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RESUMO

A infeccdo pela hepatite B oculta (HBO) é caracterizada pela auséncia do antigeno de
superficie da hepatite B (HBsAg) em ensaios imunoenzimaticos comerciais, apesar da
persinténcia do HBV-DNA no soro e/ou tecido hepatico. Os escassos trabalhos desta forma
clinica no Brasil, principalmente na Regido Amazonica, tida como uma area endémica para o
virus da hepatite B (HBV), dificultam as anélises para identificar o perfil epidemiologico do
local. O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia da hepatite B oculta nos pacientes
atendidos no ambulatério do Ndcleo de Medicina Tropical — Universidade Federal do Pard, no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015, além de caracterizar 0s genotipos virais
circulantes e identificar os principais fatores de risco para a aquisicdo desta forma clinica.
Quatrocentos e sessenta e cinco amostras de soro foram submetidas aos ELISA (enzyme-
linked immuno sorbent assay) para deteccdo dos marcadores sorolégicos do HBV (HBsAGg,
anti-HBc e anti-HBs). Um total de 181 pacientes resultaram no HBsAg ndo reagente, anti-
HBc reagente e anti-HBs ndo reagente. Essas amostras foram investigadas com uma técnica
de PCR para a identificacdo do HBV-DNA. Subsequentemente, as amostras positivas foram
sequenciadas para identificar os gendtipos e mutacGes. Das 181 amostras, 26 (14,36%) tinham
0 HBV-DNA no soro, demonstrando a infeccdo pela HBO. A média de idade foi de 39 anos,
53,45% (14/26) eram casados e 50% (13/26) eram homens. O gendtipo A foi encontrado em
88,46% (23/26), com o subgendtipo A1l mais prevalente com 78,26% (18/23) e o sugendtipo
A2 com 21,73% (5/23). O genétipo F foi encontrado em apenas 11,53% (3/26), com a
presenca do sugenotipo F2 em todas as amostras. Quanto aos fatores de risco, apenas o
compartilhamento de alicate de unha foi estatisticamente significante (p < 0,03). Algumas
substituicbes de aminoécidos foram identificadas nas amostras de pacientes com HBO em
comparacao com as amostras HBsAg reagentes, porém, nenhuma mutacao foi identificada. O
estudo detectou uma alta prevaléncia da hepatite B oculta nos pacientes atendidos no Ndcleo
de Medicina Tropical — UFPA. Estudos moleculares do HBV sdo de fundamental
importancia para a identificacdo de pacientes que sdo considerados saudaveis, mas que

possuem a infeccdo, podendo ser um potencial transmissor da doenca.

Palavras-chave: Biologia molecular. Hepatite B oculta. Prevaléncia. Genotipos.



ABSTRACT

Infection with hepatitis B occult (OBI) is characterized by absence of hepatitis B surface
antigen (HBsAgQ) in commercial immunoassays, despite the persinténcia HBV DNA in the
serum and / or liver tissue. The few studies of this clinical form in Brazil, mainly in the
Amazon region, seen as an endemic area for hepatitis B virus (HBV), hamper the analysis to
identify the epidemiological profile of the site. The objective of study was to determine the
prevalence of hepatitis B occult in patients attended at the Tropical Medicine Center
outpatient - Federal University of Para, from January 2011 to December 2015,
characterization of circulating viral genotypes and identify the main risk factors for the
acquisition of this clinical form. Four hundred and sixty-five serum samples were submitted
to ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) for detection of serological markers of HBV
(HBsAg, anti-HBc and anti-HBs). Total 181 patients resulted in a non-reactive HBsAg, anti-
HBc reactive and anti-HBs nonreactive. These were screened with a PCR assay for
identification of HBV-DNA. Subsequently, the positive samples were sequenced to identify
the genotypes and mutations. Of the 181 samples, 26 (14,36%) had serum HBV-DNA,
demonstrating the infection by OBI. The average age of 39 years, 53.45% (14/26) were
married and 50% (13/26) were male. The genotype A was found in 88.46% (23/26), with the
most prevalent subgenotype Al with 78.26% (18/23) and genotype A2 with 21.73% (5/23).
The genotype F was found in only 11.53% (3/26), in the presence of F2 genotype in all
samples. As for risk factors only the nail pliers share was statistically significant. Some
amino acid substitutions were identified in samples of patients with HBO compared with the
HBsAg samples reagentes, but no mutation was identified. The study found a high prevalence
of hepatitis B occult in patients treated at the Tropical Medicine Center — UFPA. HBV
molecular studies are of fundamental importance for the identification of patients who are

considered healthy, but they do have the infection and can be a transmitter disease potential.

Keywords: Molecular biology. Hepatitis B occult. Prevalence. Genotypes.
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1. INTRODUCAO

O virus da hepatite B (HBV) é um dos agentes patogénicos humanos mais comuns,
sendo esta infeccdo pandémica, com uma distribuicdo mundial. Estima-se que cerca de dois
bilhGes de pessoas em todo o mundo foram infectadas pelo HBV e 240 milhdes de pessoas
com infec¢do crbnica e em risco de doencas graves levando a dbito por cirrose e/ou carcinoma
hepatocelular (HCC), doengas que causam mais de 780 mil mortes a cada ano devido as
complicacdes da infeccdo pelo HBV (DIENSTAG, 2008; LOZANO et al., 2012; WHO,
2015).

O HBV pode ser transmitido por via perinatal (transmissdo vertical — de mde para
filho), por via percutanea, via sexual ou por transmissdo horizontal, presumivelmente através
de cortes ou feridas abertas, além do contato com sangue contaminado (BAUER et al., 2011).

No Brasil, 0 Ministério da Saude estima que pelo menos 15% da populacédo ja foi
infectada com o HBV, com portadores cronicos equivalente a 1% da populagéo brasileira e
uma taxa de mortalidade de 0,6 por 100.000 habitantes (FERREIRA et al., 2006).

A literatura relata a regido Sul do Brasil como uma area de baixa endemicidade, exceto
pela regido Oeste do estado de Santa Catarina que é considerado uma éarea de alta
endemicidade. As regides Centro-Oeste, Sudeste, com exce¢do do estado do Espirito Santo,
considerado endémico para 0 HBV e a Regido Nordeste sdo tidas como endemicidade
intermediaria. A regido Amazoénica, no Norte do pais, é considerada uma regido com uma alta
prevaléncia da infeccdo pelo HBV (BECKER et al., 2010; CARRILHO et al., 2004,
RIBEIRO et al., 2006).

O diagnostico da infeccdo pelo HBV é feito através do marcador sorolégico HBsAg
(antigeno de superficie da hepatite B). Este marcador reagente nos primeiros seis meses de
infeccdo é caracterizado pela hepatite B aguda. A persisténcia do HBsAg reagente por mais de
seis meses e/ou a presenca do HBV-DNA no soro e/ou tecido hepético é caracterizada pela
hepatite B cronica (HBC) (SAID, 2011; ZOBEIRI, 2013).

A introducéo de testes de deteccdo do DNA do HBV a 20 anos mostrou um maior
conhecimento da variabilidade genética deste virus e demostrou que a infecgdo pelo HBV
apresenta um amplo aspecto de padrdes soroldgicos associados com a persisténcia do HBV-
DNA (BRECHOT et al., 2001). Assim, novos avangos na compreensdo da historia natural, a
imunopatogénese da hepatite B, além da permissdo da detec¢do de uma nova forma clinica
denominada como hepatite B oculta (HBO) (CHANG, LIAW, 2014), sendo esta definida pela
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presenca do HBV-DNA no figado e/ou soro, com o HBsAg indetectdvel em ensaios
imunoenzimaticos (RAIMONDO et al., 2008).

Embora a HBO ocorra no mundo todo, sua prevaléncia pode refletir na endemecidade
do HBV em vérias regides geograficas e em diferentes populacdes (RAIMONDO et al.,
2007). Deste modo, a infecgdo oculta pelo HBV parece estar estreitamente relacionada com a
infecgdo por HBV (ALENCAR et al., 2007). Assim, ha uma necessidade de estudos com esta
forma clinica na regido da Amazonia, devido ser a &rea mais prevalente da hepatite B no pais
(BRASIL, 2008).

Evidéncias emergentes da importancia clinica da HBO s&o responsaveis pelo crescente
interesse da comunidade cientifica, pois de fato, a HBO pode ter impactos clinicos sobre a
transmissdo acidental da infeccdo através de transfusdo sanguinea, transplante de 6rgéos, risco
de reativacao relacionado a imunossupressao de individuos, contribuicdo para a progressao de
doencas hepaticas graves, como doencas cronicas do figado e carcinoma hepatocelular (HCC)
(BIANCO, DODD, 2013; BRECHOT et al., 2001; DE MITRI et al, 2010; HOLLINGER,
SOOD, 2010; RAIMONDO et al, 2010; YUEN et al., 2008) e relacionada com a hepatite
crénica criptogénica (CHAN et al., 2002; CHEMIN et al., 2001).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 HISTORICO DA HEPATITE B

Foram relatados surtos de ictericia na Babilénia ha mais de 2.500 anos (FONSECA,
2010; REUBEN, 2002). Escritos de Hipdcrates, que viveu provavelmente 300 a 400 anos
antes de Cristo, revelam que a ictericia seria provavelmente de origem infecciosa e o
problema poderia estar relacionado primariamente no figado. O acumulo de liquido no
abdome (ascite) poderia ser causado por alguma doenga cronica nesse 6rgao (HOLLINGER,
1994).

Antes do inicio do século XIX, os relatos sobre a histéria das hepatites no Brasil séo
escassos (FONSECA, 2010). Somente em 1895, a existéncia de uma forma de hepatite
provavelmente transmitida por via parenteral foi documentada cientificamente (ALTER,
2003; FONSECA, 2010; HOLLINGER, 1994).

Em 1965, o geneticista americano Baruch Blumberg (Figura 1) descobriu
acidentalmente no soro de um aborigine Australiano, um antigeno que reagia com o soro de
dois doentes hemofilicos politransfundidos, ao qual se nomeou antigeno Australia (AgAu). O
AgAu foi renomeado e chamado atualmente de antigeno de superficie da hepatite B (HBSAQ).
Este achado foi marco no estudo das hepatites virais (ALTER; 2003; BLUMBERG, ALTER,
1965; BLUMBERG et al., 1967; PURCELL, 1993; SCARBOROUGH, 2010).

Figura 1. Imagem do Baruch Blumberg, descobridor do HBV (1965).

Fonte: FONSECA, 2010.
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No mesmo ano, um americano pertencente a equipe de Bumberg chamado Bayer
analisou por microscopia eletrdnica o soro de um portador cronico do antigeno Australia e
observou numerosas particulas, sendo algumas esféricas e outras tubulares (Figura 2). Tais
particulas sdo invélucros virais vazios ndo infectantes (BLUMBERG, 2003; FONSECA,
2010).

Poucos anos depois, Almeida e colaboradores (1971) caracterizaram o que chamaram
de particula de Dane, que corresponde ao pacote viral completo do virus da hepatite B (HBV),
sendo este descoberto pelo pesquisador australiano Dane em 1970 (ALMEIDA et al.; 1971;
BLUMBERG, 2003; DANE et al., 1970).

Em 1972, foi descrito um novo antigeno distinto do HBsAg, sendo denominado de
antigeno “e” do virus da hepatite B (HBeAg) e seu anticorpo correspondente anti-HBe
(MAGNIUS, ESPMARK, 1972).

2.2 CLASSIFICACAO E ASPECTOS MORFOLOGICOS DO HBV

O HBYV é um virus envelopado contendo DNA pertencente a familia Hepadnaviridae,
género Orthohepadnavirus, capaz de causar infecgdes agudas e crbnicas tendo tropismo por
células hepaticas. (BALMASOVA et al., 2014; KIDD-LJUNGGREN et al., 2002; SEEGER,
MASON, 2000). Apesar dos Hepadnavirus possuirem preferéncia pelas células hepaéticas,
particulas de DNA foram observadas nos rins, pancreas e células mononucleares (KIDD-
LJUNGGREN et al., 2002).

Este virus produz trés tipos de particulas virais: (i) as particulas incompletas esféricas
medindo cerca de 22 nm, (ii) particulas filamentosas ou tubulares medindo em média 150 nm
de comprimento (BLUMBERG, 2003) e (iii) particulas virais infecciosas esféricas, de 42-47
nm de didmetro e constituem o virion completo (DANE et al., 1970), ou seja, com o involucro

externo, que corresponde ao HBsAg e um ndcleo (Figura 2) (ALMEIDA et al., 1971).
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Fonte: ALMEIDA et al., 2006; GERLICH, 2013 (Adaptado).

O virus é circundado por um envelope externo proteico (invélucro) que contém os trés

antigenos de superficie HBsAg-S; HBsAg-M, com sua sequéncia adicional pré-S2; HBsAg-L,
com suas sequéncias adicionais pré-S1 e pré-S2. O HBs-S é o componente principal na
estrutura do virion. A camada interna, denominada nucleocapsideo € um icosaedro totalmente
constituido por proteinas do cerne (HBCAQ) que circundam o genoma viral e a enzima DNA

polimerase (Figura 3) (TIOLLAIS et al., 1985).
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Figura 3. Modelo Estrutural do HBV.
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Fonte: PERKINS, 2002 (Adaptado).

2.3 ORGANIZACAO GENOMICA DO HBV

O primeiro virus humano patogénico a ser sequenciado foi o HBV (BLUMBERG,
2003). O genoma viral contém cerca de 3.2 kb de comprimento (peso molecular), onde seu
material genético é uma molécula de DNA circular de fita dupla parcial, no qual é rodeada por
uma bicamada lipidica atravessada por complexos de glicoproteinas virais (SEEGER,
MASON, 2000).

A cadeia negativa externa € de 15% a 45% mais longa do que a cadeia positiva interna
e tem uma proteina ligada covalentemente ao seu final, a polimerase viral (GERLICH,
ROBINSON, 1980), ja& a cadeia mais curta tem um RNA anexo a sua extremidade
(MOLNAR-KIMBER et al., 1983). Assim, a fita longa detém toda a informacdo genética. A
fita curta tem sequéncias que cruzam com as terminacgdes da fita longa sem necessidade de
ligacGes covalentes, levando a uma configuracgéo circular (ALVARIZ, 2006).

As moléculas de DNA sdo posicionadas em uma proteina do capsideo com uma
estrutura antigénica designado como antigeno do nucleo do virus da hepatite B (HBcAQ), que

mede cerca de 28 nm de tamanho e esta envolvida na embalagem do genoma viral, hd também
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a proteina precore “e” da hepatite B denominado antigeno HBeAg (Figura 4) (ALVARIZ,
2006).

Figura 4. Representacdo esquematica do genoma do HBV.

Fonte: POLLICINO et al, 2014.

O genoma do HBV possui 4 sobrepostos quadros de leitura aberta, a ORF (open
reading frames), onde as proteinas do virus sdo codificadas dentro deste quadro, onde possui
0s genes S, C, P e X (SEEGER, MASON, 2000). A ORF permite que o HBV produza 50%
mais proteinas do que seria previsto, devido ao pequeno tamanho do genoma (MELLO et al.,
2007).

O gene S e as regides pré-S1 e pré-S2. Sdo responsaveis pela sintese das trés proteinas
do envelope. A maior delas é codificada pelo gene S em conjunto com as duas regifes
resultando na formacdo da maior proteina (L — large 368 aa). A traducdo do gene S e da
regido pré-S 2 dao origem a uma proteina de tamanho intermediario (M — middle 281 aa). A
menor proteina é codificada apenas pela sequéncia de nucleotideos do gene S e representa o
principal componente estrutural do envelope (S — small 226 aa) (Figura 5). Esta regido S
codifica proteinas de superficie do envelope do virus (HBsAg) (SEEGER, MASON, 2000).
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Figura 5. Representacdo esquematica de glicoproteinas produzidas pelo HBV.
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Fonte: LAZAR et al., 2007 (Adaptado).

A fase de leitura aberta C contém a regido C e pré-C. Essas regides codificam duas
RNA transcriptases: mMRNA pre-gendmico (pgRNA) e RNAm pré-core. O pgRNA é traduzido
na proteina do HBCcA(g, que esta presente no core do virus em células hepaticas infectadas,
contudo ndo é detectado no soro mas expressa na membrana do hepatdcito e constitui um
importante mediador da resposta imunoldgica a presenca do HBV (TONG et al., 2005).

O HBeAg é derivado destas mesmas regides: core e pré-core do HBV. Este antigeno é
0 produto da secre¢do produzida pelo HBcAg (KIDD-LJUNGGREN et al., 2002). Assim, 0
HBeAg e HBcAg séo dois indicadores de replicacdo viral ativa (SHEN, YAN, 2014).

O gene P codifica a DNA polimerase viral. A polimerase dos Hepadnavirus ¢é
composa de quatro dominios, que incluem a proteina terminal-N (TP), uma regido de espaco,
um dominio de RT e um dominio de RNase H do terminal C (Figura 6) (CHANG et al., 1990;
HU, SEEGER, 1996).

A polimerase viral esta relacionada aos processos de incorporagdo do nucleocapsideo
e replicacdo do genoma do HBV. A qual também funciona como uma transcriptase reversa
(RT) e atividade de RNase H para a degradagdo do pgRNA (RNA pré-gendmico) durante a
sintese de DNA (LANFORD et al., 1997; SUMMERS, MASON, 1982).

A RT polimerase viral € uma propensa enzima de erro, pois ndo tem capacidade de
leitura de prova, resultando em erros frequentes que sdo incorporados a uma nova cadeia de
DNA. A taxa de erro de transcrigdo com a RT polimerase é elevado ( ~ 1 por 100 bases)
durante uma infeccdo altamente ativa produzindo uma mistura de tipos virais mutantes e

selvagem. Portanto, mutacdes ocorrem frequentemente e podem ser selecionadas durante a
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terapia antiviral (COLEMAN, 2006; GHANY, LIANG, 2007), ou seja, substituicbes de
aminoacidos neste dominio conferem resiténcia a analogos de nucleos(t)ideos (KWON, LOK,
2011).

Figura 6. Esquema ilustrativo da Polimerase do HBV e seus respectivos dominios.

HBV polimerase

Proteina terminal | Espacador POL/RT RNaseH

Fonte: KWON, LOK, 2011.

O gene X codifica a proteina X. Com 154 aminodcidos, pode ser encontrada tanto no
nacleo como no citoplasma do hepatdcito. Sua funcdo parece estar relacionada a regulacéo
génica, mas permanece ainda pouco conhecida. Este gene codifica 0 HBxAg, uma proteina
potencialmente oncogénica, modulando a ativacdo da transcricdo de genes de regulacdo do
crescimento celular (BIRRER et al., 2003; HUSSAIN, LOK, 2001).

O HBsAg possui uma imunogenicidade complexa com um determinante antigénico
comum as diversas variantes, designado como “a” e com dois pares de alelos mutuamente
exclusivos de diferentes subdeterminantes: d/y e o w/r, que possibilita a formacao de quatro
subtipos principais: adw, ayw, adr e ayr (ALVARIZ, 2006; FONSECA, 2010). Assim, a
heterogeneidade é causada por mutacfes pontuais, delecdes e por recombinacao génica com
genes pre-S de estirpes diferentes de HBV (GUNTHER et al., 1999).

As mutacOes na regido determinante “a” do HBV resultam nos gendtipos, onde séo
classificados em dez genétipos (A-J) (ZHANG, CAO, 2011), com base nas divergéncias de
mais de 8% das sequéncias nucleotidicas do genoma completo (ARAUJO et al., 2011,
KRAMVIS et al., 2008; OKAMOTO et al., 1988). Quanto aos subgendtipos, este devem
divergir, em pelo menos 4%, em relagdo ao genoma (KRAMVIS et al, 2005).

Individuos infectados pelo HBV com a vacina contra a hepatite B ou portadores de
HBO, que desenvolvem anticorpos protetores anti-HBs, pode evocar mutantes de HBV que

({92l

codificam HBsAg com um alterado do determinante “a” ou subtipo atipico determinantes
(HINO et al., 1995; KARTHIGESU et al., 1994). Tais mutantes podem escapar das respostas
imunitarias do hospedeiro (ABDELNABI et al., 2014).
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2.4 CICLO DE REPLICACAO DO HBV

O HBYV tem rigoroso tropismo pelos tecidos do figado. Os hepatocitos infectados com
virus produzem grande quantidade de particulas de HBsAg que ndo contém DNA que séo
liberadas para o sangue e tecidos, estas particulas ndo infectantes de HBsSAg podem ser
detectadas no soro, sendo o principal marcador de infec¢do pelo HBV (HORVAT, 2011).

Normalmente, o0 HBV ndo é citopatico em si, em vez disso, em caso de doenca
cronica de hepatite B, o dano hepatico ocorre por causa da fase de depuracdo imunoldgica do
hospedeiro contra hepatdcitos infectados pelo HBV (LOK, MACMAHON, 2009).

O curso natural da infecgédo cronica pelo HBV, em geral, pode ser dividido em trés
fases: (i) imunotolerante; (ii) imunoativa; (iii) ndo replicativa. Existe uma divergéncia com
relacdo se hd ou ndo uma quarta fase. Para alguns autores, como Brandao-Mello (2008), a
quarta fase seria a reativacao, contudo para Fonseca (2007) e para Ferreira e Borges (2007)
esta reativacdo do HBV ndo é considerada como uma quarta fase e sim como um fenémeno
bioldgico caracteristico dos Hepadnavirus.

Apbs a infeccdo, a deslocacdo do nucleocapsideo viral para dentro da célula entra no
nacleo, transportando o genoma nuclear viral (MARTIN, HELENIUS, 1991). Apds a entrada,
o0 virus fica sem revestimento no citoplasma da célula hospedeira (SHEPARD et al., 2006;
YIM, LOK, 2006). No nucleo, a sintese da fita positiva do DNA ¢é completada e 0 DNA viral
é convertido em cadeia dupla para DNA circular covalentemente fechado (cccDNA). O
cccDNA serve como molde para a transcricdo dos RNAs mensageiros, que sao transportados
para o citoplasma, onde proporciona a traducao do nucleocapsideo viral e antigenos precore C
(C, pré-C), polimerase (P), envelope grande (L), médio (M), pequeno (S), e proteinas de
transcricdo transativagéo (X) (Figura 7) (LEVRERO et al., 2009).
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Figura 7. Representacdo esquematica do ciclo de replicagdo do HBV.
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O pgRNA dentro das particulas serve como molde para a transcri¢do inversa do novo
genoma viral (BECK, NASSAL, 2007). A polimerase/transcriptase reversa recém-formada se
liga a extremidade 5 de modelo pgRNA. Em primeiro lugar, a cadeia negativa é formada por
transcricao reversa do pgRNA que por sua vez serve como um molde para a sintese da cadeia
positiva. Uma vez que parcialmente o DNA de cadeia dupla foi gerado, os nucleocapsideos
podem ir através de um evento de maturacdo que torna possivel a aquisicdo de um envelope
exterior através de brotamento para o lumen do reticulo endoplasmatico (GANEM,
SCHNEIDER, 2001). Além de que, estes nucleocapsideos também podem se deslocar para o
nacleo para melhorar o nimero de copias de cccDNA. As fungBes dos produtos génicos
complementares do HBV, o HBeAg e proteina viral X (HBxP), estdo intimamente ligados
com a patogenia da hepatite B e seu resultado (Figura 7) (SEEGER, MASON, 2000; TU et
al., 2012).

PerturbacGes e rearranjo de genes durante a integracdo no DNA cromossémico pode

resultar em (i) perda de HBsAg no soro, (ii) reducdo da producdo de virides, e (iii) perda do
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HBV-DNA detectaveis no soro. Assim, a integracdo do HBV-DNA representa um mecanismo
fundamental subjacente a infeccdo oculta pelo HBV, principalmente apds varios anos de
infeccdo cronica pelo HBV (RAIMONDO et al., 1988).

A utilizacdo da transcricao reversa de um pré-genoma intermediario, em uma das fases
da replicacdo, faz com que 0 HBV, nesse processo, se assemelhe aos retrovirus (SUMMERS,
MASON, 1982; TIOLLAIS etal., 1985; TIOLLAIS et al., 1981).

2.6 EPIDEMIOLOGIA DO HBV

A epidemiologia da infec¢do pelo HBV é distinta e diversificada em todo o mundo,
diferem amplamente de uma area geografica para outra e a prevaléncia do HBsAg ¢
classificado por areas de baixa endemicidade (<2%), endemecidade intermediaria (2-7%) e
alta endemicidade (> 8%) em diferentes paises (Figura 8) (HOU et al., 2005; SAGNELLI et
al., 2014).

Nos paises em desenvolvimento com maior populacio (Sudeste da Asia, Africa
subsaariana, China, Indonésia, Nigéria e da Bacia Amazonica), hd maior prevaléncia de
endemicidade (maior ou igual a 8% da presenca do HBsAg). Nessas areas de mundo, cerca de
70% - 95% da populacdo apresenta marcadores soroldgicos presentes ou passados contra
HBV (COLIN et al., 2006; MARGOLIS et al., 1991).

A zona endémica intermediaria de infec¢do pelo HBV, como o Oriente Médio, Leste
europeu e a bacia do Mediterraneo, com taxa entre 2%-8% de infeccdo pelo HBV (WHO,
2002).

A zona de HBV de menor endemicidade inclui paises mais desenvolvidos, como
Australia, América do Norte e do Norte e Europa Ocidental, sendo a prevaléncia do HBsAg
inferior a 2% (WHO, 2002).
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Figura 8. Prevaléncia mundial do marcador HBsAg do HBV.

. g

v“":
Prevaléncia do Antigeno ‘ . A/

de superficie da Hepatite B 3 > ,(‘ '
B Elovada > 8% ¥ N
Intermediaria 2% -7% & v ¢
Baixa < 2% / =

Fonte: CDC, 2008 (Adaptado).

A prevaléncia do HBV é maior na Africa subsaariana e na Asia Oriental, onde, entre
5-10% da populacdo adulta estd cronicamente infectada. Altas taxas de infecgdes cronicas
também sdo encontrados na Amazénia e as regides do sul da Europa Central e Oriental. No
Oriente Médio e do subcontinente indiano, estima-se que 2-5% da populacdo em geral é
cronicamente infectada. Menos do que 1% da populacdo na Europa Ocidental e na América
do Norte e cronicamente infectada (WHO, 2015).

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. Com isso, a regido
Amazonica, algumas areas do estado do Espirito Santo e oeste do estado de Santa Catarina
apresentam uma alta endemicidade do HBV. As regides Nordeste, Centro-Oeste com
endemicidade intermediario. Na regido Sul do Brasil é considerado uma baixa endemicidade.
Sendo assim, 0 pais apresenta um comportamento heterogéneo entre suas regifes (SOARES

etal., 1994).
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2.6.1 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DOS GENOTIPOS DO HBV

Pelo menos oito gendtipos diferentes (A-H) foram identificados que diferem entre si
em mais do que 8% do genoma na sua sequéncia de nucleotideos, com uma distribuicédo
geografica distinta (LINDH et al., 1997). Além dos genotipos, existem quatro principais
subtipos soroldgicos de HBV classificados fenotipicamente de acordo com o determinante do
antigeno de superficie (HBsAQ): adw, ayw, adr e ayr, estes subgendtipos diferem em pelo
menos 4% da sua sequéncia de nucleotideos (BANCROFT et al., 1972; KRAMVIS et al.,
2005; OKAMOTO et al., 1988; ZEKRI et al., 2007).

Muitos estudos tém relatado que os diferentes gendtipos e subgendtipos possuem
diferentes distribuicBes geograficas (Figura 9) e estdo relacionados com a progressdo da
doenca, a gravidade clinica, resposta ao tratamento antiviral e prognéstico (NORDER et al.,
2004; SUNBUL, 2014).

Figura 9. Distribuicdo geografica dos gen6tipos do HBV no mundo.
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Fonte: SUNBUL, 2014. (Adaptado).

Todos os genotipos, exceto para E, G e H sdo divididos em subgenotipos e distribuidos
em varios locais (CONDE et al., 2013; SCHAEFER, 2007).

O gendtipo A é distribuido globalmente e é o principal genotipo encontrado na
Europa, América do Norte, Africa e india (CAVINTA et al., 2009; KURBANOV et al.,
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2008). Este gendtipo é dividido em sete subgendtipos Al a A7, onde o A3 (HANNOUN et al.,
2005; KURBANOV et al., 2005), A4 e A5 (OLINGER et al., 2006), A6 (ALVARADO-
MORA et al., 2013; POURKARIM et al., 2010) e A7 (HUBSCHEN et al., 2011) foram
identificados em individuos africanos. Os subgenotipos Al é de origem africana, encontrado
principalmente na Africa subsaariana e no continente indiano, enquanto que o A2 §é
predominante na Europa e América do Norte (BOWYER e al., 1997; KRAMVIS et al., 2002;
LAGO et al., 2014).

O genodtipo B é frequentemente observado em duas principais localizacbes
geograficas, na Asia e no Japdo (KAO et al., 2000; NI et al., 2004). Este genGtipo é
classificado em seis subgendtipos distintos (B1-B6). O subgenétipo Bl é encontrado
principalmente no Jap&o, os subgenétipos B2-B5 na Asia Oriental e o subgendtipo B6
encontrado em populagbes indigenas do Artico e Groelandia (MCMAHON, 2009;
SUGAUCHI et al., 2002).

O gendtipo C é mais associado com o pior prognostico relacionado a doencas no
figado, ou seja, ha uma tendéncia maior para o desenvolvimento de cirrose e HCC, sendo
encontrado frequentemente na Asia, observado principalmente no Sudeste Asiético
(CAVINTA et al., 2009; KURBANOV et al., 2008). O gendtipo C é dividido do C1 a C5
(ALVARADO-MORA et al., 2013; MCMAHON, 2009)

O gendtipo D é encontrado principalmente no Oriente Médio, Asia, Europa e em
paises mediterranicos. Este genotipo tem uma distribuicdo mundial, mas é predominante em
algumas regides, enquanto menor em outras (CAVINTA et al., 2009; KURBANOQV et al.,
2008; NORDER et al., 2004). Os subgenotipos sdo D1 a D5 (MCMAHON, 2009).

A histéria evolutiva do genétipo E ainda é incerta. Este genétipo é largamente
difundido na Africa Ocidental e novos trabalhos indicam a introducdo deste gendtipo na
Africa Central (ANDERNACH et al., 2009). Também ja foi observado na Europa Central e
Oriental (DETERDING et al., 2008) e na Colémbia (ALVARADO-MORA et al., 2010).

O gendtipo F, o que constitui o grupo mais divergente (MIYAKAWA, MIZOKAMI,
2003) é originario das Américas e é o principal gendtipo circulando na Argentina (FRANCA
et al., 2004; TELENTA et al., 1997), Venezuela (BLITZ et al., 1998; DEVESA et al., 2004),
Bacia Amazonica Peruana (CASEY et al., 1996) e paises da América Central, incluindo Costa
Rica, El Salvador e Nicardgua (ARAUZ-RUIZ et al., 1997). Dois subgenotipos sédo propostos
para este gendtipo, F1 e F2, porém, ha uma subdivisdo em cinco conjuntos (1a, 1b, I, 111, 1V)
com base nas comparacdes entre as sequéncias do gene S (MBAYED et al., 2001; NORDER
et al., 2003). Grupos la e Ib associados ao subgendtipo F1, encontrados na América Central e
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Argentina, respectivamente. O subgenétipo F2 com o grupo Il encontrado na Nicaragua,
Venezuela e Brasil, grupo Il no Panama, Venezuela e Colémbia e IV na Argentina e Bolivia
(CAMPOS et al., 2005; MELLO et al., 2007).

O gendtipo G foi inicialmente identificado em estudos realizados na Francga, em 2000,
porém também ja foi descrito nos Estados Unidos e México (SAKAMOTO et al., 2006).

O gendtipo H é comumente encontrado na América do Sul e Central (CAMPOS et al.,
2005; WEBER, 2006).

Recentemente, por meio de analises filogenéticas, um novo gendtipo foi caracterizado
no Vietnd e Laos e designado como genotipo I. Além de outro novo genotipo, J, que também
foi identificado, mas ainda h& duvidas sobre esta decoberta, sendo estes alvos de interesse
para futuros pesquisas (HANNOUN et al., 2000; OLINGER et al., 2008; SUNBUL, 2014;
STUYVER et al., 2000; YU et al., 2010). O gendtipo | foi noticiado recentemente no Vietna e
Laos (OLINGER et al., 2008), enquanto que o gendtipo J, foi identificado nas Ilhas Ryukyu
no Japdo (KRAMVIS, 2014; NORDER et al., 2004).

Os genotipos do HBV vigentes no Brasil sdo A, D e F (MELLO et al., 2007). A alta
taxa de gendtipo D na regido Sul poderia estar relacionada com o fluxo de imigrantes da
Europa Central (especialmente Alemanha e Itélia). A distribuicdo equilibrada dos gendtipos A
e D na regido Centro-Oeste pode ser explicada pela ocupacéo atrasada da &rea de migracao da
populacdo (BECKER et al., 2010). Os gendtipos B e C, ja foram identificados em alguns
individuos brasileiros, todos de origem asiatica (RIBEIRO et al., 2006; SITNIK et al., 2004).
Genotipo G também ja foi observado também ja foi observado no pais (SILVA et al., 2010).
O gendtipo F é originario de populacdes amerindias (TORRES et al., 2011) e, como esperado,
é 0 mais prevalente na populacdo indigena na Amazonia (DEVESA et al., 2008).

2.7 HEPATITE B OCULTA
2.7.1 HISTORICO DA HEPATITE B OCULTA

O HBV-DNA foi detectado pela primeira vez no tecido hepético de pacientes HBsAg
negativos com doenca hepética crénica (DHC) no inicio de 1980 (BRECHOT et al., 1985;
BRECHOT et al., 1981). Posteriormente, quando os métodos baseados em reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) tornaram-se disponivel, HBO foi encontrada em individuos afetados e
ndo afetados por doencas hepaticas em diferentes partes do mundo (BRECHOT et al., 2001,
HU, 2002; TORBERSON, THOMAS, 2002).
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Um estudo feito em 1999 e publicado no The New England Journal of Medicine
levantou o interesse da comunidade cientifica desta entidade clinica, onde foi testada biopsias
de figado de uma grande série de pacientes HBsAg negativos com DHC para genomas de
HBV (CACCIOLA et al., 1999). Este estudo proporcionou uma nova Vvisdo em ambos 0s
aspectos virologicos e as possiveis implicac@es clinicas da HBO (RAIMONDO et al., 2008).

A infeccdo cronica pelo HBV ¢ geralmente identificada pela deteccdo do HBsAg no
soro. Contudo, o advento de técnicas moleculares de alta sensibilidade revelou a persisténcia
de genomas de HBV em individuos HBsAg negativos com ou sem marcadores sorolégicos da
infeccdo anterior, ou seja, anticorpos para 0 HBsAg (anti-HBs) e/ou ao anticorpo contra as
proteinas do core (anti-HBc). Este tipo de infec¢do crbnica é usualmente denominado de HBO
(RAIMONDO et al., 2007; TORBERSON, THOMAS, 2002). Assim, a HBO ¢ caracterizada
pela presenca do HBV-DNA no soro ou no figado na auséncia de HBsAg (HOU et al., 2001,
HU, 2002). O nivel de HBV no soro é geralmente inferior a 10% copias/ml, ou seja, baixos
titulos de genomas de HBV (aproximadamente 200 IU/mL) (RAIMONDO et al., 2008).
Apesar da HBO ter sido identificada em pacientes com doenca hepatica cronica, ha duas
décadas (BRECHOT et al., 1981), a sua prevaléncia exata continua indefinida (HOU et al.,
2005).

Pacientes infectados com HBO podem ser soropositivos ou soronegativos. A HBO
soropositiva é caracterizada pela positividade do anti-HBc com ou sem a presenca do anti-
HBs, enquanto que soronegativos sdo caracterizados pela auséncia de ambos anticorpos. A
HBO soropositiva constitui a maioria da infeccdo oculta (80%) que pode ser explicada por
uma maior proporc¢éo de infecgdo solucionada por HBV (TORBENSON, THOMAS, 2002). A
diferenca em termos de impacto clinico entre individuos soropositivos e soronegativos é
desconhecida (RAIMONDO et al., 2007; ZERBINI et al., 2008).

Mecanismos imunopatogénicos da HBO sdo pouco compreendidos. Varias
possibilidades tém sido sugeridas, incluindo: a interferéncia da replicacdo de HBV por outros
virus (como no caso de co-infeccdo pelo HCV, HIV), integracdo do HBV-DNA nos
cromossomos da célula hospedeira, a formagdo de complexos imunes circulantes contendo
HBV, que nédo sdo detectados por ensaios de rotina de HBsAg, que determinam as respostas
imunitarias do hospedeiro alteradas levando a manutencdo da infeccdo por HBV em estado
latente até que a transmissdo de um outro individuo ocorra (principalmente no caso de terapia
imunossupressora), diferentes mutacées em sequéncia do HBV-DNA e potenciais mutacdes
associadas a HBO (DE LA FUENTE et al., 2011; RAIMONDO et al., 2013; SAID, 2011).
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A replicacdo viral é geralmente suprimida em individuos com HBO e o HBV-DNA
circula em niveis extremamente baixos ou mesmo indetectaveis no soro. Apesar disso, a HBO
estd associada com doencas hepaticas cronicas e o risco HCC. Para explicar este paradoxo,
deve notar-se que longa persisténcia do virus no figado pode causar um necroinflamacao
muito leve, mas progressiva (BLACKBERG, KIDD-LJUNGGREN, 2000; YUKI et al.,
2003).

Variantes HBsAg sdo um sério problema de salde, ndo s0 porque eles ndo sao
detectaveis por alguns ensaios imunoenzimaticos comerciais, mas também porque podem
infectar individuos vacinados. Assim, o surgimento de variantes de HBsAg com novas
mutacGes devem ser monitorados entre populacGes dentro de areas endémicas para HBV
(KIM, KIM 2015).

Evidéncias tém demonstrado que a HBO é altamente prevalente, particularmente em
areas endémicas para 0 HBV (HUANG, HOLLINGER, 2014; SQUADRITO et al., 2013).
Tais evidéncias mostram a importancia clinica da HBO, no qual sdo responsaveis pelo
crescente interesse nesta condi¢do. O impacto da aquisicdo desta forma clinica sdo Vvarios,
desde a possibilidade da transmissdo da infeccdo, o risco de reativacdo da infeccdo, a
contribuicdo para a progressao de doencas hepéticas graves, como fibrose, cirrose e
carcinoma hepatocelular (HCC), além de poder estar relacionada com doenca hepética crénica
criptogénica, ou seja, sem etiologia conhecida (CHAN et al., 2002; CHEMIM et al., 2001).

Considerando todos os dados mencionados acima, a clinica leva em consideracéo a
presenca de HBO em varias categorias de pacientes, como os individuos imunodeprimidos e
cirréticos com HBO, que tém um risco muito elevado de reativacao viral e desenvolvimento
das doencas hepaticas, respectivamente (SQUADRITO et al., 2014).

2.7.2 MUTACOES GENOMICAS ASSOCIADAS A HEPATITE B OCULTA

Seguindo os avancos nas técnicas moleculares, a classificacdo baseada nos sorotipos
do HBV foi estabelecida com base nas variantes na grande regido hidrofilica (MHR)
(POURKARIM et al., 2014). A presenca de mutantes de escape nesta regido da a variantes do
HBV uma vantagem de sobrevivéncia distinta, permitindo que o virus mutante escape do
sistema imunoldgico (SUPPIAH et al., 2014).

As alteragOes estruturais em HBsAg induzidas por meio de mutagdes no determinante

a” ou em outro local, levam a uma reducdo na afinidade dos anticorpos em ensaios de

diagndstico de HBV (SAMAL et al., 2012). As mutagdes no determinante “a” do gene S
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ocorrem com frequéncia em infecgdo por HBO sdo um risco potencial para a seguranga do
sangue (Figura 10) (ALLAIN et al., 2013; GERLICH et al., 2010).

Figura 10. Mutacdes do genoma associadas com o desenvolvimento da infeccdo pela HBO.
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Fonte: MORALES-ROMERQO et al., 2014 (Adaptado).

As mutacbes pontuais no gene S resultam em substituicbes de aminoacidos do
determinante antigénico comum “a”, que se encontra entre os aminodcidos 124 - 147,
podendo alterar epitopo de células B contra o0 HBsAg, levando a variantes que escapam da
resposta imune do hospedeiro induzida por infeccdo anterior. Assim, a sugestdo de um
aumento na area de investigacdo na regido S para incluir toda a MHR, que compreende
aminoéacidos 99 a 169 estdo sendo avaliados (HSU et al., 1997).

Uma das mutacBes observadas é a presenca de timina no nucleotideo (nt) 1858, que
forma um par de bases com a adenina no nt 1896, cria um sinal de encapapsidacdo do RNA
pré-gendmico mais forte, aumentando a eficiéncia da replicacdo viral apesar dos anticorpos
contra o HBV (ELOY et al., 2013).

A mutacdo comumente encontrada nos pacientes com HBO é uma substituicdo de G
para A no nt 1896, que impede a producéo integra de HBsA(g, atraves de um codon de parada
prematuro no quadro de leitura aberta (ORF) da regido do pre-core (BRUNETTO et al., 1990;



36

CARMAM et al., 1989). Também dele¢Ges no promotor da regido preS/S foram observados
em varios estudos sobre HBO, causando uma parada precoce, causando uma proteina S
truncada (CHAUDHURI et al., 2004).

A mutacdo G145R foi encontrada em pacientes pos vacinacdo, mas ndo em pré
vacinacdo, sugerindo um mutante de escape de vacina, sendo a mutacdo mais frequente e
estavel (HSU et al., 2004). Esta mutagdo é associada a resisténcia ao anti-HBs onde h4 uma
substituicdo de Glicina para Arginina na posicdo 139 a 147 do aminoacido (CARMAM et al.,
1990; CHEN et al., 2011; YAMAMOTO et al., 1994).

Em um recente estudo feito em doadores de sangue infectados com HBO, o
polimorfismo L217R no gene da polimerase foi significativamente maior do que em
individuos HBsAg positivos, indicando um bom marcador molecular (OLUYINKA et al.,
2015).

Em outra pesquisa foi observado que as frequéncias de mutagdes na regido do HBsAg
foram significativamente maiores em individuos com infec¢do oculta pelo HBV, com as
mutacoes I / T126N / S dentro do determinante “a” e W182L acarretando em um cddon de
parada fora da MHR, causando uma proteina S truncada e ndo reconhecida por ensaios
imunoenzimaticos comerciais (KIM, KIM, 2015).

Algumas destas mutacdes ja foram detectadas em pacientes imunocomprometidos e
responsaveis também pela reativacdo do HBV escapar do anti-HBs. Algumas destas mutacdes
no HBsAg podem resultar na falha de detec¢do do virus no rastreio de rotina (CALIGIURI et
al., 2016).

2.7.3 IMPACTO CLINICO DA HEPATITE B OCULTA

As implicagBes clinicas da HBO envolvem diferentes contextos clinicos da seguinte
forma: (1) abrigando risco potencial de transmissdo do HBV através de hemodidlise,
transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos; (2) causando doenca hepatica criptogénica; (3)
contribuindo para a progressao da doenca hepatica ou mesmo HCC; e (4) afetando a resposta
a terapia antiviral para pacientes com infec¢éo cronica por HCV (Figura 11) (COVOLO et al.,
2013; HASEGAWA et al., 2005).
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Figura 11. Representacdo esquematica das possiveis implica¢des clinicas relatada na HBO.
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Fonte: SQUADRITO et al., 2014 (Adaptado).

Diferentes estudos demonstraram que portadores de mutacbes de escape do HBV
reduziram a afinidade de ligacdo de anticorpos anti-HBs com o HBsAg, incluindo anticorpos
gerados da vacina, o que pode permitir a infeccdo apesar da vacinacdo (CARMAM et al.,
1990; CHANG, 2010; KARTHIGESU et al., 1994; KOMATSU et al., 2012; LOCARNINI,
YUEN, 2010; MELE et al., 2001).

As mutacBes pontuais, delecdes e splicings alternativos tém sido associadas com a
HBO, mas ndo esta claro se essas mutagdes sdo uma causa ou uma consequéncia da HBO.
Muitas destas infec¢fes associadas a mutagdes ocultas ocorrem no gene e/ou regides que
regulam a expressdo do gene S, mas também tém sido documentadas para genes da
polimerase (P) e genes do nucleo (C) (HEMERT et al., 2008).

Com isso, a HBO pode exercer atividade oncogénica através de mecanismos diretos e
indiretos, e pode afetar a progressdo da doenca hepatica e carcinogénese hepéatica em
pacientes com outras causas virais, particularmente HCV, bem como naqueles com doencas
hepaticas independentes (NISHIKAWA, OSAKI, 2013).

2.7.4 FATORES DE RISCO PARA TRANSMISSAO DA HEPATITE B OCULTA

O risco de transmissdao da HBO em doadores que sdo HBsAg negativo e anti-HBc

positivo é muito baixo apds o transplante de rim, coracdo ou de medula 6ssea, porém, mais
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elevado em transplante de figado (17-90%), especialmente se o destinatario é negativo para
todos marcadores soroldgicos HBV (DE LA FUENTE et al., 2011; TABOR et al., 1979).

A HBO é a principal causa de infec¢cdo pelo HBV pos transfusdo nos paises ocidentais
e em paises como a India e Taiwan, com maior risco de transmissio do que para HCV ou HIV
(LIU et al., 2006; REGAN et al., 2000).

Populacbes de alto risco para infeccbes com transmissdo parenteral tém sido
amplamente investigados para HBO (TORBENSON et al., 2004).

A transmissdo do HBV em individuos com HBO pode ocorrer via transplante de
6rgdos ou transfusdo de sangue (GERLICH et al., 2007). Uma pesquisa ressaltou a
necessidade de verificar a presenca do HBV-DNA no soro, especialmente em casos de

HBsAQ negativo no sangue antes da transfusdo (HEMERT et al., 2008).

2.7.5 EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE B OCULTA

A prevaléncia global de HBO varia de acordo com a regido geogréafica, mas também
depende muito da especificidade e sensibilidade dos testes soroldgicos ou testes de acidos
nucleicos (NAT) de rotina, das diferentes populacGes estudadas e dos critérios de inclusdo e
excluséio (MORALES-ROMERO et al., 2014; RAIMONDO et al., 2008), com a
endemecidade da HBO variando 0% - 89,5% (HOFER et al., 1998; NUNES et al., 2002).

A taxa de HBO estimada em pacientes anti-HBc positivos varia em torno de 4% - 25%
(LIU et al., 2006). A HBO esta prevista para ser uma forma difundida em todo o mundo,
onde a prevaléncia é maior em populacbes com alto risco de infeccbes transmitidas
parentericamente e geralmente dependente do nivel de endemicidade de HBV nas diferentes
areas geograficas (RAIMONDO et al., 2007; TORBENSON, THOMAS, 2002). Com isso, 0
HBV-DNA é detectavel em cerca de um terco dos portadores do HCV, HBsAg-negativos na
Bacia do Mediterraneo e em mais de 50% em paises do Extremo Oriente da Asia
(TORBENSON, THOMAS, 2002).

Um total de 20% dos casos HBO sdo negativos para todos os marcadores sorologicos
da infeccdo pelo HBV, exceto o0 HBV-DNA. Isto levanta um cenario muito importante de
subdiagnostico da HBO, especialmente nos paises latino-americanos (MORALES-ROMERO
etal., 2014).

Estudos realizados nos EUA em doentes de origem caucasiana submetidos a
transplante de figado para cirrose relacionada com HCV mostrou que 50% destes individuos
tinham HBO (SHETTY et al., 2008). A prevaléncia da HBO nos EUA varia de 0-45% com as
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taxas mais elevadas em pacientes co-infectados com HIV e/ou HCV (TORBENSON et al.,
2004). Estes dados sd@o particularmente surpreendentes e relevantes, tendo em conta que a
prevaléncia do HBV na populacdo americana branca é um dos mais baixos do mundo
(SHOUVAL, 2008).

Minuk e colaboradores (2005) detectaram uma prevaléncia de HBO em 18% daqueles
com evidéncia sorologica de infeccdo pelo HBV anterior (anti-HBc reagente) e 8% dos HBV
soronegativos (todos os marcadores negativos). Kim e colaboradores (2007) encontraram
HBV-DNA em 16% dos individuos saudaveis coreanos com os valores normais de
transaminases e que estavam HBV/HCV negativos.

Ainda ha poucos estudos sobre a presenca da HBO no Brasil (ALENCAR et al, 2007).
Silva e colaboradores (2005) encontraram uma prevaléncia de HBO em 3,3% entre doadores
de sangue reativos para anti-HBc em Porto Alegre, no sul do Brasil, enquanto Arraes e
colaboradores (2003) observaram 2,7% de HBO entre os doadores de sangue anti-HBc
reativos em Recife. Enquanto em um estudo recente feito em um banco de sangue no Estado
do Amazonas, revelou a prevaléncia de 1% (6/291) da HBO, estes 6 doadores tinham anti-
HBs 100 mIU >/1(MORESCO et al., 2014).

2.7.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE B OCULTA

O padrao de ouro para o teste HBO é a analise da extracdo de DNA a partir de tecidos
de figado realizados através da utilizacdo de técnicas altamente sensiveis e especificas, como
a PCR ou gPCR (em tempo real). Este padrdo se tornou possivel por meio de testes de
amplificacdo de acidos nucleicos (NATs) (RAIMONDO et al., 2008).

No entanto, amostras de tecido do figado estdo disponiveis apenas em uma minoria
dos casos, uma vez que a bidpsia de figado ndo pode ser executada na maioria dos individuos.
Assim, a analise das amostras de soro ou plasma é a abordagem mais comum para identificar
0s casos infectados pela HBO (RAIMONDO et al., 2008).

A definicdo da HBO foi padronizada em 2008, na cidade de Taormina, Italia. As
recomendacdes para deteccdo da HBO foram a utilizacdo de iniciadores oligonucleotideos
especificos para regides genémicas diferentes do HBV e serdo complementares as sequéncias
conservadas de nucleodtidos (RAIMONDO et al., 2008). Estes marcadores podem ser

observados na tabela 1.
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Quadro 1. Marcadores sorologicos e moleculares para 0 HBV em diferentes estados de

persisténcia.

anti-HBc anti-
HBYV DNA HBsAg total HBeAg HBe
Hepatite B cronica +++ + - + -
Hepatite B cronica
(variagdes pré-nucleo) ++ + - - +/-
Portador saudavel < 10° IU/mL + - - +
HBO soropositivo <1000 1U/mL - +/- +/- +/-
HBO soronegativo <1000 1U/mL - - - -

Fonte: OCANA et al, 2011
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3. JUSTIFICATIVA

A infeccdo cronica pelo HBV é um grande problema de saude publica em todo o
mundo por causa do risco substancial de suas complicacfes para 0 progresso em direcdo a
doencas hepaticas (CHANG, 2010; HUANG, HOLLINGER, 2014). E observado uma grande
frequéncia de morbidade e mortalidade em relacdo ao HBV, especialmente nos paises em
desenvolvimento (FERNANDES et al., 1999; LIN et al., 2005; WANG et al., 2007). Cerca de
10% -30% dos pacientes com infecgdo cronica pelo HBV estdo em maior risco de
desenvolver uma doenga hepética progressiva (DENG et al., 2012; JANSSEN et al., 2004).

Apesar do numero crescente de pesquisas que avaliam a prevaléncia da infeccdo pelo
HBV e a introducdo de vacinas profilaticas contra o virus no inicio da década de 80, ainda ha
questBes cruciais para elucidar o virus e a infeccdo, que continuam sendo um dos mais graves
problemas de saide (ALMEIDA et al., 2006; GUIRGIS et al., 2010; LIANG, 2009; SHI et al.,
2010; VALENTE et al., 2005).

No Brasil, aproximadamente 15% da populacéo ja esteve em contato com o HBV, e de
1 a 3% da populagdo estd infectada cronicamente (FERNANDES et al., 1999). O carater
endémico da HBV no Brasil é bastante heterogéneo, sendo esta infeccdo mais prevalente na
regido Norte do pais, que engloba a Amazonia brasileira (FERNANDES et al., 1999; KAO,
CHEN, 2002).

Varios estudos tém indicado que a infeccdo de HBO, caracterizada pela auséncia do
marcador HBSAQ nos exames imunoenzimaticos em pacientes com hepatite crénica podem
levar a cirrose e/ou desenvolvimento posterior do HCC. (SAGNELLI et al., 2008;
CHAMORRO et al., 2005).

Atualmente, hd uma escassez de pesquisas cientificas na regido relacionadas a hepatite
B oculta. Assim, faz-se de grande necessidade o conhecimento da prevaléncia em nosso meio
para melhor compreensdo do seu papel patogénico e suas repercussdes clinicas (BARROS
JUNIOR et al., 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia da hepatite B oculta nos pacientes HBsAg negativos, anti-
HBC positivos e anti-HBs negativos, atendidos no NMT-UFPA entre 2011 a 2015.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a presenca do HBV-DNA em amostras HBsAg e anti-HBs néo reagente e anti-

HBc reagente.

Determinar os genotipos virais circulantes em individuos com HBO.

Analisar possiveis mutacdes em uma regido do gene S relacionadas ao ocultismo do
HBV.

Descrever perfil epidemioldgico dos pacientes com hepatite B oculta atendidos no
NMT-UFPA.

Identificar os principais fatores de risco para aquisicdo da infeccdo pela hepatite B
oculta a que esta populacéo se encontram expostas.
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5. METODOLOGIA

5.1 CASUISTICA

5.1.1 DESENHO DO ESTUDO

O estudo é do tipo transversal analitico, com amostras obtidas por conveniéncia, onde
foi estimado a prevaléncia da infeccdo pelo HBV, verificando a presenca da hepatite B oculta

nos pacientes atendidos no ambulatorio do NMT-UFPA.

5.1.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

O estudo compreendeu um total de 181 individuos, de ambos o0s sexos, atendidos no
NMT-UFPA, no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015, com sorologia negativa para

HBsA(g e sorologia positiva para anti-HBc.

5.1.3 OBTENCAO DOS DADOS SOCIO-EPIDEMIOLOGICOS

A obtencdo dos dados epidemiolégicos foi realizada através de formularios
epidemioldgicos (Apéndice 1), que coletou informacdes, tais como, idade, género, uso de

drogas, numero de parceiros sexuais, transfusfes sanguineas, condi¢des socioecondmicas.

5.1.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Critério de inclusdo: ldade igual ou acima de 18 anos, ter sido atendido no Nucleo de
Medicina Tropical (NMT-UFPA), ter sorologia negativa para o0 marcador HBsAg e anti-HBs,
sorologia positiva para 0 marcador anti-HBc e livre concordancia em participar do estudo
assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A).

Critério de exclusdo: Ser portador de deficiéncia mental aparente, possuir dados

incompletos.
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5.1.5 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no ambulatério do NMT-UFPA, onde os procedimentos
laboratoriais foram feitos no Laboratorio de Patologia Clinica das Doencgas Tropicais
(LPCDT). A localizagdo do NMT pode ser observada na figura 12.

Figura 12. A) Localizacdo do municipio de Belém, capital do Estado do Para, no norte do
Brasil. B) Imagem georeferenciada da localizacdo do NMT (Fonte: Google Earth). C)

Fotografia ilustrativa do NMT com logradouro.
1.0°S

Nucleo de Medicina Tropical - NMT
Universidade Federal do Para
Av, Generalissimo Deodoro, 92
66055-240

A8 AB4'W 48.48135°W d4B4B3'W 48.4825'W 48482'W

Fonte: Google Maps, 2015.

5.1.6 ASPECTOS ETICOS

Esse estudo é um subprojeto de um projeto de pesquisa maior intitulado
“CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS DO VIRUS DA HEPATITE B EM PACIENTES
ATENDIDOS NO PROGRAMA DE HEPATITES VIRAIS DO NUCLEO DE MEDICINA
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TROPICAL, UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA, BELEM-PARA”. Possuindo parecer
do CEP do Ndcleo de Medicina Tropical, sob o nimero do parecer 138.638 (Anexo B).

Todos os participantes do estudo receberam esclarecimento sobre a pesquisa e sua
importancia, que foi mediante a assinatura do TCLE, conforme preconiza a resolucdo 196/96

do Conselho Nacional de Saude.

5.2 METODOS LABORATORIAIS
5.2.1 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Foi coletado de cada participante aproximadamente 10 ml de sangue periférico através
de puncao venosa. As amostras sanguineas foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 rcf e 0
soro recolhido e colocado em frasco devidamente identificado, armazenado a temperatura de -

80°C para posterior uso.

5.2.2 DIAGNOSTICO SOROLOGICO DAS HEPATITES VIRAIS

Um total de 465 amostras foram submetidas ao teste imunoenzimético ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), sendo testados marcadores especificos para 0 HBV
(HBsAg, anti-HBc total e anti-HBs), utilizando kit imunoenzimético comercial (DiaPro,

Italia), utilizados de acordo com as instrugdes de uso recomendadas pelo fabricante do Kit.

5.2.3 DETECCAO POR BIOLOGIA MOLECULAR DOS ACIDOS NUCLEICOS VIRAIS

Foram realizados testes de biologia molecular em 181 pacientes dos quais
apresentavam os seguintes resultados na sorologia: HBsAg néo reagente, anti-HBc reagente e
anti-HBs ndo reagente.

5.2.3.1 EXTRACAO E ISOLAMENTO DO ACIDO NUCLEICO

A extragdo do HBV-DNA foi feita a partir de 200 pL do soro dos pacientes utilizando
kits comerciais QlAamp DNA mini kit, (Qiagen, Alemanha). Os procedimentos para as

extragdes foram realizados de acordo com as normas do fabricante (Anexo C).
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5.2.3.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE PARA DETECCAO DO DNA VIRAL

Para a realizacdo da PCR para deteccdo do HBV-DNA (regido C) foi utilizado 2ul de
DNA, na mistura da reacdo: 12,5 uL de Tag Green (Promega, EUA), 8,5 ul de agua ultrapura
livre de DNAse e RNAse, 1 uL de cada oligonucleotideos iniciadores HBVS (5° TCT GCG
AGG CGA GGG AGT TCT 3’ - sense) e HBVA (5" TTG CCT TCT GAC TTC TTT CC 3’ -

antisense) (Tabela 2), para um volume final de 25 uL.

Quadro 2. Primers utilizados na detec¢édo do HBV-DNA.

Primer Posicdo Sequéncia 5' — 3' Referéncia

REGIAO C

HBV S 2401 - 2381 TCT GCG AGG CGA GGG AGT TCT  Garcia et al.,
1995
HBV A 1955-1974 TTGCCTTCTGACTTCTTTCC

Fonte: GARCIA et al., 1995.

A reacdo foi submetida as seguintes temperaturas; 94° C por 3 minutos para a
desnaturaco inicial, 94° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos e 72° C por 30 segundos,
com uma extenséo final de 72° C por 3 minutos seguida de 35 ciclos. Os produtos da PCR
foram aplicados em gel de agarose a 1,5% (1,5 g de agarose e para 100 mL de tampdo TBE
1X) corado com 1,5 uL de Brometo de Etidio e submetidos a corrente elétrica (100 V, 500 A)
durante 60 minutos para que ocorresse a migracao dos fragmentos.

Os resultados foram visualizados em transiluminador através de luz UV (ultravioleta)
e as imagens dos géis foram capturadas com o sistema de fotodocumentacdo L-Pix STi
(Loccus Biotecnologia, Brasil). Foi utilizado o peso molecular (PM) para auxiliar na
identificacdo do tamanho dos fragmentos, no qual foi visto o padrdo de 447 pares de bases
(pb) (Figura 13).
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Figura 13. Foto do gel de agarose a 1,5% com a positividade do HBV-DNA.
100pb CNCP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Fonte: Arquivo do LPCDT. Legenda: PM: peso molecular (100pb), CN: controle negativo; CP: controle
positivo; 1-16 amostras dos pacientes com HBsAg e anti-HBs negativos e anti-HBc positivos.

5.2.3.3 AMPLIFICACAO PARCIAL DO GENE S - NESTED-PCR

Os pacientes positivos para a PCR do HBV-DNA foram submetidos a uma nova PCR
utilizando dois cojuntos de oligonuleotideos iniciadores, FHBS1 (Eurofins, Alemanha) e
RHBS1 (Eurofins, Alemanha) na primeira reacdo de amplificacdo e reamplificacdo do
produto amplificado com os iniciadores FHBS2 (Invitrogen, Alemanha) e RHBS2

(Invitrogen, Alemanha) na segunda reacéo, conforme séo observados na tabela 3.

Quadro 3. Primers utilizados nas amplificacdes do gene S do HBV. Posicao dos iniciadores
no GenBank: VV00866.

Primer  Posicéo Sequéncia 5' — 3' Referéncia

REGIAO S
FHBS1 244a267 GAGTCTAGACTGGTGGTGGACTTC
RHBS1 668 a 691 AAATKGCACTAGTTAAACT Sitnik et al., 2004
FHBS2 255a278 CGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC

RHBS2 648a671 GCCARGAGAAACGGRCTGAGGCCC

Fonte: SITINIK et al, 2004. F: foward; R: reverse. Legenda: foward: Para frente, reverse: reverso.



48

Estes oligonucleotideos iniciadores selecionados corresponderam a regides
conservadas entre os diferentes gendtipos, permitindo a distingdo dos gendtipos do HBV
(SITNIK et al, 2004).

Para a preparacdo da reacdo, os oligonucleotideos FHBS1 e RHBS1, foram utilizados,
com 0s seguintes reagentes e concentragdes: 12,5 pL de Taq Green (Promega, EUA) 8 uL de
agua ultrapura livre de DNAse e RNAse, 1 uL de cada oligonucleotideos e 3 uL de DNA,
para um volume final de 25 pL. Para a segunda reacdo foram utilizadasa mesma quantidade
de regentes, substituindo os oligonucleotideos por FHBS2 e RHBS2. As reagdes foram
submetidas as seguintes temperatura: 94° por 20 segundos para uma desnaturacdo inicial,
sequida de 30 ciclos de 94° C por 20 segundos, 57° C por 20 segundos e 72° C por 20
segundos, com uma extenséo final de e 72° C por 1 minuto.

O produto da reacdo foi apliado em um gel de agarose a 1,5% (1,5 g de agarose para
100 mL de TBE 1X) corado com 1,5 uL de Brometo de Etidio e submetido a eletroforese
(100 V, 500 A) durante 60 minutos, com visualizacdo do fragmento de amplificacdo de 417
pb através do transiluminador L-Pix STi (Loccus Biotecnologia, Brasil) de luz ultravioleta. As
amostras HBV-DNA positivas foram usadas como controle positivo e uma reacdo sem o

DNA foi usada como controle negativo afim de excluir reagentes contaminados (Figura 14).

Figura 14. Foto do gel de agarose a 1,5% mostrando a primeira PCR e a segunda PCR com as

mesmas amostras.

12 PCR 2° PCR

100pb CNCP 1 2 3 4 5 CN 100pb CNCP 1 2 3 4 5 CN

LN

417 pb —p-

Fonte: Arquivo do LPCDT. Legenda: PM (peso molecular): 100pb. CP: controle positivo. CN: controle
negativo. Amostras 1 — 5.
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5.2.3.3 PURIFICACAO DO GEL DE AGAROSE

Os produtos de amplificacdo correspondentes a segunda reacdo da nested-PCR foram
extraidos a partir do gel de agarose a 2% e purificados utilizando o kit PureLink® Quick Gel
Extration kit (Invitrogen, Alemanha). A solucdo final de produtos de PCR purificados foi de
20 pL. Os procedimentos para as purificagdes foram realizados de acordo com as normas do
fabricante (Anexo D).

5.2.3.4 REACOES DE SEQUENCIAMENTO

Para caracterizar as estirpes do virus, os produtos de reamplificacdo parcial do gene S
foram submetidos a um ciclo de PCR linear visando a incorporacdo de didexonucleotideos
terminal com kit BigDye terminator Cycle Sequencing V3, de acordo com as instrugdes do
fabricante e eletroforese no sequenciador ABI 3500 XL (Applied Biosystem, CA) com as
concentrages de DNA com 200-500 ng.

As sequéncias foram analisadas em ambas as direcbes (foward e reverse) usando 0s
oligonucleotideos FHBS2 e RHBS2.

5.2.3.5 EDICAO E ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS

Para confirmar as cepas virais circulantes, 26 sequéncias obtidas analisadas utilizando
a ferramenta BLAST do GenBank. Subsequentemente, as sequéncias foram editadas
utilizando o programa GENEIOUS 9.0.5 (Biomatters) e alinhadas com sequéncias de outros
virus disponiveis no banco de dados do Genbank (Tabela 4), utilizando o programa MEGA
versdo 6.06 (TAMURA, 2013).
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Quadro 4. Sequéncias referéncias dos genotipos a partir do nimero de acesso do GenBank.

Genotipos Numero de Acesso no GenBank
A AY934768, AB014370, AJ692600
B AB010290, DQ46397
C X75656, AB241109
D FJ04438, GU456684, AB493846, JF754597, CQ205389
E 75664
F EU66132, IN792920, DQ899150, X69798
G AF369533
H AB516394

Fonte: Do autor.

O modelo de Neighbor-Joining (NJ) foi utilizado para a construcdo da arvore
filogenética. As distancias genéticas foram estimadas utilizando o método Kimura dois
parametros (KIMURA, 1980) e sua significancia estatistica foi testada pelo método bootstrap
(1.000 repeticdes).

5.2.3.6 ANALISES NUCLEOTIDICAS DE POSSIVEIS MUTAGOES
As sequéncias nucleotidicas obtidas pelo sequenciamento foram alinhadas e
comparadas com sequéncias obtidas no GenBank onde o marcador sorolégico HBsAg era
reagente, para possiveis observacdes de substituicdes de nucleotideos e mutacdes no gene S.
O numero de acesso no GenBak do genotipo A sdo: AY934768, AB014370,
AJ692600, LC034913, AB191389, DQ459086 e EU304333. Do gendtipo F, as amostras do
GEnBank de referéncia sdo: EU66132, IN792920, DQ899150, X69798 e DQ121370.

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos através dos questionarios foram inseridos em planilha no Excel 2010
e posteriormente transportados para o Programa BioEstat 5.0 (AYRES, et al, 2012), onde foi
aplicado os testes G de Williams e Odds Ratio (OR).

Foi empregado OR para duas amostras independentes, usado para calcular a vantagem ou

desvantagem de um dos eventos em relagdo ao outro (Sucesso ou insucesso), que podem indicar
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Ou ndo a associacdo entre os pacientes com a presenca do HBV-DNA em relagdo aos pacientes
sem a presenca do HBV-DNA. O teste G de Williams foi utilizado para a amostras independentes

com mais de duas variaveis. A significancia estatistica aceita foi de 5% (valor de p < 0,05).
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6. RESULTADOS

Um total de 465 pacientes atendidos no Nucleo de Medicina Tropical foram analisados
para a soroprevaléncia dos marcadores para 0 HBV (HBsAg, anti-HBc e anti-HBs). Deste total,
49,03% (228/465) eram homens e 50,96% (237/465) eram mulheres. A média de idade foi de
38,86 anos.

Baseado nos resultados sorolégicos, apenas 181 pacientes apresentavam o perfil
soroldgico HBsAg nédo reagente, anti-HBc reagente e anti-HBs ndo reagente, marcadores de
interesse para o estudo para a detecgédo do HBV-DNA (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes com o perfil do estudo para HBO por sexo, grupo

etario, estado civil e que se declaram vacinados atendidos no NMT-UFPA, Par4, Brasil.

Caracteristicas N %

N® de pacientes
Homens 103 (56,590%)
Mulheres T8 (43,09%)

Faixa etiria (anos)

18 -28 26 (14.36%)
29 -39 65 (35.91%)
40 - 50 49 (27.07%
51 - 61 29 (16.02%)
62-72 9 (4.97%)
=73 3 (1.65%)

Estado civil
Casados 111 (61,32%)
Solteiros 70 (38.67%)

Declaram imunizacio
Vacinados 48 (26,51%)
Niao vacinados 133 (73.48%)

Fonte: Do autor.
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Com relagéo aos pacientes que apresentavam o perfil do estudo para HBO, a prevaléncia
foi de 56,9% de homens em comparagdo as mulheres, com 43,09%. A média de idade foi de 41
anos, com a faixa etaria mais predominante dos 29 anos aos 50 anos, com 63% dos individuos.
Ressalta-se que os entrevistados declarados divorciados e vituvos no formulario foram agrupados
entre os individuos solteiros. Os pacientes que se declararam imunizados, cerca de 26,51% com o
HBV-DNA e 73,48% sem o HBV-DNA, ndo possuiam o marcador sorolégico correspondente a
vacinacao, o anti-HBs. Deste modo, nenhum dos pacientes do estudo estavam imunizados contra
0 virus.

Apos a realizacdo dos testes moleculares, encontrou-se uma prevaléncia em torno de 14%
(26/181), dos individuos com PCR positiva para 0 DNA viral. A média de idade encontrada foi
de 39 anos. Foi observado uma grande frequéncia de ambos 0s grupos (com e sem HBV-DNA)
para a faixa etaria entre 31 a 56 anos, com 61,53% dos pacientes HBO e 67,74% dos pacientes
saudaveis nesta faixa etaria. Na tabela 2, podemos observar a distribui¢do por sexo, faixa etéria,
estado civil, e que se declaram imunizados nos grupos com a presenca do HBV-DNA e pacientes
com a auséncia do HBV-DNA, ndo sendo observada diferenca entre eles em nenhuma das

variaveis.

Tabela 2. Distribuicéo dos pacientes HBV-DNA positivos e HBV-DNA negativos por grupo
etério, sexo, estado civil e que se declaram vacinados atendidos no NMT-UFPA, Par4, Brasil.

HBV-DNA HBV-DNA OR
positivos negativos (IC 95%)

Caracteristicas N (%) N (%) P
N°® de Pacientes
Homens 13 (50%0) 88 (56.77%) 078 0.66
Mulheres 13 (50%0) 67 (43.22% (0.33-174)
Estado civil
Casados 14 (53.84%) 97 (62.58%) 1.43 0.52
Solteiros 12 (46,15%) 58(3741%)  (0.62-331)
Faixa etiria (anos)
18-30 7(26.92%) 30 (19.35%)
31-43 11 (42,30%) 60 (38.71%) 1.62 039
44 -36 5(19,23%) 45(29.03%)  (0.66 —3.96)
=57 3(11.53%) 20(12.9%)
Declaram
Imunizacio
Vacinados 6 (23%) 42 (27.09%) 0.80 0,88
Nio vacinados 20 (77%) 113 (72.9%)  (0.30-2.14)

Fonte: Do autor.
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As variaveis socioecondmicas dos pacientes do estudo foram descritas na tabela 3. Em relacéo
ao grau de instrucdo, a taxa encontrada para maioria dos individuos com grau de instrucdo até o
ensino médio incompleto foi de 58%, nos pacientes com a presenca do HBV-DNA. A taxa
encontrada nos pacientes saudaveis foi de 64,51% com o grau de instrucdo até o ensino médio
incompleto, onde ha uma baixa escolaridade encontrada em ambos 0s grupos, ndo havendo

diferenca significativa em relacdo a esta variavel.
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Tabela 3. Descricdo dos dados socioecondmicos dos pacientes com a presenca do HBV-DNA e

sem a presenca do HBV-DNA.

Variiveis HBV-DNA HEV-DNA G-Williams
positivos negativos (P valor)

Escolaridade

Semianalfabeto 1(3,83%) 3 (1,93%)

Fundamental incompleto & (30,77%) 51 (32,9%)

Fundamental completo 3(11.33%) 20 (12,9%)

Médio incompleto 3(11,33%) 26 (16,78%) 1.42

Médio completo & (30,77%) 4428 38%) (0.,96)

Superior incompleto 2 (7.69%) 9 (3,8%)

Superior completo 1(3,83%) 2(1,3%)

Profissiio

Do lar 4 (15,38%) 33 (21.3%)

Professora 1(3,83%) 2 (1,29%)

Analista juridico/Administrativo 1(3,83%) 3(1,93%)

Auténomo 3(19.23%) 20 (12,9%) 6,42

Estudante 2 (7.,69%) 6 (3,87%) (0,59)

Servente 2(7.69%) g (3,16%)

Técn. Radiol’ Enfermagem 1 (3,83%) 4 (2,58%)

Vigilante 2(7.,69%) 2(1,29%)

Outras profissdes & (30,76%) 77 (49.67%)

Fenda Familiar

= 1 zalario minimo 2 (7.,69%) 13 (8.38%)

1 salario minimo 11 (42.30%) 46 (29.68%)

2 salarios minimos 11 (42.30%) 59 (38,06%) 711

3 a 5 zalanos minimos 1({3,83%) 36 (23,22%) (0,13}

6 a 10 salarios minimos 1(3,83%) 1 (0.63%)

Fonte: Do autor.
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As profissdes encontradas dos pacientes com HBO e os pacientes saudaveis foram
semelhantes. A prevaléncia das ocupagdes mais comuns como donas de casa, autdbnomos e
serventes foram, em conjunto 42,3% nos pacientes com HBV-DNA. Com base nas mesmas
ocupacdes, foi observada uma prevaléncia de 39,36% nos individuos saudaveis. Profissionais
como auxiliar de producédo, encanador, feirante, garcom, lavadora, pintor, costureira, cozinheira
foram inseridos na opgdo “outras profissoes”.

Quanto a renda familiar mensal, a maior propor¢do encontrada entre os pacientes com HBO
foi de 1 e 2 salarios minimos, que em conjunto formam 84,6% do total. Nos pacientes apenas com
o perfil soroldgico de acordo com os critérios de inclusdo do estudo, mas sem 0 HBV-DNA, 1 e 2
salarios minimos equivaleram a 64,74% do total. Nenhuma dessas varidveis apresentou diferenca
entre os grupos analisados.

Avaliando os possiveis fatores de risco para infeccdo pelo HBV relacionados ao
comportamento sexual dos individuos positivos e negativos para 0 DNA viral e os comparando
entre si, ndo houveram diferencas estatisticas com relacdo ao uso de preservativo, nimero de
parceiros e DST comparando os pacientes com o DNA viral e os pacientes sem o DNA viral
(Tabela 4).

Tabela 4. Possiveis fatores de risco para aquisicdo da HBO relacionados ao comportamento
sexual em pacientes com o HBV-DNA e pacientes sem 0 HBV-DNA.

HBV-DNA HBV-DNA OR
Variiveis positivos negativos (IC 95%)

N (%) N (%) P
Preservativo
Fazem uso 7(27% 23 (14,83%) 2.11 0.21
Nio fazem o (0.79-5.59)
150 19 (73%) 132 (85.16%)

N° de parceiros nos dltimos dois
anos

1 parceiro 19 (73%) 87 (56.12%) 2.12 0.15
2 ou mais o (0,84 —5,33)
parceiros 7QR7%) 68 (43.87%)

Ja tiveram

alguma DST

Sim 4(15.38% 25 (16,12%) 0.94 0,84
Nio 22 (84.61%) 130 (83.87%) (0,29 —2.94)

Fonte: Do autor.
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Na tabela 5, observam-se os possiveis fatores de risco para aquisicdo do HBV pelo
compartilhamento do uso de alicate de unha (material perfurocortante). Os individuos com HBV-
DNA em comparagdo com os individuos sem HBV-DNA, demonstraram uma frequéncia maior
do uso compartilhado de alicate de unha. Em relacdo ao compartilhamento de alicates, foi
observado uma diferenca significativa dos pacientes com HBO em comparagdo com 0s pacientes
saudaveis (p < 0,03). A prevaléncia dos individuos com tatuagem e/ou piercing foram
semelhantes nos dois grupos.

Foi observado que individuos HBO se submeteram a maior taxa de transfusdo sanguinea
comparados aqueles individuos sem a HBO, porém, ndo houve diferenca estatistica entre 0s

grupos.

Tabela 5. Possiveis fatores de risco para aquisdo da HBO relacionados ao uso de alicate,

tatuagem e/ou piercing e transfusdo sanguinea em individuos com o DNA viral e sem 0 DNA

viral.
HBV-DNA HBV-DNA OR
positivos negativos (IC 95%)
Variaveis N (%) N (%) P
Alicate préprio
Sim 5(19.23% 59 (38.06% 3.47 0,03
Nio 21 (80.76% 96 (61.93% (0,09 —0.87)
Tatuagem/piercing
Sim 3(11,53%) 26 (16,77%) 0.64 0,70
Nio 23 (58.46% 129 (83.22% (0,18 —2.31)

Transfusio Sanguinea
Sim 4 (15,38% 13 (8,38% 198 0.44
Nio 22 (84.61% 142 (91.61% (0,59 —6.64)

Fonte: Do autor.
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Estes individuos com a presenca do HBV-DNA foram submetidos ao sequenciamento de uma
regido parcial do gene S do genoma do virus. O produto da amplificacdo do gene foi de 447 pb,
porém por ruidos e qualidade do primer reverse, foi perdido 166 nucleotideos, resultando em um
produto final de 281 pb para as analises da arvore e mutacéo.

Foi realizada a genotipagem das amostras com sequéncia de reférencia de outros estudos com
ndmero de acesso no GenBank mostradas ao lado do gendtipo na &rvore, totalizando 26

sequéncias correspondentes ao paciente com HBO. O resultado desta investigacéo pode ser visto
na figura 15.

Figura 15. Arvore filogenética a partir do sequenciamento da regido S do HBV. A andlise foi
realizada utilizando o método de Neighbor-Joining. As distancias evolutivas foram calculadas
usando o meétodo de Kimura-2 parametros. Os valores apresentados nos ramos representam

“bootstrap”obtidos com 1.000 replicagdes.
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Na genotipagem por sequenciamento direto, os gendtipos A e F foram encontrados
(Figura 15). As frequéncias genotipicas podem ser observadas na figura 16. O subgenétipo
mais prevalente foi o Al (18/23), seguido do A2 (5/23). O subgendtipo F2 foi observado em
100% (3/3) das amostras com o gendtipo F.

Figura 16. Frequéncia dos gendtipos encontrados em pacientes com HBO e frequéncia dos

subgendtipos encontrados do gendtipo A.

Genotipos Subgendtipos

uGenotipo A mGenétipo F = Subgenétipo Al - Subgenotipo A2

Em relacdo a idade, sexo, estado civil, origem, de acordo com 0s gendétipos podem ser
observados na tabela 6.



Tabela 6. Gendtipos do HBV relacionados a caracteristicas dos pacientes infectados.

Gendtipos Total % Idade

A

Homens 21(91,30%) . :

Mulheres 2 (8.69%) Meédia de 1dade de 37 anos
Casados 12 (52,17%)

Solteiros 11 (47.82%)

Origem Para

22 (95.65%)

Outra Regifio 1(4.34%)

F

Homens 0

Mulheres 3 (100%)

Casados 0

Solteiros 3 (100%) Media de 1dade de 23 anos

Origem Para

3 (100%)

60

Fonte: Do autor.

A maioria dos pacientes estudados eram de origem do proprio Estado do Para. Quanto aos
individuos infectados com o gendétipo A, sendo a maioria casado e do sexo masculino. Os

pacientes do gen6tipo F sdo todos do sexo feminino e solteiras.

Com base na analise das sequéncias de aminoacidos, as amostras de pacientes com HBO
foram comparadas com sequéncias referéncias obtidas pelo GenBank de individuos com infeccao
pelo HBV, com o HBsAg reagentes. As amostras com o genotipo A foram analisadas juntamente

com a 7 amostras referéncias (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo esquematica do alinhamento das sequéncias de aminoacidos (93 aa)
da regido S das amostras referéncias de pacientes HBsAg reagentes e dos pacientes HBO, todos

com genotipos A.
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Fonte: Do autor.

Foi observada algumas substituicdes de aminoacidos quando comparadas as amostras
referéncias com as amostras do estudo. Na posicdo 42, todas as amostras com HBO
apresentam Histidina, enquanto que a maioria das amostras do GenBank apresentam
Asparagina. Na posicdo 44 acontece o inverso, as amostras HBO tém Asparagina e as
amostras referéncias tem Histidina. Na posicdo 47, todas as amostras com HBO e a maioria
das amostras do GenBank apresentam Glicina, com apenas uma amostra referéncia
produzindo Triptofano. Leucina foi observada em toda as amostras com HBO, porém, a
maioria das amostras do genBank produziam Metionina na posicéo 49. Na posi¢do 62, todos
as amostras apresentam Valina, exceto uma amostra referéncia que produz Glicina. Algumas
amostras com HBO produzem Triptofano enquanto outras produzem Arginina, isto acontece
também nas amostras do GenBank, na posic¢éo 73. Esta variagdo acontece também na posi¢édo
83, onde, tanto as amostras referéncias quanto as amostras com HBO divergem na producéo
de aminoéacidos, com umas expressando Isoleucina enquanto outram expressam Valina.

Esta analise das variagbes de aminoacidos expressadas tanto pelas amostras de
pacientes com o gendtipo F com HBO tanto com as amostras referéncias obtidas pelo
GenBank de individuos HBsAg reagentes, com este mesmo genotipo (Figura 18).
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Figura 18. Representacdo esquematica do alinhamento das sequéncias de aminoécidos (93 aa)
da regido S das amostras referéncias de pacientes HBSAQ reagentes e de pacientes HBO, todos

com genotipos F.
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F_EU366132_RRGENTINA F4  ..i.iuvuns samranncss srnans Siiee nanaaas . A I . T T -

F_JN792920_ALASKA USA_F1B

F_X69798_BRASIL F2
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HEV 1 BelémPh
HEV 2 BelémPA
HEV_8_BelémPA

Fonte: Do autor.

Na posicéo 26 podemos observar a producéo de Serina em todas as amostras, exceto em
uma amostra referéncia que produz Cisteina. Na posi¢do 30, todas as amostras referéncias
produzem Arginina, enquanto que as amostras com HBO produzem Glicina. Na posicdo 47
todos as amostras expressam Glicina, com excecdo de uma amostra referéncia que expressa
Arginina. Leucina é produzida em todas as amostras com HBO e em duas amostras referéncias
que séo do Brasil, as outras amostras referéncias de outras localidades expressam Metionina na
posicdo 49. Todas as amostras comparadas expressam Asparagina, com excecao de uma amostra
referéncia que produz Acido Aspértico na posicio 51. Apenas as amostras referéncia do Brasil e
as amostras dos pacientes com HBO que produziam Treonina, enquanto as outras produziam
Serina na posicao 57. Apenas as amostras com HBO expressavam Lisina ao invés de Glutamina,

como todas as outras amostras na posicéo 69.
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7. DISCUSSAO

Estudos sobre a prevaléncia exata da HBO continuam sendo dificies definir por varias
razbes. Embora a Regido Amazonica seja endémica para o HBV e o cenério epidemioldgico
favoravel para a emergéncia de estudos da HBO (MORESCO et al., 2014), ainda ha poucos
dados sobre 0 mapa epidemiologico da regido sobre esta forma de infeccao.

Os resultados deste estudo contribuem para a informacao sobre a prevaléncia da HBO,
distribuicdo dos genotipos e andlises de possiveis mutagdes. Estudos sobre a epidemiologia
molecular que podem revelar aspectos da entrada do virus no Estado, contribuindo para compor
0 mapa epidemiologico da Regido Amazonica.

Em nosso estudo, pacientes atendidos no Nucleo de Medicina Tropical, no Estado do
Par4, Brasil, foi observado uma alta prevaléncia da HBO em 14,36% (26/181) dos individuos,
onde 50% dos pacientes eram do homens e 50% mulheres. A média de idade dos individuos
infectados foi de 39 anos.

Estes dados divergem de uma coorte realizada na Australia, que observou uma baixa
prevaléncia desta forma infeccdo, em apenas 0,69% dos pacientes. Este resultado pode ter se
dado ao fato de que pais possui um baixo indice de prevaléncia do HBV (MARTINEZ et al.,
2015). Escobedo-Melendez e coloboradores (2014) investigaram a HBO e geno6tipos do HBV
em criancas no México, onde 87,5% foram positivas para HBO. O gen6tipo H foi o mais
observado, em 71% das criancas, seguido do gendtipo G (8%) e o gendtipo A (4%), refetindo
a predominéncia dos mesmos no pais. Cardona e colaboradores (2011) sugerem que a HBO
parece ndo estar restrito a um determinado genotipo especifico.

No Brasil, um estudo feito em pacientes hemodialisados, foi encontrado uma taxa de
15% da HBO, onde seis dessas amostras foram sequenciadas e constatado a presenca apenas do
gendtipo A/subgenotipos AL (MOTTA et al., 2010). No Estado do Amazonas, uma pesquisa
avaliou o risco de transmissdo da HBO em doadores de sangue, foi encontrada a frequéncia do
HBV-DNA em 2,7% (MORESCO et al., 2014). Esses dados diferem de outra pesquisa feita na
regido, na Fundagdo de Medicina Tropical, no Amazonas, em que foi observada uma alta taxa,
onde 17% dos individuos tinham a presenga do HBV-DNA e auséncia do HBsAg (BARROS
JUNIOR et al., 2008), dados estes que se assemelham aos nossos resultados.

Ferrari e colaboradores (2014) investigaram a prevaléncia da infeccdo por HBO em
pacientes submetidos a transplante de figado em um centro de referéncia no Sudeste do Brasil,
onde foi a HBO foi diagnosticada em 4,4% dos transplantados, sendo dois destes pacientes com

todos os marcadores soroldgicos negativos.
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No trabalho de Albuquerque e colaboradores (2012), a prevaléncia da HBO em
individuos fazendo hemodiélise em Recife, no Nordeste brasileiro foi de 1,5%, compreendendo
0s genoétipos A (33%) e D (66%), onde nenhuma mutacdo foi encontrada. A sequéncia
amplificada neste estudo foi a mesma utilizada para nossas amostras submetidas ao
sequenciamento. Estes mesmos oligonucleotideos iniciadores também foram utilizados em outro
estudo brasileiro, com amostras de pacientes de varias regides brasileiras onde foi observado os
genotipos A, B, C, D e F. Sendo 0 A o mais prevalente, seguido do D e depois o F. Os gendtipos
B e C foram encontrados em pacientes asiaticos, sendo que em dois desses pacientes foram
encontradas mutagdes no epitopo na regido “a”. No genotipo B a mutagdo T126S associada a
resisténcia da HBIg e no gendtipo C a mutagdo T11A associada a resisténcia a vacina (SITNIK
et al., 2004).

A genotipagem por sequenciamento direto, realizado em nosso trabalho, revelou uma
frequéncia genotipica de 88,46% (23/26) em relacdo ao gendtipo A. A maioria do sexo
masculino 91,3% (21/23). A média de idade foi de 37 anos e apenas 4,34% (1/23) com origem
na regido Nordeste do Brasil. O subgenédtipo mais prevalente foi o A1 com 78,26% (18/23)
seguido do subgenotipo A2 com 21,73% (5/23). No trabalho de Conde e colaboradores (2013)
realizado no Estado do Para, o genotipo A foi predominante acarretando 95% dos individuos.
O subgendtipo Al foi 0 mais prevalente com 92,1%, seguido do A2 com 7,9%.

Em relacéo a clinica da doenca relacionada aos subgendtipos, o Al tem um resultado
cinico mais grave em comparac¢do ao subgendtipo A2, como ja foi observado (LIVINGSTON
et al, 2007). Pacientes europeus infectados com o subgendtipo A2 tiveram um resultado
clinico mais brando e mais chances de perder o HBsAg e HBV-DNA (SANCHEZ-TAPIAS et
al., 2002). Alguns estudos no Brasil demonstraram que a frequéncia do subgenétipo Al é
maior do que 0 A2 (MELLO et al., 2007; MOURA et al., 2013; SANTOS et al., 2010).

Quanto ao genotipo F no nosso estudo, a prevaléncia encontrada foi de 11,53% (3/26)
dos individuos, do sexo feminino, com idade média de 23 anos e com origem no Estado do Para.
Estas pacientes eram solteiras e relataram que ndo faziam uso de preservativo. Estes resultados se
assemelham ao de Mello e colaboradores (2007) que mostrou uma baixa prevaléncia deste
genoétipo no Brasil (13%), mesmo na na regido Norte, onde a populacdo indigena nativa
compreende a uma fragdo maior da populacdo brasileira, indicando a menor contribuicdo da
populacédo indigena para a populacdo como um todo. O subgendtipo F2 foi observado em 100%
dos individuos infectados com o genoétipo F. Esses resultados se assemelham ao de Alvarado-

Mora (2013) feito no Estado de So Paulo com amostras de varias regides do Brasil, onde foi
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identificado o subgenétipo F2 sendo o mais prevalente dos subgendtipos do genétipo F em
individuos do Estado de S&o Paulo, Rio de Jneiro e Bacia Amazonica.

Atualmente, o subgendtipo F2 foi encontrada principalmente na Venezuela e tem sido
considerado como sendo proveniente de regido Amazonica, pesquisas vao elucidando as
diferentes entradas em regibes tdo diversas deste subgenotipo (ALVARADO-MORA et al.,
2013).

Em um estudo feito no Alasca, Livingston e colaboradores (2007) encontraram uma
associacdo significativa entre o genotipo F e a ocorréncia de HCC nos povos nativos, em
comparagdo com o gendtipo A, B, C ou D. Alem disso, esses individuos infectados com o
gendtipo F eram mais jovens no momento do diagnostico de HCC do que em relagéo aos outro
genotipos (22,5 vs. 60 anos, respectivamente). Estas descobertas devem ser de grande interesse
para a comunidade cientifica, especialmente nestas regibes onde o genotipo F é frequente
(TANAKA, MIZOKAMI, 2007).

Em muitos casos, HBO esta associada com virus mutantes (mutantes S-escape) que ndo
podem ser detectados por ensaios comerciais de HBsAg, mas também é frequentemente causada
pelos mecanismos hospedeiros que produzem uma forte supressdo da replicacdo de HBV e a
expressdo génica (HOLLINGER, SOOD, 2010; RAIMONDO et al., 2002). Isto poderia ser uma
das explicacdes de niveis baixo de viremia que sao geralmente detectadas em portadores de HBO
(SQUADRITO et al., 2014).

Este estudo concentrou-se em uma parte da regido gendémica do HBV, a sequéncia S
parcialmente amplificada, assim, houve uma limitacdo na deteccdo das mudancgas na sequéncia
de pacientes com a HBO e a qualidade final do sequenciamento reduziu ainda mais o tamanho
do fragmento. Estas sequéncias de pacientes com HBO foram analisadas comparando com
pacientes HBsAg positivos e as modificacdes da expressdo de aminoacidos produzidos podem
modificar a proteina do envelope. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados no nosso trabalho
correspondeu a uma regido conservada entre os diferentes genétipos, mas em torno de regides
heterogéneas entre eles, permitindo a distingcdo de gendtipos do HBV. Esta regido abrange um
loop de aminoacidos que corresponde a, d/y e w/r e mutacdes relacionadas com HBIG, anti-HBs
e resisténcia a vacina (SITNIK et al., 2004).

O resultado do nosso trabalho apresentou algumas substituicdes na expressao de
aminoacidos na regido sequenciada de individuos com HBO em comparagdo com 0s pacientes
HBsAg reagentes. Com foi observado, duas substituicGes na expesséo de aminoacidos ocorreram
nas amostras de pacientes com HBO, na posi¢do 30 onde ha uma producédo de Glicina ao invés

de Arginina, como acontece com todas as outras amostras HBsAg reagentes e outra substituicéo
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na posicdo 69 onde hd uma producdo de Lisina nas amostras do estudo enquanto que nas
amostras referéncias ha uma produgdo de Glutamina. Estas alteracbes nos aminoacidos
produzidos podem indicar alguma mutacdo no gene S, onde pode haver alteracdo no produto da
proteina final. Outros estudos, como de Mello e colaboradores (2007) que sequenciaram
amostras do gendtipo F, onde a maioria havia um padrdo especifico, enquanto que uma amostra
apresentou uma substituicdo incomum de isoleucina por leucina na posi¢do. Com isso, outros
estudos precisam acontecer para a analise genotipo F observando se as substituices de
aminoacidos estdo associadas ao seu efeito fenotipico, HBsAg negativo/anti-HBc positivo nessas
amostras.

Na China, Fang e colaboradores (2004) que pacientes com HBO ndo possuiam
substituigdes de aminoacidos incomuns ou em torno do determinante “a”, atribuidas ao gendtipo
C. Estes dados se assemelham ao nosso resultado, onde ndo foi detectado nenhuma mutacédo
especifica descrita nas amostras HBO, apenas substituicdes de aminoécidos caracteristicos dos
gendtipos.

A circulacdo da mutacao pré-core G1896A do gendtipo A € rara e mostra uma relacao
com a presenca de citosina no nucleotideo 1858 (SITNIK et al., 2004; SCHAEFER, 2005). No
trabalho de Sitnik e colaboradores (2004) e Zaidan (2009) mostraram uma prevaléncia
semelhante a mutacdo BCP A1762T/G1764A encontrada no genétipo A, com 62% de
positividade relacionada a individuos acarretados com este genotipo. Ha também uma clara
associacdo entre o gendtipo F e a mutacdo do cddon de paragem pré-core (34/48; 70,8%)
encontrada durante a investigacdo de amostras de doadores de sangue argentinos. Assim, cepas
argentinas do HBV gendtipo F estavam mais proximos aos observados na América Central em
relacdo ao pré-core cédon. Com isso, diferencas de sequéncia de nucle6tidos entre estirpes do
genotipo F ter sido detectado, mesmo quando as estirpes foram isoladas a partir de locais
vizinhos (FRANCA et al., 2004).

No nosso estudo ndo foi detectado nenhuma mutacdo que originaria uma parada
prematura da sequéncia do gendétipo F. Uma provavel explicacdo para este fato, seria de que
houveram poucas amostras HBV-DNA positivas para as sequéncias nucleotidicas, além de que
foi amplificada somente uma parte da regido genémica S do HBV, enquanto outros estudos
sequenciaram mais de uma regido gendmica (MARTINEZ et al., 2015; KIM, KIM, 2015;
ZHANG et al., 2016) ou o todo genoma viral (HUANG et al., 2014). Assim, 0 nUmero pequeno
de amostras analisadas e a curta sequéncia gendmica disponivel para estudo ndo permitiram

analisar amplamente as mutagGes envolvidas nestes pacientes com HBO.



67

Zhang e colaboradores (2016) analisaram a clonagem do gene S em pacientes HBO e
seus familiares HBsAg postivos. Seus resultados revelaram que as substituicbes de aminoacidos
ou variacoes de proteinas S nao foi significativamente alterado na maioria dos clones isolados de
pacientes HBO, indicando que estas variagdes na proteina S podem ndo desempenhar um papel
tdo fundamental na patogénese da HBO.

O estudo que realizamos, permitiu a identificacdo de carateristicas de pacientes na regido
Amazonica, no Estado do Para. Estudos filogenéticos que corroboram com o fato de que a
origem da populacdo brasileira pode ser tracada a partir de trés fontes principais: amerindios,
sendo os principais portadores do genétipo F (CASEY et al., 1996; CRISPIM et al., 2014), os
colonizadores europeus, responsaveis pela entrada de genotipos A2 e D na América Latina
(BERTOLINI et al., 2012; BRICHLER et al., 2013), e os escravos africanos, que teriam sido
portadores Al quando chegaram no Brasil entre os séculos 16 e 19 (ARAUJO et al., 2004,
MELLO et al., 2007). Assim, quando combinada com a analise filogenética, sequéncias de
nuclettideos dos genes individuais, em particular o gene S, podem ajudar a elucidar a
epidemiologia molecular de HBV (CAMPOS et al., 2005; NORDER et al., 1992).

Como podemos observar, a distribuicdo genotipica varia em funcdo da composi¢éo étnica
da populacédo de estudo, refletindo o0 modo de colonizacéo e a expanséao do territdrio brasileiro,
com a reducdo da populagdo indigena. Ressaltando tambeém a influéncia das correntes
migratorias que favorem novos contatos étnicos e culturais (ZAIDAN, 2009).

Quanto ao fator de risco associado ao ocultismo do HBV, foi relacionado neste estudo o
Unico fator de risco estatisticamente significante, o compartilhamento de alicate de unha (p <
0,03). Esses pacientes com HBV-DNA ndo possuiam um material préprio para este tipo de
atividade.

Em um estudo feito no Sudeste do Brasil foi realizado um estudo sobre a prevaléncia do
HBYV em manicures, que resultou em uma prevaléncia de 8% do HBV entre estas profissionais,
com insuficiéncia das praticas de biosseguranca (OLIVEIRA et al., 2011). Em outro estado, foi
feita uma pesquisa sobre a ocorréncia de acidentes com materiais perfurocortantes em
manicures/pedicures, onde foi relatado que 38,1% ja se acidentaram durante atendimento,
conferindo um risco biolégico dos profissionais com esta atividade (GARBACCIO, OLIVEIRA,
2013).

Infeccbes ocultas pelo HBV criam grandes preocupacdes de saude publica, porque
portadores assintomaticos podem ser doadores de sangue, onde devemos nos precaver com 0
marcador soroldgico anti-HBc que identifica uma infeccdo anterior pelo HBV, podendo ser

reativado ou transmitido para outras pessoas (SQUADRITO et al., 2014) horizontalmente ou
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verticalmente através de mutacdes estavéis no genoma do virus (THIERS et al., 1988;
LOCARNINI, 2004; THUY et al., 2005). Alem disso, a HBO parece manter propriedades
tumorgénicas tipicas da infeccao evidente, um importante fator para o desenvolvimento de HCC
(SQUADRITO et al., 2014).

No Brasil, ainda séo escassos os trabalhos contemplando mutagdes em pacientes com
HBO associadas a genotipos, sendo este o primeiro trabalho em Belém, Brasil. Os resultados do
estudo contribuem para ampliar informacdes sobre genotipos circulantes na regido e servindo de
referéncia para novas investigacdes, principalmente em relacdo a mutacGes desses individuos
com HBO, mostrando a necessidade de conhecer as caracteristicas genéticas do genoma do
HBV.
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8. CONCLUSAO

Os pacientes atendidos no NMT-UFPA apresentaram alta prevaléncia da hepatite B

oculta, com 14,36%.

O sequenciamento direto do HBV mostrou a predominancia do genétipo A com 88,46%.
O subgenotipo Al sendo o mais prevalente com 78,26%, seguido do A2 com 21,73%
entre os pacientes atendidos. O genotipo F apresentou baixa prevaléncia com 11,53%,

todos com o subgendtipo F2.

N&o foi observada mutacdes na regido S, amplificada parcialmente.

O unico fator de risco associado estatisticamente a infecgdo oculta pelo HBV foi o
compartilhamento de material perfuro-cortante (alicate de unha néo préprio).

A distribuicdo da infecgdo, gendtipos e caracteristicas genéticas podem variar dentro do
pais, inclusive dentro das proprias regides, dependendo da endemicidade do HBYV,

fatores de risco, historico da populacéo.
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

PROJETO: CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS DO VIRUS DA HEPATITE B EM
PACIENTES ATENDIDOS NO PROGRAMA DE HEPATITES VIRAIS DO NUCLEO DE
MEDICINA TROPICAL — UFPA, BELEM-PARA.

Esta pesquisa possui como principal objetivo estudar a ocorréncia dos genotipos do
virus da hepatite B em pacientes atendidos no ambulatério do Ndcleo de Medicina Tropical -
UFPA na cidade de Belém, através do programa de hepatites virais. Com essa finalidade
prestamos 0s seguintes esclarecimentos:

1- Sera realizado exames de sangue para pesquisar o virus causador da hepatite B.

2- A pesquisa oferece riscos minimos para o participante, referente a coleta de sangue que
sera feita por profissional treinado e qualificado.

3- O beneficio para quem participa ¢ a realizacdo dos exames que auxiliardo no diagnostico e
tratamento da doenca.

4- Os exames realizados pela pesquisa sdo gratuitos.

5- Os resultados dos exames serdo usados como dados da pesquisa, ndo sendo revelada a
identidade do participante.

6- Somente o pesquisador responsavel e o médico ficardo sabendo da participacéo no estudo.
7- Ninguém ¢é obrigado a participar da pesquisa, assim como poderd se retirar dela no
momento que desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

8- O material colhido serd usado somente para o diagnostico laboratorial, sendo que apds o
término da pesquisa serdo guardados por um periodo de 2 anos, para analises futuras

adicionais, caso seja necessaria a realizacdo de outros exames para confirmacdo do
diagndstico das hepatites virais.

Solicitamos assim, a sua autorizacdo para efetuarmos o referido exame e realizarmos
uma entrevista, sendo que a mesma é confidencial; para desenvolvermos o estudo em questao.
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CONSENTIMENTO

Declaro que li as informagfes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteudo da mesma, assim como seus beneficios. Declaro ainda que por
minha livre vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a colheita de material para
exame.

Belém, / /

ASSINATURA DO PACIENTE

Pesquisador responsavel: MSc. Marcella Kelly Costa de Almeida e Carla de Castro Sant’
Anna. Fone: 3201-6812. Endereco: Av. Generalissimo Deodoro, 92.
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Pesquisador responsavel: MSc. Marcella Kelly Costa de Almeida e Carla de Castro Sant’
Anna. Fone: 3201-6812 Enderec¢o: Av. Generalissimo Deodoro, 92

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS DO VIRUS DA HEPATITE
B EM PACIENTES ATENDIDOS NO PROGRAMA DE HEPATITES VIRAIS DO
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL, UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA, BELEM-
PARA. Pesquisador: MARCELLA KELLY COSTA DE ALMEIDA

Area Tematica: Area 9. A critério do CEP.
Versao: 3

CAAE: 02627412.9.0000.5172
Instituicdo Proponente:

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer:
138.638 Data da
Relatoria: 30/10/2012

Apresentacdo do Projeto:

A Hepatite B é um problema de saude publica de importancia mundial. Aproximadamente
350 milhdes de pessoas sdo portadores crénicos e um terco da populacdo mundial tem estado
em contato com este virus. Portadores crénicos sdo expostos ao desenvolvimento de
complicacdes decorrentes da hepatite B, resultando em cirrose hepatocelular carcinoma falha,
o figado ou morte (HADDAD et al, 2010). Estudos epidemioldgicos mostram que a hepatite
B é responsavel por 2 milhGes de mortes por ano em todo o mundo e no Brasil, 0 Ministerio
da Saude estima que pelo menos, 15% da populacéo ja tenham sido contaminados pelo virus
da hepatite B, e 0s casos crénicos correspondem a cerca de 5% - 10% da populacéo brasileira.
(BECKER et al, 2010). Historicamente, o diagnostico de hepatite HBV concentra-se em
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marcadores soroldgicos, porém a tecnologia molecular tem feito grandes avangos, e agora €
possivel avaliar o DNA do HBV qualitativa e quantitativamente, e também para identificar os
gendtipos e seus subtipos (BECKER et al, 2010). Estudos de distribuicdo de genoétipos do
HBV tém sido largamente realizado entre pacientes com hepatite B cronica. Esses estudos
tém associado a infec¢do por genotipos especificos com resultados de hepatite crénicas pelo
virus B, como a progressdo para cirrose hepatica e/ou céancer, e com resposta a terapia
antiviral (TESHALE et al, 2011). A prevaléncia da infeccdo tem grandes variagOes
geograficas, sendo de 3% na América do Sul, e no Brasil, a distribui¢do é heterogénea sendo
considerada na regido amazonica, uma alta prevaléncia (FIGUEIREDO et.al, 2008; DENY e
ZOULIM, 2010). Apesar deste fato, os estudos identificando quais os genotipos e seus
subtipos circulando entre a populacdo no Pard sdo inexistentes. Apresentando uma
diversidade viral complexa, o HBV apresenta diferentes genotipos e subgendtipos.
Inicialmente, quatro genotipos (A-D), do HBV, foram identificados comparando-se 18
sequéncias de genomas completos, baseados em diferencas >8% (intergenotipica) e 4%
(intragenotipicas). Em seguida, outros quatro gendétipos foram identificados (E-H).
Atualmente, o HBV ¢ dividido em oito gendtipos (A, B, C, D, E, F, G, H) que estdo
associados com diferentes mutacbes nas regides dos genes pré-core e promotor core basal
(KIDD et al, 2002; TONETTO, 2006; SUNG et al, 2008; YAN et al, 2008). Além disso, 0s
genotipos sdo subdivididos em subgendtipos, cuja nomenclatura utiliza nameros (1, 2, 3, etc).
Estudos recentes sugerem que os gendtipos possam influir na gravidade da doenca e na
resposta ao tratamento (LOK e McMAHON, 2007; McMAHON, 2009). No Brasil os
genotipos A, D e F sdo mais prevalentes, porém a caso reportados dos genotipos B, C, E e G.
(SITNIK et al, 2010). No Brasil, o Ministério da saude criou, em 5 de fevereiro de 2002, o
programa Nacional para prevencdo e o controle das hepatites virais, com o intuido de
contribuir para o aprimoramento de acgbGes de saude relacionadas as hepatites virais
(FERREIRA e SILVEIRA, 2004).

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Identificar quais 0s gendétipos e seus subtipos presentes na populagdo de Belém, estado do
Para.
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undario:

Determinar a prevaléncia dos marcadores soroldgicos para o HBV (HBsAg, Anti-HBc e Anti-
HBs) entre os pacientes atendidos.

Determinar a prevaléncia dos genotipos e subtipos encontrados na populacéo.

Determinar a prevaléncia dos casos de hepatite B oculta. Identificar os fatores de risco a qual
a populacdo esta exposta.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A participacdo nesse estudo trara riscos minimos ao paciente, referente a coleta de 10 mL de
sangue por puncdo venosa periférica que sera realizada por um profissional capacitado,
seguindo as normas de biosseguranca para a coleta sanguinea.

Beneficios:

Como beneficio serd conhecida a frequéncia da doenca na populacdo que auxiliard no
planejamento de medidas de intervencdo. O paciente terd acesso aos laudos de diagndstico,
qgue auxiliardo no encaminhamentopara atendimento médico dos casos com resultados

positivos.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto serd realizado no Laboratorio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais no
Nucleo de Medicina Tropical da UFPA,onde serdo feitos testes através de ensaio
imunoenzimatico (metodologia ELISA) para os marcadores HBsAg, Anti-HBC total e Ant-
HBS. As amostras reagentes para HBsAg e Anti-HBC total serdo analisadas para o marcador
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HBeAg. Para a analise de todos os marcadores serdo utilizados kit comercial e as instrugdes
de uso sera as indicadas pelo fabricante. Todas as amostras reagentes para HBsSAg e HBeAg
serdo testadas por biologia molecular. Para analise de dados serdo empregados testes
estatisticos adequados para detectar ou ndo a diferenca entre as propor¢des de amostra entre
0S grupos objeto. Os dados obtidos atraves dos questionarios serdo inseridos em planilha no
software Microsoft Excel 2010 e posteriormente transportados para o Programa BioEstat 5.0,
sendo realizada uma avaliagdo

descritiva e analitica utilizando os testes adequados para a analise. A significancia estatistica
serd aceita ao nivel de 95%.

O questionario a ser utilizado esta de acordo, assim como as referéncias bibliogréaficas.

Consideraces sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

O TCLE esta de acordo com as normas, apresentando linguagem acessivel. A folha de rosto
se apresenta assinada e o cronograma esta adequado.

Recomendacdes:

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Todas as pendéncias foram atendidas

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o

Considerac0es Finais a critério do CEP:

BELEM, 05 de novembro de 2012



Assinador por:
Hellen Thais Fuzii

(Coordenador)
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ANEXO C

PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE ACIDO NUCLEICO VIRAL
Kit: QiAamp DNA Blood Mini Kit

PREPARAGAO DOS REAGENTES

.
o

1 Adicionar 5,5ml solvente de Protease (protease resuspension buffer). Misture cuidadosamente para

evit

Preparagao da Protease

ar formagao de bolha e até a completa dissolugéo da protease.

OBS: Estocar a solugéo a -20°C. Fazer aliquotas para o armazenamento. Val: 2meses

Tampéao AW1:

Adicionar 130ml de etanol (96-100%) no tamp&o AW1 concentrado. Anotar no frasco que o etanol

ja foi adicionado e armazenar em temperatura ambiente. A solug&o é estavel por 1 ano.

Tampao AW2:

Adicionar 160ml de etanol (86-100%) no tampao AW2 concentrado. Anotar no frasco que o etanol
ja foi adicionado e armazenar em temperatura ambiente. A solugéo € estavel por 1 ano.

PROTOCOLO DE PURIFICACAO DO ACIDO NUCLEICO VIRAL

1 | Ligar o banho-maria a 56°C. Identificar os tubos de microcentrifuga (1,5ml)

2 | Pipetar 20 pl da Protease em cada tubo.

3 | Adicionar 200ul da amostra (plasma ou soro).

4 | Pipetar 200ul tamp&o AL em cada tubo. Fazer um pulso no vértex por 15 segundos.

5 | Incubar a 56°C por 10 minutos em um termobloco.

6 . Centrifugar rapidamente o tubo para remover particulas dispersas

[ " i Adicionar 200ul de etanol (96-100%) na amostra e homogeneizar no vértex por 15 segundos. |

Centrifugar rapidamente o tubo’péra remover particulas dispersas.

5 |dentificar devidamente as colunas. Cuidadosamente transferir todo o lisado para as colunas sem
molhar a borda.

g Centrifugar a 8.000 RPM por 1 min. Descartar a parte de baixo (eluido) e ficar sé com a
COLUNA para encaixar em ouro tubo coletor.

10 Adicionar com 500ul de tampao de lavagem AW1 e centrifugar por 1 min a 8.000 RPM. Manter a
coluna e descartar a parte de baixo (tubo coietor).

1 Lavar com 500ul de tamp&o de lavagem AW2 e centrifugar por 3 min a 14.000 RPM. Manter a
coluna e descartar a parte de baixo (tubo coletor).
Colocar a coluna em um tubo de microcentrifuga (1,5ml). Adicionar 200ul de tampao AE ou agua

I destilada. incubar em temperatura ambiente (15° a 25%) por 5 minutos.

|
|
T
i

13 1 Cenirifugar @ 8. 000 =<PM por 1 mun. Descartar a coluna e guardar o tubo (congelar)
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ANEXO D

Protocolo de Purificagao do gel de Agarose
Kit PureLink Quick Gel Extration Kit

PROCEDIMENTOS

Ligar o banho-maria a 50°C.

1 PREPARACAO DO GEL (<2,0%)

1. Preparar o gel conforme o protocolo.

2. Correr o gel com 20uL de DNA, em agarose a 1,5% por 50 minutos.

3.

4. Cortar a fatia do gel contendo o fragmento de DNA na dire¢éo da banda.

Identificar e pesar os tubos de 1,5ml. Anotar os resultados.

O peso da fatia deve ser <400mg. Colocar em tubo de 1,5ml
Pesar o tubo contendo a fatia do gel com fragmento de DNA. Anotar o

resultado.

2 DISSOLVENDO O GEL

1.

Adicionar 1ml do tampdo de solubilizagdo de gel (L3) nos tubos
contendo a fatia do gel.

. Colocar em banho-maria por 10 minutos, verter a cada 3 minutos. Apds

aguardar mais 5 minutos no banho.

3 PURIFICAGAO DO GEL

Antes de comecar a purificagdo preparar o tampao de lavagem (W1) com

etanol conforme orientagdes: (para 50 reacdes)

Adicionar 64ml de etanol 96-100% no tampéo de lavagem. Marcar no rétulo a

adigdo do etanol. Armazenar o tampao de lavagem em temperatura ambiente.

1

Limpar as pipetas com hipoclorito e deixar a capela em luz ultravioleta
por 30 minutos.

Identificar os tubos e as colunas.

3. Pipetar 600 pl do gel nos tubos devidamente identificados. Centrifugar a

14,000 RPM por 1 minuto.

. Descartar o tubo e manter a coluna. Colocar em um novo tubo.
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5. Pipetar o restante do gel nos tubos devidamente identificados.
Centrifugar a 14,000 RPM por 1 minuto.

6. Descartar o tubo e manter a coluna. Colocar em um novo tubo.

7. Adicionar 500 pl do tampéo de lavagem (W1). Centrifugar a 14,000
RPM por 1 minuto.

8. Centrifugar novamente a 14,000 RPM por 2 minutos para retirada de
qualquer resido de etanol.

9. Descartar o tubo e manter a coluna. Colocar em um novo tubo de
recuperacao (1,5ml).

10. Adicionar 50 ul do tampao de Eluicao (E5) no centro da coluna.

11.Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto.

12.Centrifugar a 14,000 RPM por 1 minuto. O tubo de recuperagdo contém
o DNA purificado.

13.Descartar a coluna. Guarda o DNA purificado.

OBS: Armazenar o DNA purificado a 4°C para a utilizagdo imediata.
Aliquotar e armazenar a -20°C (freezer) para utilizagdo em longo prazo.

Evitar descongelar varias vezes a amostra.
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APENDICE 1

N° DE CADASTRO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL

PROJETO: CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS DO VIRUS DA HEPATITE B EM
PACIENTES ATENDIDOS NO PROGRAMA DE HEPATITES VIRAIS DO NUCLEO DE
MEDICINA TROPICAL — UFPA, BELEM-PARA.

| - IDENTIFICACAO

Nome: Idade:
Sexo: ( )Masc. ( )Fem. Peso Altura Cor:
Naturalidade: Data de nascimento / /

Residéncia atual

Tempo de Residéncia: Telefones:

Il - ESTILO DE VIDA
Estado Marital: ( )Solteiro ( )Casado ( )Unié&o estavel
Uso de preservativo: ( )Sempre ( )Algumas vezes ( )Nunca

Uso de anticoncepcional: ( )Sim ( )N&o Qual?

Uso de alcool: ( )Freqiientemente ( )Eventualmente ( )Nunca
Fumo: ( )Frequentemente ( )Eventualmente ( )Nunca

Uso de drogas: ( )Sim ( )N&do Qual?

Injetavel ( ) Seringa compartilhada ( )Sim ( )N&o Inalada ( )Sim ( )N&o
Idade da primeira relagdo sexual N° de parceiros nos ltimos dois anos
Ja teve alguma DST? ( )Sim ( )Nao Qual?

Manicure ( )Sim ( )Ndo Alicate prdprio ( )Sim ( )N&o

Usa piercing ( )Sim ( )Ndo Tatuagem ( )Sim ( )Né&o



Il - CONDICAO DE SAUDE

Ja realizou exame de endoscopia? ( )N&o (

Transfusdo sanguinea? ( )N&o ( )Sim Quando e quantas vezes?
Transplantes de 6rgdos? ( )N&o ( )Sim Quando e quantas vezes?
Hemodialise ( )Nd ( )Sim  Quando e quantas vezes?

Internacdo hospitalar ( )Ndo ( )Sim Quando e quantas vezes?

)Sim Quando e quantas vezes?

VacinacontraHBY  ( )Ndo ( )Sim ( )1° Dose ( )2°Dose ( )3° Dose

Doengas : Diabetes ( )N& ( )Sim Hipertensdo ( )Nd ( )Sim
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Cardiopatas ( )Ndo ( )Sim Distarbio renal (  )N&o ( )Sim Paciente Cronico ( )N&o ( )Sim

Gravidez ( )Ndo ( )Sim Quantos meses:

Doengas infecciosas ( )N&o ( )Sim Qual?

Toma algum medicamento controlado? (  )N&o ( )Sim Qual?

IV- ANTECEDENTES FAMILIARES:

1- Algum familiar ja teve hepatite? ()Sim ( )N&o ( )Quem e qual?

V - CONDICOES HABITACIONAIS

Saneamento: () Bom ( ) Razoavel ( JRuim

Abastecimento de dgua:( )Encanada ( )Pogo ( )Rios e lagos

Fossa: ( )Sanitéria ( )Fossa Negra
NuUmero de pessoas na casa: Adultos (

Ndmero de comodos da casa:

VI - CONDICOES SOCIO-ECONOMICAS

v GRAU DE INSTRUCAO:

) Criancas ()

ANALFABETO/SEMIANALFABETO

ENS MEDIO COMPLETO (1 A 3)

FUND. COMPLETO (1 A 4)

ENS MEDIO INCOMPLETO(1 A 3)




FUND. INCOMPLETO(1 A 4)

ENS. SUPERIOR COMPLETO

FUND. COMPLETO (5 A 8)

ENS. SUPERIOR INCOMPLETO

FUND. INCOMPLETO (5 A 8)

POS GRADUACAO

PROFISSAOQ:

SALARIO FAMILIAR:

() <que 1 minimo ()1 minimo

() 2 minimos

()3 a5 minimos (' )5a10 minimos () > que 10 minimos

POSSE DE ITENS:

ITENS

SIM NAO QUANTIDADE

TELEVISAO EM CORES

RADIO

GELADEIRA

FREEZER

SOFA

VIDEOCASSETE E/OU DVD

BANHEIRO

AUTOMOVEL

EMPREGADA MENSALISTA

Responsavel pela colheita:
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