A incidéncia anual de hepatocarcinoma entre
pacientes com infeccdo pelo HBV e auséncia de cirrose é de aproximadamente 0,5%, ja
naqueles com cirrose varia entre 2-6% (MENDONCA; VIGANI, 2006). Fatores de risco para
hepatocarcinoma em portadores de hepatite B cronica incluem: género masculino, idade
avancada, historia familiar de hepatocarcinoma, consumo crénico de alcool, presenca de cirrose
e co-infeccdo com HCV (ALVARIZ, 2006).

A historia natural da hepatite B cronica é determinada pela interacéo entre o estado
da replicacéo viral e a resposta imune do hospedeiro (KWON; LEE, 2011), e pode ser dividida
em trés fases: 1) fase imunotolerante — é a mais comumente vista em criangas que adquiriram
0 virus perinatalmente ou nos primeiros anos de vida. E caracterizada pela positividade do
HBsAg e do HBeAg, altos niveis de carga viral (HBV-DNA), niveis normais ou pouco elevados
de aminotransferases (ALT/AST), atividade necroinflamatdria discreta e curso assintomatico;
2) fase imunoativa — 0 HBeAg pode ser identificado no soro e ocorre um declinio dos niveis
séricos de carga viral, ALT/AST em niveis aumentados e presenca de atividade
necroinflamatoria no figado. Esta fase dura cerca de trés a quatro semanas em portadores de
infeccdo aguda e em portadores de infeccdo cronica pode levar 10 anos ou mais, podendo
resultar em cirrose ou hepatocarcinoma; 3) fase néo replicativa — ocorre a presenca de HBsAg
no soro, anti-HBe, titulos baixos ou indetectaveis de carga viral, aminotrasferases normais,
minima lesdo no figado e curso assintomatico (BARONE, 2008; FERREIRA; BORGES, 2007;
FONSECA, 2007; PYRSOPOULUS, 2011).

A composicdo de subpopulacbes de linfocitos T em sangue periférico é diferente
entre os diferentes estagios clinicos da hepatite B cronica, indicando que pacientes na fase
imunotolerante apresentaram um maior namero de células T CD8+ e um menor nimero de

celulas T CD4+, quando comparados com pacientes nas outras duas fases. Durante a infec¢do
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cronica hd uma diminui¢do no equilibrio das subpopulagbes de linfocitos T, fato que esta
relacionado com um aumento da proporc¢éo de linfocitos T CD8+ e um decréscimo da proporgdo
de linfocitos T CD4+. Também foi demonstrado que a insuficiéncia de células T esta
significantemente associada ao nivel de replicacdo do virus, indicando que a carga viral € um
forte fator preditivo para subpopulacGes de linfocitos T. Os pacientes cronicamente infectados
que adquirem HBV na idade adulta geralmente apresentam um defeito na resposta especifica
dos linfécitos T. A ativacdo prolongada de linfocitos T causada por altos niveis de antigenos
virais pode resultar no esgotamento de células T e até mesmo dele¢éo clonal. A extenséo dessas
vias imunes inibitdrias pode definir o curso da hepatite cronica de estado imunotolerante a
imunoativo e estado de portador sadio a cirrose. A persisténcia do HBV tem sido associada com
a inducdo de células T regulatérias que podem suprimir células T efetoras especificas para
HBV. A frequéncia de células T regulatorias mostra-se aumentada no sangue periférico e no
figado de pacientes infectados com HBV e a frequéncia de células T regulatorias circulantes
correlacionou-se com altos titulos de carga viral. Em paciente com hepatocarcinoma associado
ao HBV, a frequéncia de células T regulatorias circulantes também foram correlacionadas com
a progressao da doenca e mortalidade (BARONE; VISO, 2006; CHANG, 2010; LOPES;
SCHINONI, 2011; YOU et al., 2009).

Ao longo do tempo, foi possivel desenvolver uma maior compreensao sobre a
relacdo entre os gendtipos do HBV, progressao da doenca e resultados clinicos. Para a infeccéo
por HBV crdnica, os resultados sdo variaveis. Muitos fatores virais e do hospedeiro, genotipos
do HBV, mutacéo viral especifica, carga viral e niveis quantitativos de HBsAg sdo importantes
para sua predicdo (LIU; KAO, 2013).

2.4 Diagnostico Laboratorial e Sorologia

O diagndstico da infeccdo pelo HBV e o tipo da doenca associada baseia-se em um
conjunto de resultados clinicos, bioquimicos, soroldgicos e histologicos (LIANG, 2009). Os
primeiros testes para o diagnostico sdo feitos através da deteccéo dos constituintes do virus, nas
diferentes fases evolutivas da infeccdo, através de testes sorologicos (pesquisa de antigenos e
anticorpos) e moleculares (pesquisa quantitativa e qualitativa do DNA viral). Varias técnicas
sdo empregadas no diagndstico soroldgico, entretanto, as mais utilizadas sdo 0s ensaios
imunoenzimaticos (ELIZA), quimiluminescéncia, e ainda, pela imunohistoquimica. Para o

diagndstico molecular, utiliza-se técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction), envolvendo
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desde a técnica convencional até a em tempo real. O diagndstico molecular € um componente
crucial na avaliagdo de pacientes com infec¢do cronica e na avaliacdo da eficacia do tratamento
viral (GONCALVES; CAVALHEIRO, 2006; LOCK; MACMAHON, 2007; LOPES;
SCHINONI; 2011; PARANA; SCHINONI; OLIVEIRA, 2008).

Um namero de antigenos virais e seus respectivos anticorpos podem ser detectados
no soro depois da infeccdo com o HBV (LIANG, 2009). Entre os marcadores para as infeccdes
pelo HBV estdo: 1) HBsAg - € o primeiro e mais importante marcador no diagnostico das
infeccOes aguda e cronica, e frequentemente é detectavel de 6-10 semanas apds a infecgdo. Sua
presenca indica que o individuo pode transmitir o virus e sua persisténcia por mais de 24
semanas € indicativo de hepatite crénica; 2) HBeAg - é produzido nos hepatdcitos durante a
replicacdo viral, sendo assim, sua presenca indica replicacdo viral ativa ou alta infecciosidade.
Pode persistir até 10 semanas na fase aguda e em pacientes cronicos este marcador é associado
a um mau prognostico, que reflete na manutencédo da infecgdo viral e maior taxa de infecgéo;
3) HBCcAg - € um antigeno intracelular que ndo pode ser detectado no soro; 4) anti-HBs — é um
anticorpo protetor que confere imunidade ao HBV. Estd presente no soro apds o
desaparecimento do HBsAg, sendo indicador de cura e imunidade. Esta presente isoladamente
em pessoas vacinadas; 5) anti-Hbe - é detectado apds o desaparecimento do HBeAg, muitas
vezes no auge da doencga clinica e € um marcador sorologico favoravel durante a hepatite B
aguda, indicando o inicio da recuperacédo; 6) anti — HBc IgM — sua presenca indica infeccéao
aguda ou recente, sendo encontrado no soro até 32 semanas apos a infeccdo; 7) anti — HBc 1gG
- € um marcador de longa duracdo de exposicdo ao HBV, presente nas infeccGes agudas e
crénicas. Os anticorpos anti-HBc IgM surgem no inicio dos sintomas, até 30 dias apds o
aparecimento do AgHBs e em geral sdo detectaveis por cerca de seis meses, enquanto o anti-
HBc IgG permanece detectavel por muitos anos, em geral, por toda vida, e sua presenca marca
uma exposicdo ao HBV no presente ou no passado (BRASIL, 2008b; CDC, 2011;
GONCALVES; CAVALHEIRO, 2006; LIANG, 2009; LOPES; SCHINONI, 2011;
RODRIGUEZ-FRIAS; JARDI, 2008; VAZ; TAKEI; BUENO, 2007).

2.5 Tratamento e Prevencao

O principal objetivo do tratamento é suprimir a replicacdo viral para o nivel mais

baixo possivel, e assim evitar o desenvolvimento de insuficiéncia hepatica, devido a hepatite
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aguda fulminante ou hepatite B crénica com subsequente cirrose hepética, a emergéncia de
carcinoma hepatocelular e a transmissdo do HBV (TILLMANN, 2007).

Atualmente as drogas disponiveis para o tratamento sdo divididas em dois principais
grupos: imunomoduladores — que incluem Interferon alfa (IFN — com duas formulacdes: IFN e
PEG-IFN) e anélogos de nucleotideos/nucleosideos — Lamivudina (LMV), Adefovir (ADV),
Entecavir (ETV), Telbivudina (LdT) e Tenofovir (TDF). A resposta ao tratamento é avaliada
baseada na diminuicdo dos niveis de HBV-DNA no soro, perda de HBeAg com ou sem
soroconversao para antiHBe, perda do HBsAg com ou sem soroconversdo para antiHBs,
normalizacdo dos niveis de ALT no soro e uma diminui¢do da inflamagdo hepéatica (VAN
BOMMEL et al, 2010; YUEN; LAI, 2011).

A eficécia terapéutica também é relacionada ao tipo de genétipo do HBV. Os
genotipos C, D e F sdo, em média, mais patogénicos que 0s outros genotipos e 0s gendtipos A
e B tém melhor resposta a INF (Interferon) que os genotipos C e D (GERLICH, 2013). Um
amplo estudo revelou que a resposta a INF, incluindo soroconversdo do HBeAg, eliminacédo do
HBe e do HBV DNA € melhor no genétipo A, comparado com o D, e a resposta do genotipo B
é melhor do que em C (WIEGAND; HASENCLEVER; TILLMANN, 2008). Outro estudo
apontou que a taxa de soroconversdao do HBeAg apds um ano de tratamento com INF foi
respectivamente, gendtipo A (47%), genotipo B (44%), gendtipo C (28%) e gendtipo D (25%).
A taxa de clareamento do HBsAg foi de 14% para o0 gendtipo A, 9% gendtipo B, 3% gendtipo
C e 2% para o0 gendtipo D (BUSTER et al., 2008). Outros estudos registram que a taxa de
soroconversao é mais alta para o genotipo A do que para 0s outros genotipos, e que 0 genotipo
E tem uma pior resposta ao INF do que os outros genotipos (BOGLIONE et al., 2014; CHEN;
LI; ZHANG, 2013). Outro estudo mostra que diferentes resultados sorolégicos e virologicos
foram obtidos para os diferentes tipos de gendtipos. Durante tratamento com IFN, a diminuigéo
mais rapida dos niveis de HBsAg foi observada nos gendtipos A e B, além da melhor resposta
soroldgica depois da interrupcdo do tratamento. Em adicdo, foi indicado que, no tratamento
com IFN, o geno6tipo C atingiu mais cedo a negatividade para 0 DNA HBV. Ainda no mesmo
estudo, observou-se que o genotipo E apresentou maior dificuldade e o persistiu um maior
periodo de tempo quanto ao tratamento (BOGLIONE et al., 2014).

Quanto a prevencao da doenca, além de obedecer a estrita higiene com todos os
procedimentos invasivos, como a exposicdo de sangue e fluidos corporais, a vacinacdo € a
forma mais importante para a prevencdo contra infeccdes pelo HBV (GERLICH, 2013). A
imunizacéo contra a hepatite B é realizada em trés doses, com um intervalo de um més entre a

primeira e a segunda dose e de seis meses entre a primeira e a terceira dose (0, 1 e 6 meses). A
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vacinacao, apds administracdo do esquema completo, induz imunidade em 90% a 95% dos
casos (BRASIL, 2008b).

Mesmo que a vacinagdo seja a medida mais efetiva para reduzir a incidéncia global
de hepatite B, o caminho para a erradicacdo apresenta alguns obstaculos, entre eles, pode-se
exemplificar, a cobertura vacinal. Dados mostram que globalmente, a cobertura vacinal é de
69%, com a seguinte distribuicio regional: 67% na regido da Africa, 67% na regido Europeia,
87% na regido do Mediterraneo Oriental, 88% nas Ameéricas, 89% na regido do Pacifico
Ocidental e 49% no Sudeste Asiatico (FRANCO et al., 2012). Estudos mostram que a
prevaléncia do anticorpo anti-HBs diminui com o aumento da idade. Registros na China
indicaram que a prevaléncia do anticorpo anti-HBs foi de 71,2% de 1-4 anos, de 55,5% e 57,5%
de 5-9 anos e 10-14, respectivamente (LIANG, 2009). Resultados similares foram registrados
na Africa, onde a prevaléncia do anti-HBs foi de 76,1% de 1-5 anos, 50% de 6-10 e 46,3% de
11-16 anos (AMPONSAH-DACOSTA et al., 2014). Outro fator relevante € a presenca de HBV
mutantes que tem sido detectados em individuos vacinados. Esses virus apresentam uma
alteracdo (mutacéo) no HBsAg, resultando em uma infeccdo que escapa da imunidade induzida
por vacina. Adicionalmente, alguns individuos tem um HBSAg que séo indetectaveis pelas
técnicas atuais de deteccdo de HBsAg. Essas cepas sdo conhecidas como HBV “mutantes de

escape” (KAJIWARA et al., 2008; OSIOWY, 2006).

2.6 Fatores imunogenéticos e Infeccéo pelo HBV

Citocinas sdo proteinas de peso molecular relativamente baixo, sendo, geralmente,
constituidas de uma Unica cadeia polipeptidica. As citocinas representam uma ampla familia de
moléculas (Fator de Necrose Tumoral — TNF; Interleucinas — IL; Interferon — IFN), que
desempenham um papel importante na iniciacdo e regulacdo da resposta imune. Algumas
citocinas sdo também fatores quimiotaticos para tipos celulares especificos e recebem a
denominacdo de quimiocinas (ABBAS; ANDREW, 2005; TUNCBILEK, 2014).

As quimiocinas sdo citocinas quimiotaticas de baixo peso molecular (8-12kDa),
com aproximadamente 70 a 80 aminoacidos de comprimento. Séo classificadas em quatro
subfamilias (CXC, CC, CX3C e C). Essas proteinas direcionam o movimento das células
mononucleares pelo corpo para contribuir com o desenvolvimento de uma resposta imune

adaptativa e a patogénese da inflamacéo. As quimiocinas induzem a migracéo celular e ativacao
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ligando-se a receptores especificos nas células-alvo, denominados receptores de quimiocina
(CHARO; RANSOHOFF; 2006).

Os receptores de quimiocina pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G, e estdo presentes na membrana celular da célula alvo; sdo compostos por cerca de
350 aminoacidos e possuem um peso molecular de cerca de 40kDa. Ainda que reconhe¢cam
mais de uma quimiocina, os receptores estdo frequentemente restritos a uma Unica subfamilia.
Assim, os receptores podem ser designados como: CXCR1 a CXCR6 (ligacdo as quimiocinas
CXC), CCR1 a CCR10 (ligacao as quimiocinas CC), CX3CR1 (liga-se a fractalcina), XCR1
(liga-se a linfotactina) (ALLEN; CROWN, HANDEL, 2007; GUERREIRO; SANTOS-
COSTA; AZEVEDO-PEREIRA, 2011; MURDOCH; FINNI, 2000; MURPHY et al., 2000).

O figado é constantemente exposto a agentes microbianos do trato gastrintestinal, e
portanto, parece ter adquirido um mecanismo especializado que previne uma superativacao do
sistema imune inato e adaptativo, induzindo um ambiente bastante tolerogénico. Isto envolve
células imunes que podem ser encontradas apenas ou quase que exclusivamente, no figado,
incluindo celulas de Kuppfer (KC), macréfagos residentes do figado, células Natural Killer
(NK) e células T Natural Killer (NKT). Além disso, as células estreladas hepaticas (CSH),
hepatocitos, células dendriticas (DC) e KCs podem agir como celulas apresentadoras de
antigenos. Este ambiente especial também impacta o recrutamento ativado por quimiocinas das
células imunes no figado, sob condicGes inflamatérias (TIEGS; LOHSE, 2010; WASMUTH;
TACKE; TRAUTWEIN, 2010).

A interacdo quimiocina X receptores de quimiocina sdo provavelmente importantes na
hepatite viral crénica, onde as células T sdo recrutadas para o parénquima hepatico, afim de
mediar o clareamento de hepatdcitos infectados com o virus da hepatite (AHN et al., 2006). A
atracdo das células T para o figado é controlada por quimiocinas, que sdo secretadas pelas
células infectadas e interagem com seus receptores, como 0 CCRS5, expresso nas células T
recrutadas.

A resposta imune inicial contra o HBV promove a morte das células infectadas pelo
virus e a secrecdo de citocinas antivirais pelas células da imunidade inata. Entretanto, o controle
da infeccdo ndo é alcancado nesse estagio de resposta ao HBV. A resposta imune mediada pelas
células T é apontada como fundamental para a eliminacdo do virus e a resolucdo da doenca.
Uma resposta bem sucedida ao HBV é o resultado da atividade especifica antiviral das células
T citotdxicas, que eliminam as células infectadas, e mecanismos néo-citoliticos exercidos pelas
citocinas liberadas pelas células T e ndo-T infiltradas. As citocinas sao capazes de suprimir a

expressao e a replicagdo viral, mediando o controle da infecgdo sem causar a morte das células
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infectadas. A evolucdo da infeccdo para cronicidade estd associada a uma resposta imune
humoral fraca ou indetectavel (FERRARI et al., 2003; GUIDOTTI et al., 1999; RIBEIRO;
VISENTAINER; MOLITERNO, 2007).

Alguns estudos tém avaliado a influencia dos fatores genéticos na producdo de citocinas
por células do sistema imune (RIBEIRO; VISENTAINER; MOLITERNO, 2007; ROUHOU et
al., 2011). Varios polimorfismos nas quimiocinas e receptores de quimiocinas tem se mostrado
importante na patogénese da infeccdo viral, seja modulando a resposta virolégica ou
influenciando a gravidade da lesdo hepatica (CHARO; RANSOHOFF; 2006; PROMRAT;
LIANG, 2003; WALD et al., 2007). Estudos sobre os polimorfismos nos genes de citocinas
apontam para o papel dessas mutacdes na evolucdo da infeccdo pelo HBV, variando desde a
patogénese de hepatite fulminante (LEIFELD et al., 2002) até sua acdo na inibigéo da replicacdo
viral (CHEN et al., 2005).

2.6.1 - O gene CCR5

O CCR5 é uma receptor de quimiocina CC acoplado a proteina G, que tem como
ligantes CC, o CCL3, CCL4 e CCL5. Esse receptor é expressado por linfocitos CD8*, células
NK, macréfagos, fibroblastos, células endoteliais, células dendriticas imaturas, granulocitos e
linfocitos Thl, tendo papel na migracdo e ativacdo dessas células para o local de infeccéo,
inflamacéo ou lesdo (ARABABADI et al., 2010c; BALISTRERI et al., 2007; WU et al., 1997).
Sabe-se que o CCR5 desempenha um importante papel na ativacdo da imunidade celular e
migracao em resposta a infec¢des, incluindo hepatite B (ARABABADI et al., 2010a).

O gene que codifica 0 CCR5 esta localizado na regido p21.3 do cromossomo 3
humano e consiste de uma Unica regido aberta de leitura produzindo um unico transcrito. Uma
delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32) nesse gene leva a um alelo funcionalmente nulo.
InvestigacBGes prévias mostraram que esta delecdo é polimdrfica em diferentes populactes
étnicas e geogréaficas, e que a mutacdo resulta em uma proteina disfuncional e com sua
expressao diminuida. Individuos heterozigotos para a delecio (CCR5A32/+) tem niveis
substancialmente reduzidos de CCR5 na superficie celular comparados com aqueles que sao
homozigotos para o alelo CCR5 normal (+/+). Estudos anteriores indicaram que a dele¢do
CCR5A32 foi identificada em 10-15% de caucasianos (ABOUSAIDI et al., 2011; AL-
ABDULHADI; AL-RABIA; WO, 2010; LIU et al., 1996; WU et al., 1997).
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O CCR5 tem importante papel nas infecgdes virais. Tem sido documentado que o

CCR5 é co-receptor do HIV e facilita a entrada do virus nos linfocitos T CD4. A mutacéo
CCR5A32 também tem uma correlacdo negativa com o desenvolvimento da AIDS (Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida), portanto, 0 CCR5 parece desenvolver um papel importante no
desenvolvimento da AIDS em pacientes infectados pelo HIV. Em contrario, o CCR5 tem papel
protetivo contra outros virus como Influenza, citomegalovirus e hepatite C (COENEN;
NATTERMANN, 2010; DAWSON et al., 2000; LAI, 2012; SHEPPARD et al., 2002;
VOMASKE et al.,, 2012). Alguns estudos tém focado na investigagdo do papel dos
polimorfismos do gene CCR5 no curso da infecgdo pelo HBV e existem relatos que registram
a presenca de uma associacdo entre o receptor CCR5 e a persisténcia da infeccdo pelo HBV
(AHMADABADI et al., 2013; SANCHOOLI et al., 2014). Em contraste, tem sido proposto
que o CCR5 néo funcional (CCR5Delta32) esta associado a recuperacgéo da infeccdo aguda pelo
HBV devido ao desenvolvimento de uma resposta vigorosa das células T (REHERMANN et
al., 1996).

Estudos apontam que, as células NK, o principal tipo de célula imune envolvida contra
0 HBV, tem sua atividade 6tima quando mediada pelo ligante CCL5, e consequentemente, pelo
receptor CCR5. Junto com as citocinas, CCL induz proliferacéo e ativacédo das células NK para
a forma de células NK ativadas por quimiocinas, que destroem os hepatocitos (AJUEBOR,;
CAREY; SWAIN, 2006; FISICARO et al., 2009; YANG et al., 2009).

Tem sido mostrado que as células T CD4 positivas tem a expressdo de CCR5 aumentada
na hepatite B aguda quando comparada com a forma cronica (TREHANPATI et al., 2009).
Achados anteriores indicam que os niveis de expressdo do CCR5 pelas células NK e pelos
linfocitos T citotoxicos foram diminuidos em pacientes infectados com HBV oculta
(ARABABADI et al., 2010a, 2010b), portanto, o estado de expressdo do CCR5 nessas células
podem influenciar na resposta imune durante uma infeccéo. E provavel que o CCR5 seja um
regulador chave da resposta imune ao HBV e que sua expressao parece ser deficiente em
pacientes infectados (SANCHOOLI et al., 2014). A frequéncia de heterozigose do gene
CCR5A32 ¢ mais alta em pacientes com hepatite B cronica que em controles, que mostra a
relacdo desse polimorfismo com a suscetibilidade a desenvolvimento de doenca hepética
relacionadas ao HBV. A frequéncia do alelo CCR5 +/- (heterozigoto) é mais alta em pacientes
com HBYV cronica do que em sujeitos saudaveis, enquanto o alelo CCR5 +/+ é mais comum em
pacientes com doenca hepética grave do que em casos leves (SUNEETHA et al., 2006;
TUNGCBILEK, 2014).
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Nos diferentes registros, existem dados controversos sobre a associacdo dos
polimorfismos do receptor CCR5, entre eles o Delta32, com a histéria natural, gravidade da
doenca e resposta ao tratamento antiviral (KHORRAMDELAZAD et al., 2013; GOEL et al.,
2013). Ganzcac e colaboradores (2008) registraram que esta mutacdo ndo é prevalente em
pacientes com infeccdo hepatica cronica. Registros de Li e colaboradores (2011) indicam que a
mutacdo também ndo foi associada com a reinfeccdo pelo HBV em pacientes pos-
transplantados. Um estudo na populacao da Coreia revelou que a mutagdo CCR5A32 nao esta
associada nem a persisténcia nem a cura da infeccdo pelo HBV (AHN et al., 2006).
Contrariando estes resultados, dois estudos feitos na populagdo dos Estados Unidos, mostraram
que a mutagéo esta correlacionada com uma reducdo no risco de desenvolvimento de HBV
crénica (THIO et al., 2007, 2008). Outro estudo de pacientes indianos revelou que a mutacao
no gene CCRS5 esta fortemente associada com a infecgéo cronica pelo HBV (SUNEETHA et
al., 2006). Estas discrepancias nos estudos citados acima devem refletir as diferencas na
populacdo avaliada em termos de padrdo genético, bem como fatores epigenéticos
(SANCHOOLI et al., 2014).



41

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estabelecer o perfil epidemiolégico, molecular e filogenético dos virus da Hepatite
B circulantes e o papel do polimorfismo do gene CCR5, em pacientes no estado de Roraima.

3.2 Objetivos Especificos

a) Realizar o sequenciamento parcial (gene S) para a analise dos genétipos e subgendtipos
circulante na populacdo HBV crénica (2013-2016);

b) Caracterizar filogeneticamente as cepas do HBV circulantes (2013-2016), procurando
inferir provaveis origens evolutivas e padrdes de dispersao viral,

c) Descrever o perfil epidemiolégico dos portadores de Hepatite B cronica na populacéo
estudada, no periodo de 2013-2017;

d) Detectar a frequéncia dos polimorfismos do gene CCR5 (CCR5A32), na populacédo

HBV crdnica analisada e populagédo controle.
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4 RESULTADOS

4.1 Capitulo I - Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de pacientes infectados com o

virus da hepatite B no estado de Roraima, Brasil.

O artigo 1 refere-se ao objetivo especifico ¢) desta tese. Este artigo encontra-se em fase de
organizacdo para submissdo a publicacdo na Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical.
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Caracteristicas epidemioldgicas de pacientes infectados com o virus da hepatite B no

estado de Roraima, Brasil.

Resumo

A hepatite B € uma doenca de distribuicdo universal e representa um importante problema de
salde publica na regido Amazodnica, que € considerada como area hiperendémica. No estado de
Roraima, a hepatite B ocupa o segundo lugar entre as hepatites virais, mas ha uma escassez de
estudos epidemiolégicos em nivel local. O objetivo deste estudo foi determinar o perfil
epidemioldgico dos pacientes portadores de HBV do estado de Roraima, entre os anos de 2013-
2017. Os participantes foram abordados no momento em que realizavam a coleta de sangue
para verificacdo da carga viral e responderam a um questionario epidemiolégico. As
informacdes foram armazenadas em um banco de dados e as analises estatisticas realizadas pelo
programa Biostat 5.0. Foram estudados 256 pacientes; observou-se uma maior frequéncia de
casos do sexo masculino (56,25%), a faixa etaria predominante foi de 31-50 anos (54,29%),
45,31% eram da racga parda, 29,68% apresentavam ensino fundamental incompleto, 44,53%
eram casados e 66,40% eram residentes na capital Boa Vista. Em relacdo a provavel
fonte/mecanismo de infec¢éo, a transmissao sexual ocorreu em 26,97% dos casos. Em 28,12%
dos envolvidos, a vacinacao foi informada como ignorada, e entre 0s que apresentaram a
informacao, o esquema vacinal completo representou 25%. Quanto ao contato com portador de
HBV, 51,56% ndo apresentavam nenhum contato, e entre 0s que apresentavam, 53,12%
indicaram contato ocupacional. A carga viral detectavel <2000 Ul/mL foi encontrada em
57,81% dos pacientes, 51,13% estava em tratamento e, entre os medicamentos, o mais frequente
foi Tenofovir, com 56,04%. O perfil epidemiolégico dos portadores de HBV representa uma
importante ferramenta de vigilancia e permite um melhor entendimento dos mecanismos que

possam estar permitindo a disseminacao da doenca na populacéo.

Palavras-chave: Epidemiologia; virus Hepatite B; Roraima.
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Introducéo

A Hepatite B € uma doenca viral infecciosa responsavel por uma significante morbidade
e mortalidade humana, em todo o mundo (SOUTO, 2016). Globalmente, estima-se que 257
milhdes de pessoas estejam infectadas com o virus da Hepatite B. Em 2015, a hepatite B foi
responsavel por 887.000 mortes, a maioria por complicagdes, incluindo cirrose e
hepatocarcinoma (OMS, 2018). O virus da Hepatite B (HBV) pode ser transmitido através de
contato com sangue, exudatos, e outros fluidos corporais, como sémen e secrecdo vaginal. As
rotas naturais de transmissao sdo as principais responsaveis pela alta prevaléncia da doenca,
incluindo transmissdo sexual, vertical (perinatal, de mde para recém-nascido) e horizontal
através da exposicao ambiental em casa, prisdes e outras instituicdes de confinamento (Souto,
2016). A vacinagdo é a maneira mais eficiente de prevencédo da hepatite B, entretanto, a taxa de
infeccdo pode ser reduzida através de uma modificagcdo do comportamento e melhorando a
educacdo individual (ALAVIAN; FALLAHIAN; LANKARANI, 2010). Em 2015, a cobertura
global com a terceira dose da vacina contra hepatite B atingiu 84%, e a cobertura global da
vacina contra hepatite B no momento do nascimento foi de 39% (OMS, 2018). De 1999 a 2017,
foram notificados pelo Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (Sinan) 587.821
casos confirmados de hepatites virais no Brasil. Destes, 218.257 (37,1%) sdo referentes aos
casos de Hepatite B, que representa a segunda maior causa de 6bitos por Hepatites Virais no
pais (BRASIL, 2018). No final do século 20, o Brasil foi classificado como uma regido de
endemicidade moderada. No entanto, analises detalhadas mostraram uma distribuicdo
altamente heterogénea da doenca no Brasil, no qual a prevaléncia da Hepatite B aumentava das
regides Sul para o Norte do pais. Entre os estados da regido Norte, Acre, Amazonas, Roraima,
Ronddnia e Pard, tem a mais alta endemicidade do pais (SOUTO, 2016). De 2013 a 2015, as
taxas de incidéncia da doenca foram de, 18,4, 22,7 e 17,6, respectivamente. No ano de 2016, o
estado de Roraima registrou um total de 118 casos confirmados de Hepatite B, representando
uma taxa de incidéncia de 22,9 casos para cada 100 mil habitantes. Além disso, a capital de
Roraima, Boa Vista, estava entre as cinco capitais com maiores taxas de incidéncia. Ja no ano
de 2017, o numero de casos confirmados caiu para 74, representando uma taxa de incidéncia
de 14,4 por 100 mil habitantes (BRASIL, 2017; 2018). O objetivo deste estudo foi determinar
as caracteristicas epidemioldgicas de pacientes diagnosticados com Hepatite B e acompanhados

pelo sistema publico de satde no estado de Roraima.
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Material e Métodos

Este trabalho foi conduzido como um estudo epidemioldgico descritivo, envolvendo
pacientes com sorologia positiva para 0 HBV, que realizaram a coleta de sangue para carga
viral no ambulatério do Laboratério Central de Saude Publica de Roraima (LACEN/RR), 6rgédo
estadual de referéncia para varios agravos de interesse em satde publica, entre elas as Hepatites
Virais, cabendo ao laboratério de estudo de Hepatites Virais, receber as solicitagdes de exames
confirmatorios e realizar as coletas de sangue dos pacientes oriundos de todos os 15 municipios,
incluindo a capital Boa Vista, onde 63,53% da populacdo do estado estd concentrada (IBGE,
2018). Os pacientes foram acompanhados de Janeiro de 2013 a Dezembro de 2017, totalizando
390 amostras. Os critérios de inclusdo foram: paciente com sorologia positiva para HBV;
portadores de Hepatite B crénica em tratamento ou ndo; ter idade superior a 18 anos. Os critérios
de exclusdo foram: ter idade inferior a 18 anos; ser portador de HCV, HDV e HIV. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Roraima
(protocolos 121005/12 e 1.134.336 /2015)

Os individuos foram convidados a participar do estudo, onde inicialmente foi dada uma
informacao prévia sobre os objetivos e metodologia da pesquisa. Apos o0 aceite, cada voluntario
leu e assinou 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) em que 0 mesmo permitia
que o pesquisador aplicasse um questionario de abordagem e realizasse a coleta de sangue, de
forma confidencial. No TCLE, constavam informacdes como: objetivo da pesquisa,
esclarecimentos sobre como serdo realizados os procedimentos de coleta, assim como 0s
beneficios gerados pela sua participacdo. Apos assinar o0 TCLE os pacientes responderam a um
questionario, que apresentava questdes relacionadas ao individuo (sexo, idade, estado civil,
naturalidade), caracteristicas socioecondmicas (nivel de escolaridade, ocupacgdo), possiveis
fatores relacionados a transmissdo da hepatite B (procedimento médico e cirargico, habitos de
higiene, uso de drogas e comportamento sexual) e fatores relacionados a doenca (ano do
diagndstico, presenca dos sintomas, tipo de tratamento, biopsia). A partir dos prontuarios,
quando possivel e dependendo das informacbes que eram registradas pelos médicos
especialistas, foram obtidas informacdes sobre os resultados sorologicos, carga viral, dados
clinicos de tratamento, resultados das biopsias hepaticas e pesquisa do anti-HVC, anti-HDV e
anti-HIV.

No momento da entrevista, para a coleta de dados do questionario, alguns pacientes se
recusaram a responder o questionario, mesmo realizando a coleta e autorizando a busca de

dados nos prontuérios. Nesses casos, todas as informag6es foram dadas como ignoradas.
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As informacdes coletadas foram armazenadas em um banco de dados usando o software
Excel 2003 (Microsoft Office). Para as analises estatisticas, foi utilizado o programa BioEstat
5.0 (AYRES et al., 2008). Os dados foram analisados por meio de estatistica descritiva ou pelos
testes Exato de Fisher, Mann-Whitney, Qui-Quadrado de aderéncia e tabela de contingéncia
(2x3 ou 2x4). Para os dados paramétricos, o teste t foi utilizado para comparar valores de médias
entre dois grupos. A associagdo entre variaveis qualitativas foi determinada usando Odds ratio
(OR) com intervalo de confianca de 95% (1C95%). Os resultados com valor p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

Resultados e Discussao

A populacdo do estudo foi composta por 390 amostras positivas para 0 HbSAg,
agudos ou portadores cronicos. Deste quantitativo, foram excluidas 134 amostras duplicadas
que representavam diferentes coletas de um mesmo paciente ao longo do acompanhamento das
coletas de sangue, o que resultou em 256 pacientes. Destes (tabela 1), 144 (56,25%) eram
homens e 112 (43,75%) eram mulheres, sendo observado uma diferenca entre os dois grupos,
indicando que a doenca afetou mais aos homens do que as mulheres, durante o periodo estudado
(X?=4,00; p= 0,0455).

Tabela 1 — Distribuicdo dos casos de Hepatite B em Roraima segundo o género

Sexo Feminino % Masculino % Total p
112 43,75 144 56,25 256 0,0455

" Teste X? de Aderéncia

Resultados similares foram encontrados por Cruz e colaboradores (2009), que
realizaram um estudo epidemiolégico em um servico de satde publica do estado de S&o Paulo,
e analisaram um grupo de 112 portadores de hepatite B, encontrando uma predominancia dos
casos entre o individuos do sexo masculino, correspondendo a 62,5% dos casos, indicando uma
diferenca estatistica em relacdo ao sexo (p<0,01). Um estudo investigando 60 pacientes
infectados por HBV, provenientes do Hospital Universitario da Universidade Federal de
Pernambuco, indicou que 39 (65%) eram homens e 21 (35%) eram mulheres (MOURA et al.,

2013). Um outro estudo realizado na cidade de Manaus (AM) também indicou uma alta
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frequéncia de casos de hepatite B em homens (70,2%), enquanto que em mulheres a ocorréncia
dos casos representou 29,8% (ARAUJO, 2004). Também no estado do Amazonas, Crispim e
colaboradores (2014) analisaram grupos de individuos HBsAg positivos de dois municipios
distintos (Manaus e Eirunepe) e encontraram duas distribui¢cbes diferentes nos grupos
estudados. Os homens prevaleceram na cidade de Manaus, enquanto as mulheres predominaram
entre os participantes de Eirunepe (p<0,0001). A andlise de 529 pacientes recrutados no
Hospital Universitario de Ribeirdo Preto registrou 65% de individuos do sexo masculino. Ainda
relataram que 51/65 (78%) pacientes que apresentaram cirrose eram homens (p=0,0001),
demonstrando a associagio entre 0 sexo masculino e esta forma de doenca hepatica (CHACHA
et al., 2011). Ainda corroborando com nossos dados, Justino e colaboradores (2014),
descreveram o perfil epidemioldgico de 125 pacientes portadores de HBV da cidade de Natal —
RN, observando uma prevaléncia maior de casos entre o sexo masculino (77,85). No Brasil, do
total de casos de Hepatite B notificados de 1999 a 2017, 118.820 (54,4%) ocorreram entre
homens (BRASIL, 2018). Diferindo dos resultados desta pesquisa, Gusatti e colaboradores
(2015), que investigaram 202 pacientes atendidos no ambulatdrio de hepatites virais, na cidade
de Chapecd, Santa Catarina, encontraram a taxa de homens e mulheres quase idénticas (54,5-
45,5%). Outro estudo realizado por Nicolau e colaboradores (2017) investigou a situacao
epidemiologica da hepatite B em Recife, e indicou que entre os 988 casos confirmados, as
mulheres foram mais acometidas que os homens, com uma incidéncia de 591 (59,8%) casos,
contra 397 (40,2%). Dados recentes demonstram que no Brasil, o sexo feminino apresenta
uma exposicdo mais precoce ao virus, porém, o periodo maximo de exposi¢ao € menor gue nos
homens, o que resulta em um menor nimero total de casos entre as mulheres. Na regido Norte,
assim como o restante do pais, o sexo feminino também apresenta uma exposi¢cdo mais precoce
ao virus, porém, diferente do restante do pais, com menor diferenca quanto ao periodo de risco
méaximo em rela¢do ao sexo masculino. Assim, na regido Norte, 0 sexo feminino concentrou a
maioria dos casos no periodo de 2004-2014 (BRASIL, 2015).

Em relacdo a idade, a médiaxzDP da populacdo estudada foi de 43+£11,5 anos. A faixa
etaria (tabela 2) predominante foi a de 31-50 anos, representando 54,29% do total (X?= 135,969;
p<0,0001), seguida da faixa etéaria de 51 anos ou mais (25%) e a menos prevalente foi a faixa
etaria de 18-30 anos, que englobou 14,84% dos individuos. Essa prevaléncia também foi
observada quando se considerou as faixas de idade por sexo, nas mulheres representou 50%
(X?= 46,00; p<0,0001) e nos homens 57,63% (X?= 95,16; p<0,0001).
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Tabela 2 — Distribuicdo dos casos de Hepatite B em Roraima segundo faixa etéria

Idade Feminino % p* Masculino % p* Total % p”
18 - 30 24 21,42 14 9,72 38 14,84

31-50 56 50  <0,00001 83 57,63  <0,0001 139 54,29 <0001
51-+ 26 23,2 38 26,38 64 25

Ignorado 6 5,35 9 6,25 15 5,85

Total 112 144 256

"Teste X? de Aderéncia

Nossos resultados estdo de acordo com a maioria dos estudos de outras regides do
pais, que também mostraram que grande parte dos individuos se encontravam nesta faixa etéria
(ANASTACIO et al., 2008). A média de idade dos casos de infec¢io por hepatite B no pais em
2015, foi de 35,54 anos (BRASIL, 2015). No ano de 2017, o maior percentual de casos
notificados se concentrou entre individuos de 30 a 44 anos (36,8% dos casos). No entanto,
quando consideramos a faixa etaria por sexo, encontramos dados diferentes de nossos
resultados, uma vez que os casos detectados em individuos do sexo masculino concentraram-
se em individuos de 60 anos ou mais (14,2%) e entre 0s 35 e 39 anos (13,8%). Ja entre as
mulheres, a maioria dos casos detectados concentraram-se entre aquelas de 25 a 34 anos de
idade (26,7%) (Brasil, 2018). Dados do Ministério da Saude (2012) indicaram que no Brasil, a
taxa de deteccdo de casos de hepatite B € maior no sexo feminino entre os 15 e 29 anos de
idade, e no sexo masculino em menores de 10 anos e maiores de 30 anos. No Brasil, em 2010,
observou-se uma maior taxa de deteccéo por 1000.000 habitantes, na faixa etaria de 35-49 anos
(11,4), em 2017, as maiores taxas de deteccdo foram observadas em individuos entre 35 e 59
anos, cerca de 11 casos para cada 100.000 habitantes (BRASIL, 2012; 2018). Esses resultados
se devem provavelmente aos programas nacionais de imunizacdo. Entre 1990 e 1992, nos
diversos estados que compreende a regido Amazonica, a vacina contra o HBV foi integrada no
programa Nacional de Imunizacao (PNI). A partir de 1990, a vacina passou a ser oferecida pelo
Sistema Unico de Satde (SUS). Desde 1998, o PNI recomenda que criancas a partir do seu
nascimento, sejam vacinadas contra a Hepatite B. Em 2001, a faixa etéria de imunizacédo foi
ampliada para 19 anos de idade, em 2011 para 24 anos e em 2012, foi estendida para 29 anos
(FONSECA, 2007; PIMENTEL; SCHINIONI; FREIRE, 2012; BRASIL, 2012). Em Roraima,
a cobertura vacinal da vacina hepatite B acumulada no periodo de 1994-2011 atingiram 90,2%

da populacdo de 1 a 29 anos de idade. No grupo etéario de 1 a 19 anos ficou em 100,3%,
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decrescendo para 58,97% no grupo de 20 a 24 anos e 31,66% no grupo de 25 a 29 anos
(BRASIL, 2011).

Quanto a raca (tabela 3), verificou-se que a raga parda representada por 45,31% do
total de pacientes do estudo, prevaleceu em relagdo a outros grupos étnicos (X?=189.35;
p<0,0001), fato também observado quando analisamos 0s sexos separadamente, a raca parda
nas mulheres representou 52,67% (X?=114,5; p<0,0001) e nos homens 39,58% (X?=85,75; p<
0,0001). Nossos resultados corroboram com estudos prévios, que indicaram para a regido Norte,
um maior nimero de casos notificados entre pardos (73,8%) (BRASIL, 2012). Similar aos
nossos resultados, Barros e colaboradores (2014) analisaram 133 pacientes com hepatite B
crénica no estado do Maranhdo e 66% pertenciam a raca parda. Diferente de nossos resultados,
Cruz e colaboradores (2009) encontraram em seus estudos epidemiol6gicos na regido Sudeste
do pais uma distribuicdo de 75,7% de pacientes HBV pertencentes a raca branca (p = 0,06) e
apenas 9,7% pardos (p=0,18). Ademais, em 2017, o pais registrou maior concentracdo entre as
pessoas de raca/cor branca (46,5%), seguida da parda (41,2%), preta (10,1%), amarela (1,5%)
e indigena (0,7%) (BRASIL, 2018). No Brasil, existe uma populagéo altamente miscigenada e
em Roraima, esse padrdo ndo e diferente do restante do pais. Com relagéo a etnia, na América
Latina, a infec¢do pelo HBV tem sido mais frequente em brancos e pardos (TANNO; FAY,
2005).

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos de Hepatite B em Roraima segundo raga/cor

Raca Feminino % p* Masculino % p* Total % p*
Branca 17 15,17 24 16,66 41 16,01

Parda 59 52,67  <0.0001 57 39,58 <0001 116 45,31  <0,0001
Preta 9 8,03 22 15,27 31 12,10

Indigena 7 6,25 7 4,86 14 5,46

Amarela 2 1,78 0 0 2 0,78
Ignorado 18 16,07 34 23,61 52 20,31

Total 112 144 256

"Teste X? de Aderéncia
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Os resultados relacionados ao nivel de instrucdo (grafico 1) mostraram que a maior parte
(29,68%) dos pacientes envolvidos, tinham ensino fundamental incompleto (X?= 183,81;
p<0,0001), em oposi¢do aos individuos que declararam ser analfabetos ou, ainda, ter ensino
médio incompleto ou superior incompleto, os quais, nos trés casos, apresentaram 0 menor
percentual, respectivamente, 0,78%, 3,12% e 3,12%. Dados similares foram encontrados por
Santos e Morais (2017), quando definiram o perfil epidemiol6gico e sociodemografico de 90
individuos infectados com hepatite B no municipio de Vitoria da Conquista — BA, e observaram
que 35,96% da populagéo analisada apresentavam ensino fundamental incompleto. Dados do
pais, entre 0s anos de 2007-2017 indicaram que a maioria dos casos ocorreram em pessoas que
tinham entre a 5% e 82 série incompletas (17,5%) e o menor percentual entre aquelas com
superior incompleto (1,8%) (BRASIL, 2018). O nivel socioeconémico e cultural da populagdo
influencia diretamente na sua percepcao do processo saude-doenga, e consequentemente sua
qualidade de vida. A baixa escolaridade € um fator importante pois atraves da falta de
conhecimento sobre as ISTs (Infeccdes Sexualmente Transmissiveis) e suas formas de
prevencdo, o individuo pode contrair a infeccdo (CARLO et al., 2008; SANTOS; MORAIS,
2017).

Grafico 1 — Distribuicao dos casos de hepatite B em Roraima por nivel de escolaridade
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Em relacdo ao estado civil (tabela 4), houve uma predominancia de casos entre 0s
pacientes casados, representando 44,53% do total (X?= 219,82; p<0,0001). Essa prevaléncia

também foi observada quando se considerou o estado civil por sexo, entre 0s homens
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representou 45,13% (X?= 139,08; p<0,0001) e entre as mulheres 43,75% (X?= 83,10;
p<0,0001). Resultados similares foram encontrados por Prestes-Carneiro e colaboradores
(2016), quando determinaram as caracteristicas clinicas, demograficas e epidemioldgicas de
uma coorte de 75 pacientes infectados com HBV em um hospital pablico de Presidente Prudente
- SP e verificaram que a maioria, 41/75 (54,7%) dos pacientes, eram casados. Outro estudo
realizado na cidade de Natal-RN, investigou 125 pacientes infectados com HBV e indicou que
em relacdo a distribuicdo do estado civil houve uma predominancia dos casados (53,63%),
seguidos de solteiros (31,18%) (JUSTINO et al., 2014).

Tabela 4 — Distribuicdo dos casos de Hepatite B em Roraima segundo estado civil

Estado Feminino % p* Masculino % p* Total % p*
Civil

Solteiro 22 19,64 26 18,05 48 18,75

Casado 49 43,75  <0.0001 65 45,13 <00001 114 44,53 <0,0001
Amigado 7 6,25 6 4,16 13 5,07
Divorciado 4 3,57 2 1,38 6 2,34

Vilvo 4 3,57 2 1,38 6 2,34

Ignorado 26 23,21 43 29,86 69 26,95

Total 112 144 256

"Teste X? de Aderéncia

Com relacdo ao municipio de residéncia (grafico 2), foi observado uma predominancia
(66, 40%) de individuos que moravam na capital Boa Vista (X?= 1385,39; p<0,0001), no
entanto, cabe destacar que a propor¢do sem informacao foi de 8,98%, seguido de 6,25% para o
municipio de Caracarai e 5,46% para o municipio de Mucajai. Dados do Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica de Roraima (DVE-RR) para o primeiro quadrimestre de 2016,
registraram gque a maioria dos casos ocorreram no municipio de Boa Vista, seguidos de
Caracarai e Mucajai, na mesma proporcao.

Quanto a provavel fonte ou mecanismo de infeccdo (grafico 3), observou-se que a
maioria dos relatos de transmiss&o (26,97%), ocorreram por transmissdo sexual (X?= 347.405;
p<0,0001), seguida de tratamento odontoldgico (13,48%), compartilhamento de escova de
dente/lamina de barbear/ material de manicure/pedicure (12,21%) e tratamento cirdrgico
(11,95%). Nesta categoria, destaca-se o fato de que 11,45% entre os pacientes investigados essa
informacao foi registrada como “ignorado”. Este dado € preocupante, pois torna a informagao

de provavel fonte/mecanismo de infeccéo subnotificada, dificultando o conhecimento de como
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0S novos casos podem ser evitados, podemos inferir também o desconhecimento de possiveis
fontes de transmissdo do virus da hepatite B, ressaltando a necessidade de mais sensibilizacéo
da populacdo sobre essa doenca. Outro dado da pesquisa, aponta que a maioria dos pacientes
do estudo (51,95%) relataram n&o ter mantido contato sexual com parceiro portador de hepatite
B (X%= 99,71; p<0,0001). Entretanto, a segunda maior frequéncia de respostas para esse
quesito, foi a informagao “ignorado”, abrangendo 43,75% dos casos, novamente podemos

inferir o possivel desconhecimento até mesmo do parceiro quanto a ser portador da doenga.

Gréfico 2 — Distribuicdo dos casos de Hepatite B em Roraima por municipio de residéncia
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Grafico 3 - Distribuicdo dos casos de Hepatite B por provavel fonte/mecanismo de infeccéo
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Concordando com o resultado encontrado neste estudo, Santos e Morais (2017)
verificaram que entre os pacientes portadores de Hepatite B analisados em um municipio
Baiano, a via sexual foi a provavel fonte de infeccéo (64,45%), seguido de tratamento dentério
e cirargico (7,78%). Prestes-Carneiro e colaboradores (2016) determinaram que a maior parte
dos pacientes investigados em seu estudo apresentaram como provavel fator de infeccéo,
tratamento dentéario (41,3%). Duas ou trés décadas atrés, a esterilizacdo de materiais médicos e
dentarios, ndo atendia aos padrdes internacionais, especialmente nos paises em
desenvolvimento, permitindo a propagacdo do HBV. Nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, incluindo a Regido Amazdnica, procedimentos de salde e nosocomial, como
injecOes intravenosas, ataduras e pequenas cirurgias ainda sdo uma importante fonte de infeccao
pelo HBV (OLIVEIRA-FILHO et al., 2010; DANZMANN et al., 2013; PRESTES-
CARNEIRO et al., 2016). Outro estudo de Abreu e colaboradores (2013) também indicou que
entre 0s casos de Hepatite B do Piaui (2007-2010) a via sexual foi a maior fonte de infeccéo,
seguida de tratamento dentario. Assim também, Nicolau e Colaboradores (2017) identificaram
a transmissdo sexual como sendo a mais prevalente entre os pacientes portadores de HBV
analisados. Dados relacionados a provavel fonte/mecanismo de infec¢do relacionada ao Brasil,
0 Boletim Epidemiologico de hepatite virais aponta que, em 2017, observou-se em mais da
metade dos casos notificados no pais (58,5%) a informacao registrada como “ignorada”. No
entanto, entre os casos onde era conhecido o provavel mecanismo/fonte de infeccdo, a maioria
ocorreu por via sexual (21,2%). Préaticas com multiplos parceiros, elevam o risco de infeccao
pelo HBV. Individuos com histéria de atividade sexual com mais de um parceiro em seis meses
apresentam alto risco para exposicdo ao virus (OLIVEIRA et al., 2007). Esses resultados
também podem indicar praticas sexuais inseguras.

Em relacdo a forma como cada paciente ficou sabendo da infeccdo pelo HBV, os
resultados demonstraram que a maior frequéncia (31,64%) foi a triagem soroldgica (X?= 87,78;
p<0,0001), relacionada aos testes rapidos, que tem o objetivo de pesquisar por marcadores da
infeccdo, principalmente quando o paciente apresentava indicacdo da doenca em parceiro
sexual ou em algum membro da familia, ou por estar realizando exames para doacao de sangue.
Nesta categoria a informagdo “ignorado” apresentou a segunda maior frequéncia 23,82%. A
prevaléncia média do HBV no Brasil é em torno de 8% e na Regido Amazdnica é de 21,4%
(BARROS et al., 2008; DIOGO et al., 2012). Uma das medidas profilaticas no controle da
progressdao da hepatite B é o controle soroldgico. Outro dado analisado foi quanto a forma
clinica da doenca, demonstrando que a maior parte dos pacientes (66,40%) apresentaram algum

tipo de sintoma relacionado a infecgdo (X?= 130,60; p<0,0001). Esse resultado concorda com
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0s achados de Santos e Morais (2017) que relataram 76,67% de pacientes apresentando
sintomas. No entanto, difere de Moschetta e Peres (2007), que analisando a epidemiologia do
HBV em individuos de Chapeco- SC relataram que 91,2% eram portadores assintomaticos.
Dois tercos dos individuos infectados apresentam formas assintomaticas e evolui para cura, um
terco tem manifestacGes clinicas e desses, apenas 10% tornam-se portadores crénicos do virus
(BARONE, 2008; LOPES E SCHINONI, 2011).

Quanto a vacinagcdo contra Hepatite B (gréafico 4), observou-se que entre a maioria
(28,12%) (X?=59,51; p<0,0001) dos individuos infectados essa informacao foi registrada como
“ignorado”, dificultando melhores avaliagdes sobre a cobertura vacinal da populacdo estudada.
No entanto, entre aqueles onde a situagdo vacinal era conhecida, 25% apresentaram sistema

vacinal completo, e 15,23% ndo eram vacinados.

Gréfico 4 — Distribuicdo da frequéncia quanto a situacdo vacinal dos pacientes analisados

no estudo
28,13%
H Completa
¥ Incompleta
= Nao vacinado
5,47% o
Desconhece sua situagdo
17,19%
H Desconhece sobre a
8,98% vacina
¥ Ignorado
15,23%

Diferentes fatores constituem barreiras para a vacinacdo: receio quantos aos efeitos
colaterais, falta de percepcéo do risco de infeccdo, auséncia de informacao sobre a transmisséo,
pressdo no trabalho e dificuldades de acesso (ASSUNCAO, 2012). De acordo com o que
encontramos, Santos e Morais (2017) verificaram que em 42,2% dos pacientes portadores de
HBV analisados em seu estudo, a informagdo sobre situacdo vacinal foi registrada como
“ignorada”, 11,11% apresentaram vacinagdo completa e 40% ndo eram vacinados. Por outro
lado, divergente do que encontramos, Abreu e colaboradores (2013) registraram que apenas
11,4% dos pacientes envolvidos na pesquisa realizada no Piaui exibiram cobertura completa,
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24,1% ignorado, e a maior frequéncia, 49, 5%, ndo apresentavam nenhuma cobertura vacinal
contra a doenca. A medida mais eficaz contra a Hepatite B é a imunizagédo ativa da populacao,
com o emprego das vacinas atualmente disponiveis, altamente eficientes e seguras (OSTI;
MARCONDES-MACHADO, 2010; ABREU et al., 2013). A vacinagdo constitui uma das
intervencdes de Saude Pablica mais relevantes, dado seu carater coletivo. Esta estratégia tem
sido muito importante na reducdo da morbidade e da mortalidade por doencgas preveniveis por
imunizacdo, como é o caso da hepatite B, mas € fundamental que as coberturas sejam altas e
homogéneas para quebrar a cadeia de transmissdao (BRASIL, 2001). No Brasil, a vacina contra
hepatite B foi inicialmente disponibilizada para a populacdo da area endémica da regido da
Amazonia ocidental brasileira, a partir de uma campanha de vacinagdo, em 1989. Atualmente,
a vacina contra hepatite B é disponibilizada gratuitamente para todos os individuos menores de
50 anos, e esta indicada em qualquer faixa de idade para gestantes ou individuos em situacédo
de vulnerabilidade: profissionais de salude, coletores de lixo, comunicantes de portadores de
HBV, homens que fazem sexo com homens, mulheres que fazem sexo com mulheres, Iésbicas,
gays, bissexuais, manicures, pedicuros, profissionais do sexo, dentro outros (BRASIL, 2013).
Em Roraima, por ser area endémica para este agravo e ter populacdo pequena, a vacina esta
disponivel para todas as faixas etarias, mesmo as que estejam acima da recomendada pelo
Ministério da Saude (BARROS, 2013).

Quanto ao fato de os pacientes analisados possuirem contato com portador de Hepatite
B, a maioria 51,56%, relatou ndo apresentar nenhum contato (X?= 191,61; p < 0,0001), seguido
de 25% representando aqueles que apresentavam algum contato (sexual, ocupacional ou
familiar/domiciliar) e em 23,43% essa informacao estava como “ignorado”. Dentre os pacientes
que apresentavam algum tipo de contato com portador de Hepatite B, observou-se uma
predominancia (53,12%) da forma ocupacional, seguida de 42,18% para a forma
domiciliar/familiar e 4,68% para a forma sexual (X?= 24,78; p < 0,0001). Varios s&o 0s tipos
de exposicdes que podem trazer risco de transmissdo ocupacional do virus da hepatite B; dentre
eles podemos citar: exposicdes cutaneas e percutaneas, lesdes provocadas por instrumentos
perfurocortantes, contato com pele ndo-integra, exposicdo em mucosas, respingos nos olho,
nariz, boca e mordeduras humanas quando envolvem a presenca de sangue (VIEIRA et al.,
2009). A analise dos riscos ocupacionais exige conhecimento prévio do processo de trabalho.
Esse reconhecimento do contexto laboral possibilita a adocdo de medidas prévias de prevencéao
a acidente de trabalho. A maioria dos profissionais desconhece as formas de transmissdo do
virus da hepatite B, bem como 0 nimero de doses necessarias da vacina para conferir imunidade
(PINHEIRO; ZEITOUNE, 2008). Muitos estudos mostraram que um membro da familia
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infectado aumenta significantemente o risco de transmissdo do HBV (ALAVIAN et al., 2004).
Na Regido Amazobnica, uma gama de estudos demonstram a importancia da transmissao
familiar ou horizontal, caracterizada por contato doméstico, incluindo individuos morando na
mesma residéncia ou em area peridomiciliar. Um desses estudos realizados por Lobato et al.
(2006) demonstrou que em relacdo aos fatores de risco para a infeccdo pelo HBV, o uso
compartilhado de escovas de dentes entre os portadores de HBV e seus familiares foi de 72,7%;
a presenca de pelo menos um portador de HBV entre os membros da familia (pai, mée, irmaos)
foi de 75%; além disso, 73,7% dos parceiros dos individuos analisados foram positivos para o
anti-HBc e 10,4% dos descendentes do grupo analisado foi positivo para 0 HBsAg. Varios
fatores estéo relacionados ao risco de transmisséo intrafamiliar do HBV. Incluindo a exposicao
aos fluidos corporais de uma pessoa com feridas na pele e uso compartilhado de itens de higiene
pessoal como escova de dentes, toalhas, tesouras para unhas e barbeadores (EROL et al., 2003).

Quando analisamos a carga viral (tabela 5) dos individuos envolvidos no estudo,
encontramos uma diferenca significativa, onde a maioria (57,81%) apresentou carga viral
detectavel <2000 UI/mL (X?= 80,37; p < 0,0001), seguido de carga viral indetectavel (29,68%)
e carga viral >2000 UI/mL (12,5%). Nossos resultados s&o similares ao que foi encontrado em
estudo previo de Barros e colaboradores (2014), que realizaram um estudo envolvendo 133
pacientes com hepatite B cronica no estado do Maranhéo e destes 60 (50%) apresentaram carga
viral <2000 Ul/mL. Outro estudo, avaliou 109 pacientes cronicos acompanhados em um
hospital de referéncia do Municipio de Séo Paulo, onde 67% apresentavam carga viral <2000
Ul/mL (LIMA, 2016).

Tabela 5 — Distribuicao da carga viral presente nas amostras de sangue dos pacientes do estudo

CARGA VIRAL >2000 Ul/mL % <2000 Ul/mL % Indetectavel % Total

32 12,5 148 57,81*% 76 29,68 256

“X?=80,37; p< 0,0001

No soro dos pacientes sdo determinados o HBsAg, que significa a presenca do virus,
0 HBeAg, relacionado a replicacdo viral, e 0 HBV DNA, que em dosagem quantitativa,
representa a carga viral. A quantificacdo do HBV DNA é util para determinar se ha replicacdo
viral em portadores crénicos de HBsAg, para decidir na indicacdo de tratamento, bem como
monitorar sua resposta. De acordo com a primeira norma internacional para HBV DNA a carga
viral do HBV ¢ expressa em unidades internacionais por mL (Ul/mL), com um indice de

conversao de 5,26 cdpias por mL (BRASIL, 2010). Desde o inicio da inclusdo dos niveis da
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carga viral, no estudo dos pacientes com hepatite B cronica, tem-se adotado alguns critérios
para definicdo de elevada ou baixa carga viral do HBV. Métodos sensiveis como a PCR em
tempo real, tem sido empregados para essa quantificacdo. Essas técnicas sdo capazes de detectar
limites muito baixos de HBV DNA, entre 250-1000 c6pias/mL (50-200 Ul/mL). Uma carga
viral elevada nos pacientes HBeAg positivos devera ser maior que 20.000 Ul/mL, no HBeAg
negativo, maior que 2000 Ul/mL, e nos portadores inativos, deve estar persistentemente abaixo
de 2000 Ul/mL. Estudos investigaram o papel da replicacdo do virus da Hepatite B como fator
preditivo de progressdo da doenca, demonstrando uma relagdo direta entre a carga viral e a
progressao para cirrose ou hepatocarcinoma. Portanto, a quantificacdo do HBV-DNA é uma
ferramenta importante no manejo com os pacientes de hepatite B cronica. O risco comeca a
crescer significativamente a partir de 10.000 copias/mL (2000 Ul/mL), nivel menor do que o
considerado como de importancia clinica. (TSIANG et al., 1999; ILOEGE et al., 2006;
FERREIRA; BORGES, 2007; SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEPATOLOGIA, 2009).

Como ja citado anteriormente, a maior parte dos pacientes envolvidos no estudo
apresentaram carga viral abaixo do que é considerado como importante para terapéutica. Nossos
dados indicaram que entre os pacientes que apresentaram carga viral detectavel, 20,81%
estavam em tratamento e 51,13% estavam sem tratamento, representando a maioria entre este
grupo (X?= 28,23; p <0,0001). Quanto aos pacientes com carga viral indetectavel, 16,28%
estavam realizando tratamento com antivirais e 11,40% ndo estavam, neste grupo, nao
observamos diferencas entre as frequéncias (X?= 1,61; p = 0,2041), como demonstrado na
tabela 6.

Tabela 6- Distribuicdo dos pacientes com carga viral detectavel e indetectavel e o tratamento

CARGA VIRAL Com Tratamento % Sem Tratamento % Total p*
INDETECTAVEL 36 16,28 26 11,40 62
DETECTAVEL 46 20,81 113 51,13 159 0,0192
Total 82 139 221

* Teste X?— Tabela de contingéncia 2x2; OR= 3,40 1C95% (1,8483-6,2593), p=0,0001

Nesse sentido, analisamos se existia relacao entre a carga viral e a condicao de estar, ou
ndo, em tratamento. Nossos resultados mostraram que a relacdo foi estatisticamente
significativa (X?=5,48; p = 0,0192), indicando que a carga viral esta relacionada ao tratamento,
e o fato da maioria dos pacientes ndo apresentarem nivel de carga viral preditiva para entrar em

terapéutica, aumenta esta frequéncia. Em nosso estudo, os pacientes que estdo sem tratamento
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tem 3,4 vezes mais chance de ter carga viral detectavel, em relacéo aos pacientes que estdo em
tratamento.

Quanto aos tipos de medicamentos utilizados pelos pacientes em tratamento,
independente da carga viral, nossos dados mostraram a monoterapia com Tenofovir como o
mais frequente (56,09%), seguido do Entecavir (36,58%), Lamivudina (6,09%) e Adefovir
(1,21%); (X?>= 66,39; p< 0,0001). Quando consideramos os dois principais medicamentos
utilizados (Entecavir e Tenofovir) na terapéutica e analisamos se as médias de carga viral em
cada grupo tratado eram diferentes, ndo encontramos nenhuma diferenca estatisticamente
significante (U=214; p = 0,78), inferindo, portanto, que os dois principais tipos de
medicamentos utilizados pelos pacientes do estudo ndo interferem de maneira diferente na carga
viral dos pacientes.

O objetivo do tratamento da hepatite B crénica é alcancar a supressao continua da
replicacdo viral e prevenir a progressao para cirrose ou hepatocarcinoma. O tratamento depende
de um conjunto de fatores, como o estagio da doenga, a presenca ou auséncia do antigeno “e”,
0 potencial de resisténcia ao medicamento, e a subsequente incapacidade de utilizacdo do
medicamento, em particular nos estagios finais da doenca crénica do figado (HADZIYANNIS
et al., 2006). A resposta ao tratamento € baseada na reducéo dos niveis de HBV DNA no soro,
perda do HBeAg com ou sem soroconversdo para anti-HBe, perda do HBsSAg com ou sem
soroconversao para o anticorpo HBs, normalizacéo dos niveis de ALT no soro e um decréscimo
da inflamacéo hepatica, por bidpsia do figado (AYOUB; KEEFFE, 2011; YUEN; LAI, 2011).

Atualmente, os tratamentos aprovados para a hepatite B incluem, Interferon-alfa
(IFN), interferon-alfa peguilhado (PEG-IFN), e cinco analogos de nucleos(t)ideos que inibem
diretamente a atividade transcriptase reversa da polimerase do virus HBV, sendo: Lamivudina,
Adefovir, Entecavir, Telbivudina e Tenofovir (AYOUB, KEEFFE, 2011). O protocolo do
Ministério da Saude, preconizava o Interferon e a Lamivudina (LAM), para o tratamento da
hepatite B cronica no Brasil, até Outubro de 2009. Atualmente, estdo incorporados
medicamentos como Adefovir (ADV), Entecavir (ETV) e Tenofovir (TDF) (ALMEIDA et al.,
2012; BRASIL, 2010). A indicacao do tratamento é baseado nos niveis de HBV-DNA e ALT
no soro e na severidade da doenca do figado que é frequentemente analisada por bidpsia
hepética. O tratamento deve ser considerado se 0 HBV DNA exceder 2000 Ul/ml, os niveis de
ALT estiverem acima do nivel normal e se inflamacdo moderada a severa e/ou pelo menos
fibrose moderada for documentada por histologia. O tratamento deve ser iniciado também em
pacientes com ALT normal, se 0 HBV-DNA estiver acima de 2000 Ul/ml e se a histologia
mostrar pelo menos inflamac&o moderada e fibrose (BRASIL, 2010; NIEDERAU, 2014).



59

Conclusao

A descricdo da Hepatite B no estado de Roraima, a partir do perfil epidemioldgico dos
portadores da doenca, pode contribuir para um melhor entendimento da sua relevancia
epidémica local. O questionario epidemiolégico nos permitiu tracar um panorama de como a
Hepatite B esté representada no estado, no entanto, pudemos observar que muitos dos pacientes
nao responderam as informag6es de forma correta, ou ndo quiseram responder ao questionario,
resultando em uma grande parte das informacdes dadas como ignorada. Isso pode levar a uma
subnotificacdo de dados, e mostrar que a situacdo epidemiolégica em Roraima pode ser bem
mais grave do que parece. No entanto, nossos resultados podem ajudar na melhoria dos
programas educacionais sobre o virus e a doenca e nas estratégias de controle, prevencédo e

sensibilizagao.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) infection is a serious global health problem. HBV has a high
viral genetic diversity, with 10 genotypes recognized. In Brazil, the Roraima State is the third
in the Northern region regarding the number of hepatitis B cases. On the other hand, few data
on HBV genotyping and phylogenetic analysis are available. The purpose of this study is to
characterize the HBV genotypes circulating in Roraima State. Of the 113 chronic hepatitis
B patients enrolled in this study, 40 were HBV-DNA positive. A fragment of 280 bp (S gene)
was amplified by PCR and submitted to nucleotide sequencing. A dataset containing the viral
sequences obtained in this study, plus 130 obtained from GenBank was used for genotyping
by phylogenetic analysis. The HBV subgenotype distribution found was AT (62.5%). A2
(7.5%). D2, D3, D4 (2.5%). F2a (12.5%), and F3 (10%). We characterized the genotypes
and subgenotypes of HBV circulating among patients in the State of Roraima. In addition,
our study shows for the first time the HBV/F3 genotype circulating in Brazil. In conclusion,
our findings showed a high diversity of HBV genotypes in Roraima, which is also found in
other Brazilian geographical regions.

KEYWORDS: Hepatitis B. Genotypes. Roraima State. Phylogeny.

INTRODUCTION

Hepatitis B virus (HBV) evolution is driven by a high mutation rate during
replication. estimated to be 1.4-3.2 x 10 nucleotide substitutions per site per
year, which is more than 10-fold higher than other DNA viruses'. This leads to
a high degree of genetic heterogeneity, resulting in ten genotypes (A to J) which
have distinct geographical distribution. HBV genotypes are characterized by a
difference in the nucleotide sequences of 8% or more, whereas differences between
4 to 8% are classified as subgenotypes®. Indeed. most genotypes are now divided
into subgenotypes with distinct virological and epidemiological properties. HBV
genotypes, subgenotypes and mutations in specific regions of the HBV genome
play an important role in the rates of HBeAg and HBcAg seroconversion, viremia
levels, immune escape, emergence of mutants, pathogenesis of liver fibrosis, disease
progression, response and resistance to antiviral therapy. in addition to being
predictive of clinical outcomes®.

Genotype A is mainly found in the North America and Africa. Genotypes B and
C are prevalent in Southeast Asia and the Far East. Genotype D is found worldwide,
mainly in the Mediterranean and Central Asia. Genotypes E and F are prevalent

[®) BY-NC This is an open-acoess article distributed under the Page 1 of 9
terms of the Creative Commons Attribution Licenss.



67

Sousa et al.

in West Africa and among the indigenous peoples of the
Americas, respectively. Genotype G has been reported in
the United States. France, Colombia and Brazil. Genotype
H has been shown to be prevalent in Central and North
America. In addition, two new genotypes. I and J, have
been recently reported in Vietnam, Laos, and Japan*’. In
Latin America, the presence of genotypes F and H is related
to indigenous origins, and genotypes A and D result from
the mixture between European and African populations®.

Overall, genotype A is the most prevalent in Brazil,
followed by genotypes D and F. However, genotypes B
and C have also been detected in some individuals®. Even
though Brazil is as a country with intermediate hepatitis
B endemicity, there is a large heterogeneity between
Brazilian regions. Some studies show that across South
and Southeast of Brazil, less than 2% of the population is
infected with HBV. Towards the North of the country the
incidence increases, and thus the Amazon basin presents a
high prevalence of HBV infection'”.

Epidemiological data'' shows that, among the different
etiological agents of viral hepatitis, hepatitis B is the
second most prevalent in Roraima. According to the
National Immunization Program', even though Roraima
is considered an endemic region and the HBV vaccine is

Figure 1 - Geographic localization of Roraima State, Brazil
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available for all age groups, coverage did not reach the
goal stipulated by the Brazilian Ministry of Health in the
following age groups: less than 1 year with 88.87%, 3 years
94.34%, 15 to 19 years 88.92%, 20 to 24 years 62.69% and
25 to 29 years 61.74%.

Valaydon et al.'® associated mutations in gene S with
resistance to vaccine: however, the correlation between
HBV genotypes, possible mutants and escape from
vaccination is still unknown. Studies suggest that the
infection with HBV in vaccinated children was related to a
wild type of the genotype E'* or to the genotypes B and C'*.

The present study aims to characterize different HBV
subgenotypes circulating in Roraima State, an important
epidemiological issue, especially in a border area. Thus,
our data will probably contribute to a better understanding
of HBV genotypes and subgenotypes dispersion in the
Northernmost region of Brazil.

METHODS

Roraima State is located in the Amazon region
(Figure ). It is the Northernmost and least populated
State of Brazil. It is bordered to the East by the State of
Para and Guyana, to the South and West by the State of

T00 K b
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Amazonas, and to the North by Venezuela. Roraima has
15 municipalities, including the State capital, Boa Vista,
where 63.53% of the State’s population is concentrated'®.

In the study period, from 2013 to 2015. the prevalence
rate of Hepatitis B was 13.9 per 100,000 habitants in 2013;
16.5 in 2014 and 9.29 in 2015. The number of samples
in this study represents 20.3% of the total of 197 chronic
Hepatitis B patients registered in SINAN (Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificacdo) during this period™.

This analysis included whole blood samples collected
from 113 patients with chronic Hepatitis B, defined as the
persistence of the HBsAg for at least 6 months. associated
with the presence of total anti-HBc and non-reagent anti-
HBc IgM. The number of samples analyzed accounts for
71.97% of the total number of patients on therapy during
the entire studied period. Samples were collected at the
Central Laboratory of Roraima State (LACEN/RR) between
January 2013 and March 2016, during a blood test to assess
viral load. HBsAg-positive individuals of both genders aged
18 years or more were enrolled in this study. Subjects signed
an informed consent form prior to sample collection. This
study was approved by the Research Ethics Committee of
the Federal University of Roraima (Protocol N° 121005)
on October 26, 2012.

Genomic DNA of each sample was extracted from
200 pl of whole blood using the QIAamp DNA Blood kit
(Qiagen, USA) according to the manufacturer’s instructions.
HBV DNA amplification was performed by a nested
PCR using type-specific primers for the target region.
The first-round PCR primers amplify a 447 bp fragment
of the S region with primers FHBS! (position 244 to
267: 5'-GAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTC-3"), and
RHBSI (position 688 to 691; 5' GCTAAATKGCACTAG
TAAACTGAGCCA-3’), and the second-round primers
amplify a 417-bp fragment with primers FHBS2 (position
25510 278; 5’-CGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC-3")
and RHBS2 (position 648 to 671: 5'-GCCARGAGAAAC
GGRCTGAGGCCC-3"). PCR amplification was carried
out (unpublished data).

The positive samples were further purified with
polyethylene glycol (PEG) at a final concentration of 20%
according to the protocol used in the genomic platform of
the Leonidas and Maria Deane Institute (ILMD), FIOCRUZ
unit in Manaus. Amazonas. Samples were sequenced
with BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystem. Thermo Fisher Scientific, USA).
The sequencing reaction was analyzed on an ABI 3130
automated sequencer (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, USA). The quality of each electropherogram
and assembly of the consensus sequence was performed
using the Geneious-R6® software. Sequence identity was

Rev Inst Med Trop Sio Paulo. 2018;60-e35

estimated using the BLASTn tool and compared with other
HBYV genomic sequences available at public databases.
Sequences were genotyped by phylogenetic reconstruction
using reference sequences from each HBV genotype
obtained from GenBank (130 in total), comprising 280 bp of
the partial S gene sequence. Bayesian phylogenetic analysis
was conducted using the MCMC method implemented in
MrBayes 3.1.2, using the nucleotide substitution model
(GTR + G), as previously estimated in jModelTest v2.1.3.
Fifteen million generations were enough to reach the
convergence. A non-human primate external sequence was
used as an external group to root the phylogenetic tree. The
maximum clade credibility (MCC) tree was obtained by
summarizing 15,000 trees and was then modified using a
10% burn-in. Effective sample sizes >200, for all estimated
parameters. were obtained after analysis with Tracer v.1.5.
The resulting phylogenetic tree was visualized in FigTree
v1.3.1. Sequences were deposited into the GenBank under
the following accession numbers: KY780240 - KY780279.

RESULTS

In this study. the HBV DNA was found in 40
patients (35.40%). Gender, age, demographical. virology
information, genotype and subgenotype of these patients
are presented in Table 1.

The age average of the patients was 39.6 = 13.7 SD
years, with 21 women and 19 men (X*=0.22, p =0.6394).
Of the total number of individuals analyzed in the study, 37
declared their ethnicity with a majority of 59.4% declaring
to be of mixed ethnicity (mixture of white and black)
(X?=31.75, p <0.0001).

Of the 33 patients who declared their place of birth,
25.8% reported having been born in Boa Vista, capital of
the State of Roraima (X? = 9.645, p = 0.0218). Only one
individual claimed to have been born in Guyana, but he has
lived in Brazil for more than 20 years. Most patients, 67.5%.
lived in the capital Boa Vista (X2 = 4.90, p = 0.0269). All
the individuals presented detectable viral load, with 50%
of them with viral load above 2,000 IU/mL.

When we analyzed the genotypes (Figure 2), we found
a higher frequency of genotype A. corresponding to 70%
of the analyzed samples (X* = 25.55, p <0.0001). For the
subgenotypes, Al was the most frequent one (X? = 71.30,
p < 0.0001), representing 60% of the samples, followed
by subgenotypes A2 = 10%. D2 = 2.5%, D3 = 2.5 %,
D4 =2.5%, F2a = 12.5%, F3 = 10%.

Al genotype was more prevalent among the group
with mixed ethnicity (X? = 9.364, p = 0.0093): genotype
A2 and F2a were equivalent in those with mixed ethnicity
and Caucasians; D1 and D4 were reported only in those
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Table 1 - Characteristics of the 40 chronic hepatitis B patients
included in this study

Parameters P- value®
Patients 40
Age (average=SD) 39,62(+13,74)
Gender [n(%)]
Male 19(47.5) NS*
Female 21(52,5)
Race [n(%)]
White 7(18,9)
Mixed ethnicity 22(59.,4) < 0.0001*
Black 4(10,8)
Indigenous 4(10,8)
Not informed 3
Residence place{n(%)]
Boa Vista (capital) 26(67,5) = 0.0269*
Another Roraima’s 14(32,5)
municipality
Birth place [n(%)]
Boa Vista (capital) 8(25,8)
Another Roraima’s 10(29) =0.0218*
municipality
Another Brazil's state 15(41.9)
Viral load (UI/mL) [n(%6)]
> 2000 20 (50) NS*
< 2000 20 (50)
Genotypes [n(%)]
A 28(70) < 0.0001°
D 3(7.5)
F 9(22,5)
Subgenotypes [n(%)]
A1 24(60) < 0.0001*
A2 4(10)
D2 1(2.5)
D3 1(2.5)
D4 1(2.5)
F2a 5(12,5)
F3 4(10)

a: Teste X? p>0,05; NS- not significant; SD - standard deviation

with mixed ethnicity . D2 only in blacks and F3 only in
the indigenous group.

Phylogenetic tree reconstructions (Figure 2) showed
two distinct clades inside the subgenotype Al. One
clade is predominantly “African™ and includes isolates
from South, East and Central Africa, and the other is an

Page 4 of 9

“Asian-American” clade with isolates from Asia. Somalia,
Caribbean islands and a restricted number of strains from
South America'. Phylogenetic analysis of the subgenotype
Al indicated a posterior probability value of 1, splitting the
“African” and “Asian-American” clades. In the “African”
clade, strains were grouped into clusters previously isolated
in Brazil, Cameroon. Gambia and Nigeria. The “Asian-
American” clade clustered a larger number of analyzed
strains, together with isolates from Brazil, Rwanda, Kenya,
Colombia, Belgium and Martinique.

DISCUSSION

This study reports the geographic distribution of
HBV genotypes in the Brazilian State of Roraima.
Molecular characterization of HBV isolates is invaluable
in establishing HBV evolutionary origins and dispersion
patterns'®. Molecular evolutionary studies to characterize
HBYV in Roraima have an even more vital role, once this
State shares international land borders with Venezuela
and British Guyana, countries where hepatitis B is highly
endemic. The distribution of HBV genotypes varies
across different geographical regions, some are distributed
worldwide, whereas others are more geographically
confined".

The results of genotyping are in agreement with previous
records found in Brazil, showing that genotype A prevails
(28/40 - 70%), followed by genotypes F (9/40 - 22.5%) and
D (3/40 - 7.5%); (X* = 25.55, p < 0.0001)2*22, Recently,
a study involving samples of HBV representing the five
Brazilian regions showed that the genotypes A, D and F are
the main genotypes found in the country®*. The distribution
of genotypes in the Brazilian population is correlated with
its heterogeneous ethnic origin®*, which is an admixture of
European, Native American and African ancestors®.

Genotype A is subdivided into subgenotypes Al to A7.
Among them, Al is highly prevalent in sub-Saharan Africa
and Northern Europe: subgenotype A2 and A3 are prevalent
in Western Africa: A4 and AS were found in sub-Saharan
Africa (Mali, Gambia, Nigeria);: A5 was found in people
of African descent in Haiti®®#’.

In Northern Brazil, genotype A, mainly the subgenotype
Al is predominant and was probably introduced in Brazil
during the slave trade®***. A study carried out in the Western
Brazilian Amazon at Labrea municipality, Amazonas State,
identified the presence of genotypes A (60%), D (35%)
and F (5%)*. Another study on HBsAg-positive blood
performed in Manaus, Amazon Region, Northern Brazil,
showed a high prevalence of genotype A, as well as the
predominance of HBV genotypes A and F.

Previous studies have shown that only two subgenotypes

Rev Inst Med Trop Sio Paulo. 2018:60:e35
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Figure 2 - Phylogenetic analysis of HBV strains isolated in Roraima. The maximum clade credibility (MCC) tree was estimated by
Bayesian analysis of 130 sequences according to the S region (280 bp). The posterior probabilities of the key nodes are shown
above according to the respective nodes. HBV isolates from Roraima are represented in red and were analyzed together with

other worldwide stains.

of genotype A (Al and A2) have been found in Brazil, where
HBV/ALI has been the sole or most prevalent one'®*'3%,
Our results corroborated a phylogenetic study with isolates
from different regions of Brazil, which showed that two
distinct clades have been recognized into subgenotype A1%'.
However. unlike our findings. Brazilian strains grouped into
the “Asian-American” clade only.

Similar results of the split between “African™ and
“Asian-American” clades were also found in a study carried
out in Martinique, which identified most of the sequences as
belonging to the “Asian-American” clade'’. The findings in
our study are probably due to the presence of a highly mixed-
race population in Roraima, which consists of descendants
from different geographic regions in Brazil and abroad.
Also, the sequences in these two clusters did not form a
single clade in the tree and few sequences clustered with

Rev Inst Med Trop Sio Paulo. 2018;60-e35

other Brazilian sequences described above, indicating these
viruses were probably introduced into the State at different
moments. These results are similar to those of previous
studies carried out in the Brazilian States of Rondonia™
and Rio de Janeiro®, which found a large number of HBV
isolates belonging to subgenotype Al. Recently, another
study performed in Para found the genotypes A and F as the
predominant ones in these populations. Genotype A was the
most frequentwith 88.46%. and among the subgenotypes.
Al represented 78.26%. followed by A2 21.74% and the
prevalence of genotype F was 11.54%%,

In contrast, few sequences in this study were grouped
into subgenotype A2, classified as European. which was
supposedly introduced in Europe by Portuguese sailors
traveling along the coastal waters of South Africa during the
15%, 16® and 17" centuries. Some authors have speculated
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that subgenotype A2 has evolved from a subgroup of Al
isolates®. This result corroborates previous findings that
showed low prevalence or inexistence of genotype A2 in
the North and Northeast regions*'®*®. This subgenotype is
found in Europe, the United States, England, Argentina,
Colombia and Spain'®. Considering the geographic
distribution of the two subgenotypes (Al in Africaand A2 in
Europe), the prevalence of A2 in Southern Brazil correlates
with the European origin of the population®'.

Only three sequences were grouped into genotype
D. presenting low prevalence (3/40 - 7.5%). Our study
confirms the low prevalence or absence of genotype D
found in the North and Northeast regions®®*. In contrast, a
study carried out among HBV chronically infected patients
in the State of Rondonia, Northern Brazil, detected a
prevalence of 42.8%®. Another recent study. performed in
the State of Maranhao, located in the Brazilian Northwest
region, showed that genotype D was the most frequent
one (84%; 42/50)*. Lampe et al.** showed that among the
five Brazilian regions, genotype D is the most prevalent
only in the South of Brazil, representing 80% (75/95) of
the analyzed samples in that area. Previous studies have
indicated that genotype D is more frequent in the Southern
Brazilian populations, due to their prevalent European
ancestry resulting from the massive migration of 1872-1975.
The spread of genotype D strains in the Amazon basin is
probably due to the presence of migrants from South and
Southeast Brazil. where genotype D is widespread™*.

Within genotype D, four subgenotypes can be found: D1
occurs mostly in the Mediterranean and Middle East; D2 has
been reported in India, Japan, Europe, and the United States;
D3 has been registered in South Africa, Brazil, Rwanda,
Costa Rica and the United States and D4 in Australia, South
Africa, Somalia, Rwanda and Oceania'®.

The phylogenetic tree showed three D strains
subgenotypes: D2, D3 and D4. These subgenotypes were
also found in previous studies carried out in the Amazon
States of Amazonas® and Rondonia'®, and in the Northeast
State of Maranhao®'. The sequence of subgenotype D4,
isolated in the State of Roraima, formed a clade more
closely related to strains previously isolated in the States of
Rondonia'® and Maranhao®' and also a sequence similar to
a Venezuelan strain®, an HBV endemic country bordering
Roraima, suggesting that these international borders may
become the entry of new HBV genotypes into the country.

The sample designated subgenotype D2 formed a closer
group with previously isolated sequences in Japan and
Brazil. HBV subgenotype D2 was previously described as
prevalent in the South and Central-West regions of Brazil®,
and it may have probably been introduced to Roraima by
immigrants from those regions. The HBV subgenotype D3
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strain was closely related to a Colombian isolate, forming
a monophyletic group and exhibiting a genetic distance
from other previously described Brazilian sequences. This
result suggests that the presence of Colombian immigrants
in the State might have introduced a different HBV strain
into the country. HBV subgenotype D3 is more frequently
found in the North and Central-West regions of Brazil®.
Due to the small number of representative sequences for
each subgenotype of genotype D found in our study, further
studies will be required to confirm these observations.

Genotype F is indigenous to the Americas, therefore
is the most prevalent HBV genotype among Amerindians
of the Amazon basin and Central and South America'®. In
addition, previous studies have indicated that genotype F
is indeed the oldest genotype circulating in the Americas®.
This genotype is highly prevalent in Venezuela®, a region
inhabited by Amerindian populations, supporting the
hypothesis that genotype F is inherent in these groups.
Genotype F is classified into four subgenotypes (Fl-
F4) which are further subdivided into different clades.
Subgenotype F1. which splits into Fla and Flb, is highly
prevalent in Central America, Alaska and Southeast
America: F2 (F2a and F2b) is highly prevalent in Venezuela,
and is also found in Brazil (clade F2a only): F3 is present
in Central America (Panama) and Northern Latin America
(Colombia and Venezuela), and is also present in Brazil
according to our results and F4 is present in Bolivia and
Argentina®.

Unlike other Latin American countries, where genotype
F prevails, Brazil shows a low countrywide prevalence of
HBV/F (13%), suggesting that indigenous people are less
influential in introducing HBV into the country®#*. This
genotype has been frequently reported in the Brazilian
Amazon, especially among native populations™'***. Castilho
et al* reported a high prevalence of genotype F in three
riverside communities of Labrea municipality, Amazonas
State, Brazil. Another study conducted in the Brazilian
Amazon Basin showed the prevalence of genotype F in
50% of the patients who developed fulminant hepatitis B
and died™. Nevertheless, these results show a low frequency
of genotype F (9/40; 22.5%), as observed in most studies
conducted across different Brazilian regions, including
the Amazon basin®'®#"*?_ This low frequency in our study
can be probably explained by the lower representation of
indigenous subjects in our sample, the high miscegenation
in Roraima, and the contact between indigenous and non-
indigenous people.

Subgenotype F2a was prevalent where the sequences
formed a clade with Venezuelan strains and other previously
described Brazilian sequences. This result was corroborated
by Mello er al.?® who argued that subgenotype F2a is

Rev Inst Med Trop Sio Paulo. 2018:60:e35
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prevalent countrywide, being found in all geographic
regions of Brazil. In addition, HBV/F2a is found almost
exclusively in Brazil and Venezuela, with the exception of
one HBV/F2a sequence isolated in Nicaragua. By using a
phylogeographical approach, the authors also concluded
that this subgenotype probably originated in Venezuela
and reached Brazil following a North-to-South viral flow.
This corroborates that Roraima is a major point of entry for
several pathogens into the country. Furthermore, our data
are also similar to previous studies carried out in Brazil
showing the same phylogenetic pattern for the circulation
of subgenotype F2a'#2'2228 [ addition, the analyzed
strains did not form a homogeneous clade within the F2a
subgenotype, suggesting different moments of virus entry
into the State. This hypothesis is supported by the intense
influx of people on the Brazilian-Venezuelan border, and
especially the current increased Venezuelan immigration
in Brazil. mainly towards the border State of Roraima,
which might probably spread different HBV/F2a strains
in the region.

HBV/F3 was the second most frequent subgenotype
within genotype F. This work shows for the first time
subgenotype F3 isolates found in Brazil. Subgenotype
HBV/F3 is highly prevalent in the general population of
Venezuela and Colombia**, and has also been found in
Panama®’. In addition, previous studies have identified
the HBV/F3 subgenotype circulating among indigenous
peoples of Venezuela ( Yukpa, Warao, Piaroa, Yanomami)*.
The four HBV/F3 isolates in our study were detected among
members of indigenous people living in the Brazilian-
Venezuelan borders (a region comprising part of Roraima
and Amazonas). Our phylogenetic analysis showed that
those sequences were clustered in different clades. Two of
the sequences formed a monophyletic clade with another
strain previously isolated from members of the Yanomami
in Venezuela (DQ899148)%, indicating that these strains
probably co-circulate in this population, perhaps due
to migration between neighboring communities. Other
sequences revealing two distinct clusters have a genetic
pattern similar to the previously isolated sequences in
Colombia and are likely representative of the general
population. A possible explanation for this greater genetic
similarity is that these strains may have been introduced
in Roraima at the Colombia/Amazonas border. thereby
reaching the community and spreading throughout this
territory. Since the F3 isolates described in our study come
from self-identified indigenous individuals, we can infer
that different strains of this subgenotype are likely to co-
circulate exclusively in these communities. However. due to
the few sequences of subgenotype F3 isolated in our study,
further analysis is required to support these conclusions.

Rev Inst Med Trop Sio Paulo. 20186035

As our number of samples is low. we cannot perform more
correlation studies,however. we believe on the importance
of the genotypic characterization and its relationship with
ethnicity, since these data will be able to supply us with a
better understanding of the association between health data of
the general population and their relationship with genotypes
and subgenotypes, especially in this area of the country,
which is influenced by its geographical location next to the
Caribbean and bordering countries.

CONCLUSIONS

In this study, we performed a molecular characterization
of HBV strains derived from HBV-DNA-positive patients
living in the Brazilian State of Roraima. The frequency and
distribution of the genotypes were similar to those found
in different geographical regions of Brazil. We have shown
that “Asian-American” HBV/AL1 is the main circulating
subgenotype. HBV subgenotypes A2, D2, D3, D4, F2a
were also detected, and F3 was first recorded in Brazil.
These findings underscore the importance of continuous
molecular epidemiological surveillance at a local level in
order to provide a better understanding of the virus behavior
patterns and tools to better target this disease.
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4.3 Capitulo 111 - Avaliacdo dos polimorfismos de CCR5 em pacientes portadores de

hepatite B cronica, em Roraima, regido Norte do Brasil

O artigo 3 refere-se ao objetivo especifico d) desta tese. Este artigo encontra-se em fase de
organizacdo para submissdo a publicacdo na revista The Brazilian Journal of Infectious

Deseases
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Avaliacéo dos polimorfismos de CCR5 em pacientes portadores de hepatite B cronica, em
Roraima, regido Norte do Brasil

Resumo

Existem inumeros fatores epidemioldgicos, virais e genéticos, que influenciam na
suscetibilidade a persisténcia da infeccdo pelo HBV. O receptor de quimiocina 5 (CCR5) é um
gene, que juntamente com seu ligante CCR5 tem um importante papel na resposta imune a
infeccdes virais, entre elas a hepatite B. A existéncia de um alelo mutante para o gene CCR5,
que apresenta uma delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32) leva a uma diminuigdo da
expressdo e disfuncdo deste receptor. Os pacientes infectados cronicamente com o HBV séo
incapazes de remover a infeccdo viral dos hepatdcitos, e provavelmente, uma baixa regulacéo
do CCR5 leva a uma diminui¢do no recrutamento das celulas imunes para os hepatocitos
infectados. O objetivo do estudo foi investigar a presenca da mutagdo CCR5A32 em pacientes
e controles saudaveis do Estado de Roraima e estabelecer sua possivel correlagdo com a
persisténcia/resolucdo da infecgcdo pelo HBV. Foram testados 190 pacientes portadores de HBV
crénico e 130 controles saudaveis. O DNA foi extraido e as amostras analisadas segundo a
metodologia de Farias e colaboradores (2012). As frequéncias genotipicas e alélicas foram
calculadas e avaliadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg. A comparacao entre as proporcoes
e as diferencas entre os grupos foi determinado pelo Teste Exato de Fisher e Qui quadrado.
Nossos resultados mostraram a seguinte frequéncia genotipica entre os pacientes e individuos
controles, respectivamente: CCRS/CCRS (95,26% e 94,61%), CCR5/CCR5A32 (4,21% ¢
5,38%), CCR5A32/ CCR5A32 (0,52% e 0%), ndo havendo diferenca significante entre os
grupos (p=0,8745), assim como para a frequéncia do alelo mutante (CCR5A32) nos pacientes
e grupo controle, que foi de 2,6% em ambos (p=0,9626). N&o foi encontrada relacdo entre a
mutacéo e risco para HBV (OR = 0,97, 1C95%0,36-2,60; p=0,9626), no entanto, observamos
que em 1 amostra do grupo HBV, encontramos o polimorfismo em homozigose, até entdo nunca
descrito para essa populacdo. Em conclusdo, ndo encontramos evidéncias que demonstrem a
associagao entre o polimorfismo CCR5A32 e a infecgdo por HBV, podendo ser explicada
provavelmente pelo Estado de Roraima apresentar uma populacdo miscigenada.

Palavras-Chave: Polimorfismo genético; CCR5A32; Hepatite B; Roraima.
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Introducéo

A Hepatite B viral (HBV) é um desafio ao sistema de salde mundial. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 2 bilhdes de pessoas ja entraram em contato
com o virus, e estima-se que 400 milhdes possuem a forma crénica da doenca (SILVA et al.,
2013). A hepatite B é ocasionada por um virus hepatotropico ndo citopatico, que pode causar
doencas hepéticas agudas ou cronicas (AHN et al., 2006). E altamente contagioso e sua
transmissdo se da por via parenteral, vertical e sexual (SILVA et al., 2013). Além dos fatores
de epidemiologia, gendtipos e caracteristicas moleculares do virus, os fatores imunoldgicos e
genéticos do hospedeiro, com uma série de polimorfismos em diferentes genes, vem sendo
associados com a persisténcia do HBV ou conclusdo da doenca (ZENG, 2014). Roraima se
destaca como um estado com elevadas taxas de infeccdo por Hepatite B (DVE, 2016), e sua
capital, Boa Vista, em 2016, foi uma das cinco capitais a apresentarem as maiores taxas de
incidéncia (21,6/100.000 habitantes) (BRASIL, 2017).

O CCR5 € uma receptor de quimiocina CC acoplado a proteina G, que tem como
ligantes CC, o CCL3, CCL4 e CCL5, na resposta imune a infeccdes virais. E expressado por
linfécitos CD8", células NK, macréfagos, fibroblastos, células endoteliais, células dendriticas
imaturas, granuldcitos e linfocitos Thl, tendo papel na migracao e ativacdo dessas células para
o local de infeccdo, inflamagdo ou lesdo (AJUEBOR; CAREY; SWAIN, 2006). Estudos
apontam que, as células NK, a principal célula imune envolvida contra o HBV, tem sua
atividade 6tima quando mediado pelo ligante CCL5, e consequentemente, pelo receptor CCR5.
Junto com as citocinas, CCL induz proliferacdo e ativacdo das células NK para a forma de
células NK ativadas por quimiocinas, que destroem os hepatdcitos (AJUEBOR; CAREY;
SWAIN, 2006; FISICARO et al., 2009; YANG et al., 2009). Estudos apontam que as células T
CD4 positivas tem a expressdo de CCR5 aumentada na hepatite B aguda quando comparada
com a forma crénica (TREHANPATI et al., 2009). Achados anteriores indicam que 0s niveis
de expressdo do CCR5 pelas células NK e pelos linfocitos T citotoxicos foram diminuidos em
pacientes infectados com HBV oculta (ARABABADI et al., 2010a, 2010b), portanto, o estado
de expressdo do CCR5 nessas células podem influenciar na resposta imune durante uma
infeccdo. E provavel que o CCR5 seja um regulador chave da resposta imune ao HBV e que
sua expressao parece ser deficiente em pacientes infectados (SANCHOOLI et al., 2014).

O gene que codifica 0 CCR5 esta localizado na regido p21.3 do cromossomo 3
humano e consiste de uma Unica regido aberta de leitura produzindo um unico transcrito. Uma

delecdo de 32 pares de bases (CCR5A32) nesse gene leva a um alelo funcionalmente nulo.
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InvestigacBes prévias mostraram que esta delecdo é polimérfica em diferentes populacdes
étnicas e geogréficas, e que a mutacdo resulta em uma proteina disfuncional e com sua
expressao diminuida (ABOUSAIDI et al., 2011). Individuos heterozigotos para a delecdo
(CCR5A32/+) tem niveis substancialmente reduzidos de CCRS5 na superficie celular
comparados com aqueles que sdo homozigotos para o alelo CCR5 normal (+/+) (WU et al.,
1997).
A frequéncia de heterozigose do gene CCR5A32 ¢é mais alta em pacientes com
hepatite B cronica que em controles, que mostra a relacdo desse polimorfismo com a
suscetibilidade a desenvolvimento de doenca hepatica relacionadas ao HBV (SUNEETHA et
al., 2006). Registros de Li e colaboradores (2011) indicam que a mutacdo ndo foi associada
com a reinfeccdo pelo HBV em pacientes pos-transplantados. Um estudo na populagdo da
Coreia revelou que a mutagdo CCR5A32 nao estd associada nem a persisténcia nem a cura da
infeccdo pelo HBV (AHN et al., 2006). Contrariando estes resultados, dois estudos feitos na
populacdo dos Estados Unidos, mostraram que a mutacéo esta correlacionada com uma reducéo
no risco de desenvolvimento de HBV crénica (THIO et al., 2007, 2008).
O presente estudo teve como objetivo encontrar o tipo e a prevaléncia da mutacdo do
CCR5 e comparar a distribuicdo alélica desse gene entre pacientes HBV crénicos e individuos

saudaveis, visando estudar as possiveis associacdes com a suscetibilidade a doenca.

Material e Métodos

A populacdo do estudo foi constituida por 224 individuos com sorologia positiva para o
HBV, que realizaram a coleta de sangue no ambulatorio do Laboratério Central de Saude
Pablica de Roraima (LACEN/RR), no momento em gque 0S mesmos iriam realizar os exames
de carga viral. O LACEN realiza a carga viral para HBV dos pacientes oriundos de todos os
municipios. As coletas ocorreram durante o periodo de Fevereiro de 2013 a Abril de 2017. Os
critérios de inclusdo foram: paciente com sorologia positiva para HBV; portadores de Hepatite
B cronica em tratamento ou ndo; ter idade superior a 18 anos. Os critérios de exclusao foram:
ter idade inferior a 18 anos; ser portador de HCV, HDV e HIV. A populacdo controle foi
constituida de 231 individuos saudaveis que foram recrutados no Hemocentro de Roraima
(HEMORAIMA), durante o periodo de Marco de 2015 a Janeiro de 2017. Os critérios de
inclusdo foram: ter idade superior a 18 anos, sem nenhuma histéria prévia de doenca do figado

e negativos para infeccdo pelo HBV, HCV, HDV e HIV. Todos os pacientes participantes
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assinaram e preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Roraima (protocolos
121005/12 e 1.134.336 /2015).

O DNA gendmico foi extraido de 200uL de sangue total com o uso do kit comercial
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QUIAGEN, USA), segundo o protocolo recomendado pelo
fabricante.

O polimorfismo CCR5A32 foi analisado por Reagcdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), usando iniciadores especificos para a sequéncia (5 GGTCTTCATTACACCTGC 3’ ¢
5> AGGATTCCCGAGTAGCAGATG 3’) adaptado de Farias et al. (2012). Para a amplificagao
por PCR, utilizou-se um volume total de 25uL, contendo 3uL do DNA, 2,5uL do tampdo 10x
(200mM Tris-HCI pH 8,4, 500mM KCI), 0,5uL dNTPs 10mM (Amresco®, USA), 1,0uL de
MyCl> 50mM, 0,3uL dos iniciadores 25uM, 0,8uL de Taq DNA Polimerase 5U/pL (Ludwig
Biotec, Brasil) e agua livre de nucleases (g.s.p) 25uL. As condi¢Ges da PCR foram como o
seguinte: a 1 ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos térmicos, cada um
composto por etapa de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridiza¢do dos iniciadores a
60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, seguida de 1 ciclo de extensao final
a 72°C por 4 minutos. Os produtos da PCR foram entdo submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 3%, corados com 2 pL de azul de bromofenol (Proquimios, Brasil) e 1 pL de
BlueGreen (LGC Biotecnologia), e visualizados sob luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos
foram de 137pb para o tipo selvagem CCRS5 e 105pb para o alelo mutante A32.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al.,
2008). O calculo das frequéncias alélicas e genotipicas (Equilibrio de Hardy-Weinberg) dos
pacientes e grupo controle foi feito por meio de contagem direta. A comparacao das frequéncias
dos gendtipos e das diferencas entre os grupos foi determinado pelo Teste Exato de Fisher. Os
dados ndo paramétricos foram analisados pelo Qui quadrado de aderéncia e tabela de
contingéncia (2x2 ou 2x3). Para os dados paramétricos, o teste t foi utilizado para comparar
valores de médias entre dois grupos. Os resultados com valor p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

Resultados

No grupo dos 224 pacientes infectados pelo HBV envolvidos no estudo, 190 (84,82%)

apresentaram amplificacdo positiva para o gene CCRS5, enquanto que na populagéo controle,
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dos 231 individuos, 130 (56,27%) apresentaram amplificagdo bem sucedida. A média de idade
dos pacientes foi de 44.2+11.4 anos, sendo constituida por 85 (44,74%) mulheres e 105
(55,26%) homens. O grupo controle apresentou uma média de idade de 38.9+15.3 anos,
composto por 84 (64,61%) homens e 46 (35,39%) mulheres. Foi observada diferenca
significativa entre as médias de idade da populacéo infectada e controle (p = 0,0007), assim
como entre o género feminino (X?= 11.61; p= 0,0007). N&o foi observada diferenca entre as
proporgdes do género masculino (X?= 2.33; p= 0,12). As caracteristicas dos pacientes e da

populacdo controle estd sumarizada na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas e informacdes clinicas dos pacientes infectados pela
Hepatite B e da populacdo controle

Parémetros Pacientes infectados com Controle saudavel p
HBV

Idade + DP 44,2+11 .4 38.9+15,3 0,00072
Sexo
M 105 (55,26%) 84 (64,61%) NSP
F 85 (44,74%) 46 (35,39%) 0,0007¢
HBsAg+ 125 (65,78%) 0
HBeAg+ N. I. 0

Legenda: DP — desvio padrdo; M — masculino; F — feminino; N.I. — ndo informado; @ — Teste t (resumo amostral);
b.¢ _ Teste Qui-quadrado de aderéncia.

Quanto a distribuicdo genotipica dos alelos (tabela 2), 181 (95,26%) pacientes HBV
e 123 (94,61%) controles saudaveis apresentaram o0 genotipo homozigoto selvagem
(CCR5/CCR5). O gendtipo CCR5/CCR5 foi mais frequentemente presente nos pacientes com
HBYV do que na populagédo controle (95,26% vs 94,61%, p= 0, 0009). O gendtipo heterozigoto
(CCR5/A32) foi encontrado em 8 (4,21%) pacientes HBV e em 7 (5,38%) dos controles, sem
diferenca significante entre as frequéncias (p=0,7963). O genotipo homozigoto (CCR5A32/
CCR5A32) foi observado em 1 (0,52%) paciente HBV (figural), entretanto, ndo observado nos

casos controle.
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Figura 1 — Produtos da PCR visualizados em gel de agarose 2,5% referentes aos trés genotipos
do gene CCRS5 encontrados no grupo de pacientes portadores de Hepatite B

Legenda: PM — Peso molecular 100 pb; 1- genétipo Heterozigoto (CCR5/Delta32); 2,3,4,6,7 — gen6tipo
Homozigoto dominante (CCR5/CCRS5); 5- gen6tipo Homozigoto recessivo (Delta32/Delta32)

Nenhuma das populacdes estava de acordo com as frequéncias esperadas pelo Equilibrio
de Hardy-Weinberg, uma vez que a populacdo infectada pelo HBV mostrou diferenca
significativa entre a frequéncia observada e a esperada (p=0,0139). N&o foi observada diferenca
significante entre as frequéncias genotipicas da populacdo infectada pelo HBV e a populacédo
controle (p =0,8745). Os valores de Odds ratio demonstram que a presenca do gen6tipo mutante
CCR5A32/ CCR5A32 pode representar até 2,06 vezes mais chances de desenvolvimento de
Hepatite B cronica do que os outros genoétipos. A frequéncia do alelo mutante CCR5A32 em
ambas as populacGes analisadas foi de 2,6%, resultando em um total de 5% para a populacéo
geral de Roraima. N@o houve diferenca significante entre os dois grupos (p=0,9626).
Considerando os valores de Odds ratio, o alelo mutante do CCR5 representou até 1,15 vezes
mais chances de desenvolvimento de cronicidade da doenca do que o alelo selvagem, em

relacdo ao heterozigoto.
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Tabela 2 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do gene CCRS5 entre 0s pacientes

infectados com HBV e grupo controle

Gendtipos Pacientes HBV  Grupo controle p

(n=190) (n=130) OR (95%IC)
CCR5/CCR5 181 (95,26%) 123 (94,61%) 0,0009 1,14 (0,41-3,15)*
CCRS/CCR5A32 8 (4,21%) 7 (5,38 %) 0,7963 0,77 (0,27-2,18)*
CCR5A32/ CCR5A32 1 (0,52%) 0 0,99 2,06 (0,08-51,11)*
EHW X?=6,0456 = --------- 0,0139

---------- X?=0,0995 0,7524
Frequéncia genotipica 0,8745t
CCR5/CCR5 0,952 0,946
CCR5/CCR5A32 0,042 0,053
CCR5A32/ CCR5A32 0,0052 0
Frequéncia Alélica 0,9626%
CCR5 0,97 0,96 1,02 (0,38-2,72)*
CCR5A32 0,026 0,026 0,97 (0,36-2,60)*

TTeste Exato de Fisher; # Teste Qui quadrado; * Odds Ratio; EHW — Equilibrio de Hardy-Weinberg

Discussao

Este é o primeiro estudo que analisa a frequéncia dos polimorfismos no gene
CCR5 com a populacéo infectada pelo HBV em Roraima e com um populacéo controle. Nossos
resultados mostraram a presenca do gendtipo mutante em 0,52% (1/190) dos pacientes
infectados com HBV e sdo opostos a maioria dos estudos prévios, que indicam nenhuma
ocorréncia do gendtipo homozigoto da mutacédo em pacientes infectados com HBV (CORADO
et al., 2016; KHORRAMDELAZAD et al., 2013; NUNES et al., 2013; YILMAZ et al., 2014).
Nossos dados sdo semelhantes a outros estudos que, indicaram maior presenca de heterozigose
nos pacientes infectados, que na populacdo controle. Suneetha e colaboradores (2006),
revelaram maior frequéncia de heterozigose da mutagdo CCR5A32 em pacientes HBV cronicos

do que na populacdo controle. Achados de Yilmaz e colaboradores (2014) registraram maior
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frequéncia da mutagdo em heterozigoze na populagéo infectada com HCV do que no grupo
controle. Entretanto, discordando do que foi observado nos estudos citados acima, resultados
de Abdolmohammadi e colaboradores (2016) indicaram que a heterozigose da mutacédo
CCRSA32 foi maior em controles saudaveis do que entre os individuos infectados pelo HBV
(11,2% versus 1,4%; p < 0,03).

As quimiocinas (CCL1, CCL2, CCL5) tem um papel importante ao longo do
desenvolvimento da resposta imune contra infecgdes virais. Estas quimiocinas facilitam a
atividade imune diretamente através de seu receptor especifico, entre eles 0 CCR5, presentes
na superficie das células imunes. Portanto, alguma alteracdo na expressdo ou conformacéo
estrutural do CCR5 deve levar a uma resposta imune inapropriada contra a infec¢éo viral (CHOI
et al., 2012; KHORRAMDELAZAD et al., 2013; LARRUBIA et al., 2008; VARGAS et al,,
2006;). Estudos mostram que a delecéo de 32 nucleotideos do éxon 1 do gene CCR5 (mutacao
A32) causa uma mutacédo frameshift (deslocamento do quadro de leitura) na posi¢éo 185 e isso
leva a disfuncdo ou declinio da expressé@o do receptor CCR5 (ARABABADI et al., 2010a; JIN
et al., 2008). Individuos homozigotos para essa mutacdo ndo expressam o CCR5 na superficie
das células, enquanto o estado heterozigoético resulta na diminuicdo da expressao funcional da
proteina CCR5 (WU et al., 1997).

Estudos sugerem que parametros genéticos, incluindo a mutagdo CCR5A32, devem
afetar a expressdo do CCR5 nas celulas dos pacientes infectados cronicamente com 0 HBV.
Resultados de estudos prévios mostraram que essa mutacdo ndo estava presente no genoma de
pacientes infectados por HBV no Sudeste do Ird, concluindo assim, que a infeccao cronica pelo
HBYV, nao estava associada a mutacdo CCR5A32, na populacdo analisada. Um estudo da
populagdo da Coréia também revelou que o mutante CCR5A32 ndo estava associado nem a
persisténcia nem a recuperacédo da infeccdo pelo HBV (AHN et al., 2006; GANCZAK et al.,
2008; KHORRAMDELAZAD et al., 2013). Em contraste com esses resultados, um estudo
envolvendo a populacdo americana mostrou que a mutacdo esta correlacionada com a reducéao
do risco de desenvolvimento de infeccdo persistente pelo HBV (THIO et al., 2007). Outro
estudo envolvendo pacientes da india revelou que a mutacdo A32 no gene CCR5 estad
significantemente associada com a infeccdo cronica pelo HBV (SUNEETHA et al., 2006).
Nossos resultados sugerem que a mutacdo em homozigose pode aumentar o risco de
cronicidade da doenca nos casos estudados, porém, sugerimos o aumento da populacdo, para
que possamos inferir claramente que relacéo existe entre a mutagdo CCR5A32 e outros aspectos
clinicos da doenca, assim como entender se esse aspecto genético é fator de risco ou protetivo

na populagéo.



84

O alelo mutante CCR5A32 possui uma frequéncia aproximada de 10% em
caucasianos e ausente em populagdes negras ou japonesas. Essa frequéncia de 10% se mantém
em caucasianos americanos e chega a 1,7 % em afro-americanos, frequéncia que pode ser
explicada pelos eventos de miscigenacgéo (LIU et al, 1996). Martinson e colaboradores (1997)
mostraram que o alelo mutante ndo esta confinado a descendentes europeus, sendo encontrado
por toda a Europa, Oriente Médio e Asia. Hunsai e colaboradores (1998) identificaram a
mutacdo na India, em uma mulher heterozigota. Yudin e colaboradores (1998) analisaram
individuos representativos da Sibéria Oriental e Ocidental, Asia Central e RUssia, encontrando
uma alta frequéncia da mutacdo na Sibéria Ocidental (11,1%) e uma frequéncia muito baixa
(0,5-4,8%) nas populacdes da Asia, Sibéria Oriental, Russia e Canada.

A populacdo brasileira é formada por uma mistura de populacbes Amerindia,
Europeia e Africana, porém a ancestralidade Europeia é predominante no Brasil (DE NEVES
MANTA et al., 2013; SANTOS et al., 2010b) De acordo com Passos e Picanco (1998) a
frequéncia do alelo mutante na populacdo urbana do Sudeste do Brasil é de 3,5% e 0% nos
Amerindios estudados. Outro estudo na regido Sul do Brasil, feito por Vargas e colaboradores
(2006) envolveu individuos brancos, negros e morenos, que revelaram uma frequéncia para o
alelo A32 de 6,8%, 3,8% e 6,4%, respectivamente. Farias e colaboradores (2012) investigaram
cinco grupos diferentes da populacdo de Rondonia, Norte do Brasil, e encontraram diferentes
frequéncias do alelo mutante dependendo do contexto étnico, histéria ancestral de colonizacéo
e migracdo de cada grupo analisado (3,5%, 3,1%, 3,4%, 1,8, 0,6%).

O estado de Roraima se caracteriza por apresentar uma populacdo bastante
miscigenada, trazendo raizes indigenas (populacdo nativa), europeias (periodo da colonizacao),
migrantes de todas as regides do Brasil e de outros paises (como Venezuela e Guiana Inglesa,
Japdo, Colémbia). Segundo o IBGE (2011), a populacdo de Roraima apresenta a seguinte
constituicdo étnica: pardos (60,12%), brancos (23,95%), indigenas (5,02%), negros (9,67%) e
amarelos (1,24%). A baixa frequéncia do alelo mutante encontrada em nosso estudo na
populacdo infectada e controle, que foi de 2,6%, provavelmente é o reflexo dessa mistura de
padrdes genéticos na populacdo roraimense. O primeiro estudo sobre a prevaléncia de fatores
imunogenéticos (polimorfismo do gene CCR5) no estado de Roraima, foi realizado por Corado
e colaboradores (2016), investigando 116 individuos que representaram a populacdo infectada
com HIV no estado de Roraima, encontrando uma frequéncia de 4,6% do alelo mutante A32 na
populacdo estudada.

Nosso estudo é o primeiro no estado de Roraima que investiga o papel do gene CCR5 e

seu polimorfismo na populacdo infectada pelo HBV e como ocorre o padrdo genético na
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populagdo controle. Nossos dados da frequéncia do CCR5A32 (5%), se assemelham a estudos
anteriores, que também encontraram uma frequéncia de 4,2 % (CARVALHAES;
CARVALHO; GUERREIRO, 1999) e 4,6 % (CORADO et al., 2016) do alelo mutante na
populacdo do Norte do Brasil. Em contraste, discordam daqueles que indicaram uma baixa
frequéncia desse alelo em diferentes grupos de populagdes brasileiras. Por exemplo, 0,7% na
populacéo afro-brasileira do Pard (CARVALHARES et al., 2011), 2,4% na populacéo do Rio
Grande do Sul (VIEIRA et al., 2011), 2,6% na populagdo miscigenada da Bahia (GRIMALDI
et al., 2002).

Concluséo

Nosso estudo foi o primeiro a analisar a frequéncia do polimorfismo do gene CCR5 na
populacdo de portadores HBV e na populacdo saudavel em Roraima. Baseados em nossos
dados, observa-se que a mutagio CCRS5A32 ndo é prevalente na populagdo HBV ou na
populacdo controle, ocorrendo em uma frequéncia de 5% na populacdo geral de Roraima,
provavelmente devido a forte miscigenacdo, caracteristica do estado. Nosso estudo sugere que
ndo existe relacdo entre a presenca do alelo mutante e a susceptibilidade a infeccdo por HBV.
Entretanto, diferente de outros estudos relacionados a mutagdo CCR5A32, encontramos 1
genotipo homozigoto recessivo na populacdo de portadores de HBV de Roraima (0,52%).
Estudos posteriores s@o necessarios, incluindo o aumento do numero amostral tanto da
populacdo HBV quanto controle, para uma possivel inferéncia desse polimorfismo estar
influenciando na severidade ou resolucdo da doenca, e se representa um fator protetivo ou de

risco para o restante da populacéo saudavel.
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5 CONCLUSOES

Diante de todos os aspectos expostos, este estudo é de suma importancia, porque nos
proporcionou o conhecimento da diversidade dos virus de HBV circulantes no estado, bem
como a utilizacdo de ferramentas biotecnoldgicas, que possibilitou o conhecimento mais
profundo sobre a genética do virus. Adicionalmente, determinou a presenca e frequéncia de
polimorfismos genéticos em citocinas/moléculas reguladoras que apresentam papel importante
na resposta imune a infeccdo viral. Por fim, a descricdo de um perfil epidemiolégico dos
portadores de hepatite B cronica, o que nos possibilitou estabelecer alguns entendimentos dos
genotipos e suas correlagbes com a epidemiologia, possiveis rotas filogenéticas e que, os fatores
genéticos do virus, assim como do hospedeiro, tem influéncia no curso natural da infecgdo e
resposta ao tratamento. Sendo assim, esperamos ter produzido dados significativos para a

prevencdo da infeccdo pelo HBV.
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Anexo B - Modelo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Pesquisa: Perfil Molecular e Filogenético do virus da hepatite B e analise dos fatores imunogenéticos relacionados a
infeccdo pelo HBV

Declaro que fui satisfatoriamente esclarecido pelas pesquisadoras Fabiana Granja e Débora Dinelly de Sousa, em relagdo a
minha participacéo no projeto de pesquisa intitulado “Perfil Molecular e Filogenético do virus da hepatiteB e analise dos fatores
imunogenéticos relacionados a infecgdo pelo HBV”, estou ciente que o estudo devera esclarecer questdes sobre a doenga, tais
como: (1) quem sdo as pessoas que estdo adoecendo, quando adoeceram e em que local; (2) Como as pessoas estdo se
contaminando, ou seja, pegando a doenga; (3) Determinar qual o tipo de virus da hepatite B esta causando a doenca no Estado
de Roraima; (4) Correlacionar o tipo de virus da hepatite B com as principais variaveis clinicas e laboratoriais da doenga, assim
como a resposta dos individuos ao tratamento. Permito a pesquisadora fazer perguntas sobre as condiges que vivo e sobre
alguns habitos e comportamentos. Permito que seja coletado sangue da veia, usando agulha e tudo de coleta (material
descartavel), perfurando-se a pele até alcangar a veia do brago, a fim de colher 5 ml de sangue. Este procedimento pode causar
um leve desconforto, como dor no local da pungdo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da
picada, causada pelo extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). Permito que a pesquisadora pesquise em
meu prontuario médico dados relativos a resultados de exames clinicos, sorolégicos, laboratoriais, de bidpsia hepéatica e
tratamento. Estou ciente que o resultado da Genotipagem (tipo de virus B) serad disponibilizado para o médico que me
acompanha. O resultado ndo sera passado para outras pessoas e meu nome também néo sera revelado. Estou ciente e autorizo
a realizacdo dos procedimentos acima citados e a utilizagdo dos dados originados destes procedimentos para fins didéticos e de
divulgagdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras contanto que sejam mantidas em sigilo informagdes relacionadas
a minha privacidade, bem como garantido meu direito de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de dividas
acerca dos procedimentos, riscos e beneficios relacionados & pesquisa, além de que se cumpra a legislagio em caso de dano. E
possivel retirar o0 meu consentimento a qualquer hora e deixar de participar do estudo sem que isso traga qualquer prejuizo a
minha pessoa. Desta forma, concordo voluntariamente e dou meu consentimento, sem ter sido submetido a qualquer tipo de
pressdo ou coacgdo. Caso eu ndo queira participar ou se quiser desistir em qualquer momento, isso ndo vai implicar em nenhum
prejuizo de qualquer natureza para minha pessoa ou de meus familiares. Eu concordo em participar deste estudo, assinando
esse termo em duas vias, ficando uma copia comigo.

Eu, , apos ter lido e entendido as informagdes e esclarecido todas as

minhas duvidas referentes a este estudo com Débora Dinelly de Sousa e a Profa. Dr2 Fabiana Granja, CONCORDO
VOLUNTARIAMENTE, participar do mesmo.

Boa Vista/RR, / /

Nome e assinatura (do pesquisado ou responsavel) ou impressao datiloscépica
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Anexo C - Modelo do questionério de abordagem aos pacientes HBV do estudo

CARACTERIZACAO GENOTIPICA DO VIRUS DA HEPATITE B
NO ESTADO DE RORAIMA

QUESTIONARIO

DADOS DO INDIVIDUO

1. DatadaColeta 2. Numero do individuo para a coletade | 3. Data da entrevista
sangue (Colar etiqueta)

4.  Nome do Individuo

4. Sexo

. Masculino

. Feminino

5. Qual a sua idade?

6. Qual a data do seu nascimento?

Qual seu estado civil?
. Solteiro

Casado

Amigado

. Divorciado
Vilvo

GRWNE NN P

8. Escolariade

0. Analfabeto

1. 12 a 42 série incompleta do EF (antigo
priméario ou 1° grau)

2. 42 série completa do EF (antigo primario ou
1° grau)

3. 52 a 82 série incompleta do EF (antigo ginasio
ou 1° grau)

4. Ensino fundamental completo (antigo ginasio

9. Qual sua Profissao? 11. Qual cidade de Nascimento?

12 .Qual cidade onde reside?

ou 1° grau) 10. Raga/cor
5. Ensino médio incompleto (antigo colegial ou 1. Branca
2° grau ) 2. Preta
6. Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° | 3 amarela
grau) o 4. Parda
7. Educacéo superior incompleta 5. Indigena
8. Educacéo superior completa Quanto tempo?
9. Ignorado
10. Nao se aplica
DADOS DE RESIDENCIA
13. Rua: 19. Zona
14. N°: 15. Bairro: 16. Cidade:
17.CEP: 18. Telefone 1. Urbana
2. Rural

3. Periurbana

HISTORICO DE CONTATO

20. O individuo foi submetido ou exposto a

1. Sim 2.Nao Obs: Se sim

nar o ano.

I:l Medicamentos Injetaveis Ano:
Drogas inalaveis ou Crack Ano:
Drogas injetaveis Ano:

Relagdo Sexual sem camisinha Ano:
Transplante Ano:
Tatuagem/Piercing Ano:
Acupuntura Ano:

Hemodidlise Ano:

Acidente com Material Biol6gico Ano:

Transfuséo de sangue /derivados Ano:

Tratamento Cirargico Ano:

Tratamento Dentério Ano:

Compartilhamento de escova de dente/Lamina de
ear/Material de Manicure/Pedicure Ano:

HISTORICO DE CONTATO
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24. Vocé ja teve alguma
doenga venérea (sifilis,

21. Quantos 22. Vocé sabe se algum de seus 23. Vocé ja mave relagbes
parceiros(as) (suas) parceiros (as) teve alguma sexuais com parceiro (a) gonorréia) ?
sexuais vocé teve doenca venérea? sabidamente portador de
nos ultimos 12 Hepatite?
meses? 1. Sim
2. Néo
2. N&o 2. Ndo

8. N&ao informou

9. Nao se aplica

8. N4o informou 8. Nao informou

9. N&o se aplica 9. N&o se aplica

25. Com que frequéncia vocé geralmente toma cerveja, vinho,
pinga ou qualquer outro tipo de bebida alcodlica?

. Todos os dias

. Quase todos os dias

. 3 a4 dias por semana
.1 a2 dias por semana
. 2 a3 dias por més

. uma vez por més

O~NOOAWNPE

tempo
9. Nunca bebeu

. Menos de uma vez por més
. Refere ter parado de beber;

26. Tomou vacina para Hepatite B

1. Completa

2. Incompleta

3. Nao vacinado

4. Desconhece sua situagao vacinal

5. Desconhece sobre existéncia da vacina

OBS: Tem Cartdo de Vacina?

Quanto

DADOS DA DOENGA (HEPATITE B)

38. Como e quando ficou
sabendo que estava infectado
pelo virus B?

40. Possui contato com
portadores de Hepatite B ? 1.

39. Que sintomas apresentou? : > eb
Sim 2. N&o Obs: Se sim, informar

1. Sim 2. Nao

1.Apresentou  sintomas e
procurou o servico de saude

2.Banco de Sangue

3. Triagem Sorolégica

4.Campanha

5. Outro

Ano:

quantos

|:| Sexual N°

I:l N&o Sexual (Domiciliar)
NO

I:l Assintomatico
I:l Astenia

|:| Ictericia
|:| Hemorragia

digestiva

|:| Ascite

|:| Dor no Hipocdndrio

|:| Encefalopatia

I:l Ocupacional N°

41. Trata ou ja tratou de

-

Hepatite B?
1. Sim
2. N&o

38. Exame Fisico (O
Prontuério)
Peso:

Altura:

42. Uso de Medicamentos 1. Sim 2. Ndo (Dados do Prontuario)

I:l Interferon-alfa. Periodo: I/

I:l Interferon-alfa peguilado. Periodo: I/

I:l Lamivudina. Periodo: I/

o a__ ||
|:| Tenofovir. Periodo: ___ / __/ a__ ||
I:l Entecavir. Periodo: ___ /__ / a_ [__ |
I:l Adefovir. Periodo: ___ /[ a_ [_ |
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44. Realizou Bidpsia Hepéatica? 45. Resultado da Bidpsia Hepatica (Anexar

43. Presenca de? 1. Sim 2. Nao _ Capia)
(Dados do Prontuario) 1. Sim

2. Nao Grau Alteragéo estrutura:
Grau Infiltrado  inflamatada— portal-septal:
|:| Ascite
Data: / / Grau Atividade periportal:
|:| Varizes eso6fago na Grau atividade parenquimatosa:
endoscopia

|:| Aranhas vasculares

Encefalopatia hepética

EXAMES LABORATORIAIS (DADOS DO PRONTUARIO)

Data
Hb
VCM

Leucdcitos

Plaquetas
RNI

AST (TGO)
ALT (TGP)
BT/BD

FA

GGT

Creatinina

Albumina
Alfa-feto

EXAMES LABORATORIAIS (DADOS DO PRONTUARIO)

Data
HBsAg
Anti-HBs
Anti-HBc

IR A

Anti-HBc
Il
AgHBe
Anti-HCV
RNA VHC

Anti-HIV

Genétipo
HBV

PCR quanti
VHB
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ANEXO D — Protocolo de purificagdo da reacdo de sequenciamento - EtOH/EDTA/Acetato de
Sodio. — Bula Kit BigDye® v3.1 - Applied Biosystem™, USA

Para precipitar reagdes de 10uL em placas com 96 pog¢os:
1. Remova a placa do termociclador e centrifugue 1 min 2000 RCF;
2. Adicionar 1uL de EDTA 125mM a cada um dos pogos;
Nota: tenha certeza que o EDTA foi adicionado no fundo dos pogos.
3. Adicionar 1pL de acetato de sédio 3M (pH 5,2) a cada um dos pocos;
Nota: tenha certeza que o acetato foi adicionado no fundo dos pogos.
4. Adicionar 25uL de EtOH 100% gelado, a cada um dos pogos;
5. Sele a placa com strips e misture por inversao (4x);
6. Incube por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz;
7. Centrifugue a 2.000 RCF por 45 minutos;

Importante: o proximo passo deve ser feito imediatamente. Se isto néo for possivel, entdo faga um
spin na placa por mais 2 minutos antes de recomegar

8. Inverta a placa e faca um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da
centrifuga;

Obs: Antes de inverter a placa, desprezei o contetdo da mesma na pia junto com uma leve batida na
mesa. Apds esta centrifugacdo, programd-la para a temperatura de 4°C

9. Adicione 35uL de EtOH a 70% em cada um dos pogos;
10. Centrifugue por 15 minutos, a 4°C e 1.650 RCF;
Obs: Caso tenha esquecido a programagdo para 4°C, acione o FAST temperatura

11. Inverta a placa e faga um spin até 180 RCF por 1 minuto, removendo em seguida a placa da
centrifuga;

Nota: comece a contar o tempo assim que o rotor comegar a se mover.
12. Incube a placa a 52°C por 15 minutos, cobrir com papel aluminio (termociclador)
13. Se nao for colocar no sequenciador imediatamente, congelar a placa seca ao abrigo da luz;

14. No momento de sequenciar ressuspender com 10 uL de formamida Hi-Di, lavando as paredes dos
pogos;

15. Aqueca a placa 95°C por 1 minuto, monte e coloque no sequenciador.?




113



