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RESUMO

O virus da hepatite B pertence ao género Orthohepdnavirus e a familia
Hepadnaviridae, compreendendo um virus de DNA, hepatotropico capaz de infectar
mamiferos. Classificados em 10 genotipos (A-J) diferentes e muitos subgenotipos,
estudos sugerem que eles podem influenciar na gravidade da doenca, na resposta
ao tratamento e na resposta vacinal. Os gendtipos e subgendtipos do VHB tem uma
distribuicdo variada, sendo alguns restritos a determinadas regibes geograficas,
enquanto outros mostram uma distribuicio mundial. E encontrada nas diversas
regides do Brasil com prevaléncia dos gendtipos A, D e F. Este estudo teve como
objetivo identificar os genoétipos e subgendétipos do virus da hepatite B entre os
pacientes atendidos no Nucleo de Medicina Tropical - UFPA, na cidade de Belém,
estado do Pard, no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015. De um total de
1274 pacientes atendidos no NMT-UFPA dentro do periodo, foram selecionadas
para o estudo 222 pacientes, de ambos 0s sexos, com sorologia reagente para 0s
marcadores HBsAg e/ou anti-HBc total. As amostras foram submetidas a testes de
biologia molecular, PCR “in House” e PCR multiplex para detec¢cdo do DNA viral e
genotipagem, e posteriormente ao sequenciamento, para a confirmacdo e
determinacdo dos subgendtipos virais. Em 65 das 222 amostras foi detectada a
presenca do DNA do VHB, sendo identificada a presenca dos genoétipos A (46/65),
com predominancia os subgenétipos A1(36/48) seguido do subgendtipo A2 (10/46),
e genotipo F (17/65) sendo detectado apenas o subgenétipo F2 (17/17) circulando
nesta populacdo. A média de idade entre os paciente foi de 38 anos, com
predominéancia do sexo masculino, sendo a maioria dos pacientes naturais do estado
do Para. Alguns fatores de risco foram identificados entre a populacdo estudada,
sendo a nao utilizagdo de preservativo durante as relacbes sexuais 0 mais
predominante. Ao se comparar a presenca do DNA viral com a sorologia para o
marcador HBsAg, fica evidenciado um quadro que sugerem a presenca de hepatite
oculta entre os pacientes atendidos. Os resultados encontrados nesta pesquisa

estdo de acordo com o que é relatado em outros estudos no Brasil.

PALAVRAS-CHAVES: HBV. Amazonia. Para. Gendtipos. Subgenatipos.



ABSTRACT

The hepatitis B virus belongs to the genus Orthohepdnavirus and
Hepadnaviridae family, comprising a DNA virus capable of infecting mammalian
hepatotropic. Classified into 10 genotypes (A-J) and many different subgenotypes,
studies suggest that they may influence the severity of the disease, response to
treatment and vaccine response. Genotypes and subgenotypes HBV has a wide
distribution, some being restricted to certain geographic regions, while others show a
worldwide distribution. It is found in different regions of Brazil with prevalence of
genotypes A, D and F. This study aimed to identify genotypes and subgenotypes of
hepatitis B virus among patients treated at the Tropical Medicine Center - UFPA, in
the city of Belém, state Para, from January 2011 to December 2015. A total of 1274
patients treated at the NMT-UFPA in the period, were selected for the study 222
patients of both sexes, with positive serology for HBsAg and / or anti-HBc. The
samples were subjected to molecular biology, PCR "in house" and multiplex PCR to
detect viral DNA and genotyping, and then the sequencing for confirmation and
determination of viral subgenotypes. In 65 of the 222 samples was detected the
presence of HBV DNA, but only 63 samples were satisfactory after the result of
sequencing, which were identified the presence of genotypes A (46/63), especially
the subgenotype Al (36/46) followed by subgenotype A2 (10/46), and genotype F
(17/63) and only detected subgenotype F2 (17/17) circulating in this population. The
average age of the patients was 38 years, predominantly male, and most natural
state of Para patients. Some risk factors have been identified among the population
studied, and not using a condom during sex the most predominant. Comparing the
presence of viral DNA with serology for HBsSAg marker is shown a picture that
suggests the presence of occult hepatitis among the patients treated. The results

found in this study are consistent with what is reported in other studies in Brazil.

KEYWORDS: HBV, Amazon, Para, Genotypes, Subgentypes
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1. INTRODUCAO

A doenca causada pelo virus da hepatite B € um problema de saude publica de
importancia mundial. Dois bilh6es de pessoas ja entraram em contato com este virus
e aproximadamente 240 milhfes de pessoas sao portadores crénicos (WHO, 2015).
Os portadores cronicos sdo expostos ao desenvolvimento das complicacdes
decorrentes da hepatite B, levando a cirrose e/ou, carcinoma hepatocelular,
resultando em um total de 780 mil mortes todos os anos por conta destas
complicagbes (ALVARADO-MORA et al, 2011; DA SILVA CONDE et al, 2013; WHO,
2015). O HBV pode ser transmitido por via perinatal, percutanea, sexual ou por
transmissao horizontal, presumivelmente através de cortes ou feridas abertas, além
do contato com sangue contaminado (DE ALMEIDA; 2012; BECKER et al, 2013).

Para fins de vigilancia epidemioldgica no Brasil, define-se como caso
confirmado de hepatite B, o individuo que apresente um ou mais marcadores
sorologicos reagentes (HBsAg reagente, Anti-HBc IgM reagente, HBeAg reagente)
ou exames de biologia molecular para hepatite B (DNA do HBV detectavel) (BRASIL,
2012). No Brasil, o Ministério da Saude estima que pelo menos 15% da populagéo ja
foi infectada com o HBV, com portadores cronicos equivalente a 1% da populagéo
brasileira (MARTINS, COSTA, 2015) e uma taxa de mortalidade de 0,6 por 100.000
habitantes (BRASIL, 2015). A literatura relata a regido Amazonica com area de alta
prevalencia da infeccdo pelo HBV (CASTILHO et al, 2012, BECKER et al, 2013;
BARROS et al, 2014).

A introducéo de testes de detec¢cdo do DNA do HBV ha 20 anos mostrou um
maior conhecimento da variabilidade genética deste virus e demostrou que a
infeccdo pelo HBV apresenta um amplo espectro de padrées soroldgicos associados
com a persisténcia do HBV-DNA (BRECHOT et al., 2001). Os novos avan¢os com
os testes permitram uma melhor compreensdo da histéria natural, da
imunopatogénese da hepatite B, além da detec¢cdo de uma nova forma clinica
denominada como hepatite B oculta (MINUK et al, 2012; CHANG, LIAW, 2014),
sendo esta definida pela presenca do HBV-DNA no figado e/ou soro, com o HBsAg

indetectavel em ensaios imunoenziméaticos (RAIMONDO et al., 2008).
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O VHB pertence ao género Orthohepdnavirus e a familia Hepadnaviridae,
compreendendo um virus de DNA, hepatotropico capaz de infectar mamiferos
(MELLO, et al, 2007; DE ALMEIDA, 2012). E um virus pequeno e 0 seu genoma
apresenta uma organizacdo altamente compacta, com um DNA circular de cadeia
dupla medindo 3.2Kb com quatro principais regides de transcricdo sobrepostas,
codificando sete proteinas virias: trés antigenos de superficie, duas proteinas Core,
a polimerase e a proteina X (FARAZMANDFAR et al, 2012; LOU et al, 2013; Xu et
al, 2015).

Classificado em pelo menos oito gendtipos (A-H), sendo que recentemente
mais dois foram descritos no sudeste da Asia (genotipo | e J) (ALVARADO-MORA et
al, 2013, SUNBUL, 2014). Os diferentes gendtipos estdo associados com mutacdes
nas regifes dos genes pré-core e promotor core basal, além de mutacdes no gene S
(OLINGER et al, 2008; DA SILVA CONDE et al, 2013). Os genotipos do VHB sao
subdivididos em subgenotipos, cuja nomenclatura utiliza nimeros ordinais. Estudos
sugerem que os genotipos possam influenciar na gravidade da doenca, na resposta
ao tratamento e na resposta vacinal (TESHALE et al, 2011; CASTILHO et al, 2012;
ALVARADO-MORA et al, 2013).

Os genotipos e subgenoétipos do HBV tem uma distribuicdo variada, sendo
alguns restritos a determinadas regifes geograficas, enquanto outros mostram uma
distribuicdo mundial (POURKARIM et al, 2014). O genétipo A é encontrado
principalmente na América do Norte e Africa (SANTOS et al, 2014). Os gendtipos B
e C s&o predominantes na Asia (SANTOS et al, 2014; SUNBUL, 2014). O genétipo
D tem distribuicio mundial sendo prevalente em Mediterraneo, Oriente Médio, Asia e
india (POURKARIM et al, 2014; SANTOS et al, 2014). Os genétipos E e F tem
prevaléncia na Africa e Brasil respectivamente (SANTOS et al, 2014). Genétipo G é
encontrado na Europa e América do Norte e 0 genétipo H na América Central e
América do Sul (SANTOS et al, 2014; SUNBUL, 2014). Recentemente, através de
analise filogenética, um novo genotipo foi caracterizado no Vietna e Laos, sendo
designado como o gendtipo | (OLINGER et al, 2008; YU et al, 2010), enquanto que o
genatipo J foi identificado no Jap&o. (OSIOWY et al, 2010; ALVARADO-MORA et al,
2011; SANTOS et al, 2014).

Os gendétipos A, D e F sdo os mais prevalentes no Brasil. Estudos mais

especificos demostram a predominancia do subgendétipos Al, D3 e F2a, porém na
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maioria das regides brasileira se fazem necessarios mais estudos na populacgéo.
(ALVARO-MORA et al, 2013; BARROS et al, 2014; CRISPIM et al, 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a hepatite B € uma doenca
com um alto potencial de complicacdo e morte, sendo que no Brasil, dados do
Ministério da Saude indicam que 15% da populagéo ja estiveram em contato com o
virus (BECKER et al, 2013; MARTINS, COSTA, 2015).

Segundo o Ministério da Saude, foram notificados no SINAN mais de 120.000
casos confirmados de hepatite B no Brasil no periodo de 1999 a 2011, sendo 15.571
(13,1%) casos identificados na regido Norte. A positividade soroldgica no pais
corresponde a 7,4% em individuos na faixa etaria de 10 a 69 anos (BRASIL, 2012).

O avanco silencioso da hepatite B € um problema de salude publica pelo fato de
o individuo desconhecer que € portador do virus, isso impede que os individuos
infectados procurem tratamento até o aparecimento dos primeiros sintomas clinicos

0 que pode contribuir para o agravamento dos casos (MARTINS, COSTA, 2015).

Historicamente, o diagnostico de hepatite B concentra-se em marcadores
sorologicos, porém a tecnologia molecular tem feito grandes avancos, e agora é
possivel avaliar o DNA do VHB qualitativamente e quantitativamente, assim como
identificar os genétipos e seus subgenoétipos (FARAZMANDFAR et al, 2012;
BECKER et al, 2013).

A prevaléncia da infeccdo tem grandes variacdes geograficas, sendo de 3% na
América do sul (DE ALMEIDA et al, 2012; BARROS et al, 2014). No Brasil a
distribuicAo se mostra heterogénea, sendo uma alta prevaléncia na regido
amazonica (DENY, ZOULIM, 2010; DE OLIVEIRA et al, 2011, DE ALMEIDA et al,
2012; SANTOS et al, 2014). Apesar deste fato, existe uma escassez de estudos
identificando quais os gendtipos e subgenotipos do VHB circulando na populacéo no
estado do Pard, por tanto se faz necessario a realizacdo de mais estudos a fim de
levantar dados que possam subsidiar a epidemiologia do VHB na regiao.

Os doadores atendidos no HEMOPA, com sorologia reagente para o VHB séo
encaminhados para o Nucleo de Medicina Tropical na Universidade Federal do Para,
para confirmacdo do diagnostico. A partir desta populacdo, o presente estudo visa
identificar quais sdo os possiveis genotipos e seus subgendtipos circulantes dentro

desta populagéo na capital do estado do Para.



19

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A HEPATITE B E O HBV.

Embora doencas associadas com ictericia tenham sido reconhecidas deste a
antiguidade, a historia sobre a pesquisa do HBV é recente (BLUMBERG, 2003;
FONSECA, 2010). Nos meados dos anos 1960, o geneticista americano Baruch
Blumberg detectou no soro de um paciente transfundido o antigeno Australia (AgAu),
que posteriormente, em 1968, seria renomeado com o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg) nome até hoje utilizado (BLUMBERG, 2003; TONETTO,
2006; DE ALMEIDA, 2012). Pela descoberta do virus, Blumberg recebeu em 1978, o
prémio Nobel de Medicina por ser considerado como um dos fatos mais importantes
da medicina do ultimo século. (FONSECA 2010).

Na década de 70, foi descrito um novo antigeno distinto do HBsAg, sendo
denominado de antigeno “e” do virus da hepatite B (HBeAg) e também identificado o
seu anticorpo correspondente (Anti-HBe) (MAGNIUS e ESPMARK, 1972;
BLUMBERG, 2003). A particula viral foi visualizada pela primeira vez em 1970,
sendo chamada de particula Dane e nos anos 80 o genoma do HBV foi sequenciado
(TONETTO, 2006; FONSECA, 2010; FILHO, 2010).

Apoés a confirmacdo da descoberta do HBV, o pesquisador Samuel Krugman,
iniciou estudos relacionados a uma possivel vacina capaz de prevenir a doenca
(KRUGMAN, 1971). Em 1981 foi registrada a primeira vacina contra o HBV, que em
1986 foi substituida por uma vacina produzida por engenharia genética, até hoje
utilizada (FONSECA, 2010; DE ALMEIDA, 2012). Embora a incidéncia de hepatite
aguda tenha diminuido devido a implantacdo da vacinacdo, as complicacfes
relacionadas com o HBV continuam aumentando (WANG et al, 2014; MARINHO et
al, 2014; SANTOS et al, 2014).

O periodo de incubacdo do HBV vai de 30 a 180 dias com média em torno de
60 a 90 dias. A transmissibilidade ja é possivel a partir de duas a trés semanas
antes do aparecimento dos primeiros sintomas, sendo que os portadores crénicos

podem transmitir o virus por muitos anos (BRASIL, 2005).

As primeiras publicacdes sobre a presenca do HBsAg no Brasil deram-se na
década de 70. Em 1973, estudos realizados na regido Amazodnica Brasileira

revelaram pela primeira vez a presenca do antigeno entre populacdo na zona rural
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do estado do Amazonas (SALZANO, BLUMBERG, 1970; BENSABATH , BOSHELL,
1973). Entre 1990 a 1992, nos diversos estados da regido AmazoOnica, a vacina
contra o HBV foi integrada no programa nacional de imunizacédo (BLUMBERG, 2006;
FONSECA, 2007; 2010).

O HBV é um membro da familia Hepadnaviridae, podendo ser encontrado em
mamiferos (Orthohepadnaviruses) e aves (Avihepadnaviruses) (SCHAEFER, 2007,
SUH et al, 2014). Apresentando um material genético de cadeia parcialmente dupla
e utilizando a transcriptase reversa no seu ciclo replicativo (RASTEGARVAND et al,
2015), o HBV apresenta uma elevada taxa de mutacdo quando comparado com
outros virus de DNA (SCHAEFER, 2007; SAYED, KOBEISY, 2012; XU et al, 2015),
uma justificativa para a elevacdo desta taxa refere-se a replicacdo semelhante aos
retrovirus, pois utiliza um RNA intermediario no ciclo replicativo e a polimerase viral
nao apresenta atividade de revisdo (KRAMVIS et al, 2005; SCHAEFER, 2007
RASTEGARVAND et al, 2015).

Apds o sequenciamento do HBV, varios virus semelhantes a ele foram
descobertos em aves, roedores (marmotas e esquilos) e primatas (orangotango,
chimpanzés e gorilas) (SUH et al, 2014), apresentando uma homologia de 40% com
a familia Avihepadnaviruses e diferindo apenas 17% entre o HBV humano e o
encontrado nos primatas (SCHAEFER, 2007).

2.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO HBV.

Através da microscopia eletrbnica observam-se trés tipos de particulas
relacionadas ao HBV presentes nos individuos infectados: particulas filamentosas,
particulas esféricas e particulas completas também chamadas de particulas de Dane
(Figura 1) (DE ALMEIDA, 2012; GERLICH, 2013).

A particula infectante tem tropismo pelo hepatécitos (TAROCCHI et al, 2014),
apresenta um envoltério externo, também chamado de envelope, composto por
lipidios e proteinas que consiste no HBsAg (antigeno de superficie). Internamente ao
envelope o HBV possui 0 nucleocapsideo (core) constituido pelo capsideo e pelo
genoma viral. Apresentando simetria icosaédrica, o0 capsideo mede
aproximadamente 27nm de diametro, sendo formado por 180 capsdmeros

compostos pelo antigeno “c” (HBcAg). O material genético situa-se na regido central

do capsideo e apresenta um tamanho de aproximadamente 3.200 nucleotideos
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sendo encontrado associado ao genoma a enzima DNA polimerase (DE ALMEIDA,
2012; MORAES, 2013) (Figura 2).

Figura 1. Imagem de microscopia eletrbnica das particulas virais presente no soro
dos individuos infectados.

Particula Dane Particula Filamentosa Particula Esférica

Fonte: GERLICH, 2013. (adaptado)

Figura 2. Representacdo esquemaética da particula viral completa.

Envelope
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Polimerase
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Fonte: © 2002 James A. Perkins, Medical and Scientific lllustrations (adaptado).
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O VHB é um pequeno virus que apresenta como material genético DNA,
envelopado. Seu genoma circular de fita parcialmente dupla € quase todo
codificante, possuindo quatro sequéncias de leitura aberta (ORFs) conhecidas como
S, P, C e X (Figura 3). (TAROCCHI et al, 2014; WANG et al, 2014).

A circularidade do DNA é mantida pelo pareamento das bases nas
terminagdes 5 de ambas as fitas (MORAES, 2013). A fita menor, denominada
incompleta, apresenta polaridade positiva e sentido de leitura 5’ para extremidade 3.
A fita maior, denominada completa, possui polaridade negativa sendo complementar
ao RNA pré-genémico (MARINHO, 2013). As terminagdes 5 de ambas as fitas
mantém a circularidade do DNA do VHB e contém duas sequéncias repetidas de 11
nucleotideos denominadas DR1 e DR2, que desempenham papel essencial na
replicacdo viral, assim como na integracdo do DNA do HBV ao genoma do
hospedeiro (MORAES, 2013; QUARLERI, 2014).

Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do HBV.

3213

Fonte: AIRES, 2011
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O gene S que incluem as regides pré-S1, pré-S2 e S, sdo responsavel pela
codificacdo das proteinas do envelope, constituindo-se em proteinas antigénicas
denominadas de antigenos de superficie (HBsAgQ), que se ligam aos receptores
celulares facilitando a entrada do virus nos hepatécitos (DE ALMEIDA, 2012;
MORAES, 2013). A proteina S, codificada pela regido S, possui cerca de 24 kDa e
apresenta uma regido bem conservada, o determinante antigénico “a”, com
capacidade de induzir anticorpos neutralizantes capazes de proteger contra a
infeccdo pelo HBV, sendo utilizada no desenvolvimento de vacinas (MORAES,
2013). Alguns mecanismos de acao das proteinas codificadas pelo gene S estédo
envolvidas no processo do desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. (DE

ALMEIDA, 2012; WANG et al, 2014; TAROCCHI et al, 2014).

A regido Pré-core/core, segunda sequencia aberta de leitura, apresenta dois
cédons de iniciacdo responsaveis por codificar a proteina do core (HBCAQ) e a
proteina “e” (HBeAg), ambos induzem a producdo de anticorpos especificos (anti-
HBc e anti-HBe, respectivamente) (AIRES, 2011). A proteina do core, uma
fosfoproteina de 21Kda, € responsavel pela montagem do nucleocapsideo, sendo
importante na etapa de empacotamento do RNA pré-gendmico (MARINHO, 2013). O
HBeAg é um peptideo soluvel codificado pelas regibes pré-core/core, que é
processado e secretado pelas células hepéticas, sendo considerado um importante
marcador de replicacéo viral (MORAES, 2013; MARINHO, 2013). Esse antigeno é
encontrado durante a infeccdo aguda ou nos portadores cronicos, podendo induzir
tolerancia imunoldgica e, consequentemente, o desenvolvimento de hepatite crénica

(AIRES, 2011; MARINHO, 2013).

As regides pré-core e core sao as por¢cdes mais complexas do genoma do VHB
e as mutacBes neste local estdo associadas com a persisténcia da infeccdo e
desenvolvimento de cirrose e HCC (DE ALMEIDA, 2012; QUARLERI, 2014; PARK,
2015).

O gene P é a maior sequencia aberta de leitura, sobrepondo-se
aproximadamente trés quartos do genoma codificando a polimerase viral (AIRES,
2011; QUARLERI, 2014). A proteina € dividida em dominios distintos: (1) amino-
terminal, que atua como proteina terminal ou primase, necessaria para o inicio da
sintese da fita de DNA de polaridade negativa; (2) espagadora, que ndo tem funcao

bem definida; (3) transcriptase reversa, responsavel pela transcricdo do RNA pré-
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gendmico em DNA e (4) carboxi-terminal, que exibe atividade de ribonuclease H
(RNAse H), participando da degradacdo do RNA pré-gendmico (MORAES, 2013;
TAROCCHI et al, 2014; WANG et al, 2014).

O gene X é responsavel pela codificacdo de HBxAg, um proteina
multifuncional capaz de ativar diferentes mecanismos de transcrigcdo, sendo capaz
de modificar a expressao de genes da célula hospedeira e impedir o reparo no DNA
(AIRES, 2011; MARINHO, 2013). Essencial para a replicacdo viral, esta regiao
desempenha um papel importante no desenvolvimento do HCC induzido por VHB,
pois pode interferir na atividade da proteina p53, que apresenta fungcédo supressora
de tumor e ativadora de apoptose (MARINHO, 2013; MORAES, 2013). No
citoplasma ativa cascatas de sinalizacdo mitogénicas e no nucleo modula a
expressdo de gene de interacdo com varios fatores de transcricdo, sugerindo a
influéncia com as vias de sinalizacdo na oncogénese, proliferacdo, apoptose,
resposta imunologica e inflamacdo. O HBX se mantém sendo transcrito em células
tumorais de carcinoma hepatocelular, mesmo ndo havendo replicacdo viral
(TAROCCHI et al, 2014).

Recentemente foi descoberta a proteina HBSP (Proteina Spliced do VHB)
envolvida na patogénese da infeccéo e viabilidade de células infectadas com o VHB.
Tem sido relacionado com a hepatite B crbnica e replicacdo viral, porém o exato
mecanismo ainda ndo é bem esclarecido (CHEN et al, 2010; TAROCCHI et al,
2014).

2.4 REPLICACAO VIRAL

Apresentando replicacao diferenciada, o VHB utiliza a maquinaria celular do
hospedeiro para multiplicar-se em grande numero e formar seu proprio mRNA
utilizado na sintese das proteinas virais (MARINHO, 2013; QUARLERI, 2014 ). O
VHB apresenta tropismo pelos hepatécitos, replicando-se em um taxa de 10 vezes
por dia (MORAES, 2013; QUARLERI, 2014). A transcriptase reversa do VHB nao
apresenta atividade de revisdo ou edicao, e juntamente com esta elevada producéo
diaria de virus, erros inevitaveis ocorrem durante a replicacdo (QUARLERI, 2014),
sendo atribuida a transcriptase reversa uma alta taxa de substituicdo de
nucleotideos (VAN DE KLUNDERT et al, 2012; XU et al, 2015). Essa replicacéo é
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responsavel pela maioria das muta¢gdes pontuais, delecbes e inser¢cdes observadas

no genoma do virus (KAO, 2011).

A esquematizacdo da replicacdo do VHB esta representada na figura 4
(REHERMANN, NASCIMBENI, 2005). O ciclo tem inicio com a adsorcao viral
através do reconhecimento entre 0s receptores especificos na membrana dos
hepatécitos e proteinas do envelope viral, facilitando a entrada do virus por
endocitose (MORAES, 2013). Varios candidatos a receptor celular ou complexo
receptor celular ja foram propostos, entretanto estes mecanismos ndo estao
totalmente esclarecidos (MORAES, 2013; MARINHO, 2013). Em relacdo a proteina
viral de ligacdo, acredita-se que a porcao N-terminal da proteina L do envelope
possua um sitio de reconhecimento, essencial para mediar a ligacdo do virus a
célula (HOLLINGER 2007; MORAES, 2013; MARINHO, 2013).

Figura 4. Esquema do ciclo de replicacdo do VHB.
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Fonte: REHERMANN, NASCIMBENI, 2005 (adaptado).
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No interior do citoplasma apés a adsorgdo, o virus perde o seu envelope e 0
ndcleocapsideo, liberando o DNA viral para penetrar no nucleo do hepatdcito através
dos poros nucleares (MORAES, 2013; MARINHO, 2013; TAROCCHI et al, 2014). A
forma circular do DNA viral é levado ao nucleo, onde as polimerases, viral e do
hospedeiro, reparam a fita parcialmente dupla formando uma estrutura de DNA
circular covalentemente fechado (cccDNA) (TAROCCHI et al, 2014), a qual serve de
molde para a transcricdo de todos os mMRNAs virais e pgRNA, essencial para a
replicacdo do virus (MORAES, 2013; XU et al, 2015). Essa transcricdo ocorre por
acdo da enzima celular RNA polimerase Il (MARINHO, 2013). Os mRNAs séo
transportados para o citoplasma onde ocorre a traducdo das proteinas virais (de
superficie, core, polimerase e X), a montagem do nucleocapsideo e a replicacdo do
DNA viral (HOLLINGER, 2007; MARINHO, 2013).

No citoplasma, o nucleocapsideo € formado pela montagem do pgRNA
juntamente com a DNA polimerase e transcriptase reversa (MARINHO, 2013;
QUARLERI, 2014). Inicia-se entdo a transcricio do pgRNA dentro do
nucleocapsideo viral, formando a primeira fita de cadeia longa (negativa) do DNA
viral. Durante ou apés a sintese dessa fita, o pgRNA € degradado pela acéo
enzimatica da RNAse H da polimerase e, por acdo da DNA polimerase, ocorre a
sintese da fita positiva ou incompleta do DNA viral (MARINHO, 2013; MORAES,
2013).

Uma vez completa a sintese do genoma viral, o nucleocapsideo adquire a
membrana lipidica a partir do reticulo endoplasmatico rugoso ao qual estdo aderidas
as proteinas de superficie do virus, formando a particula completa e infecciosa, que
€ secretada do hepatdcito (MORAES, 2013). Algumas particulas virais imaturas sao
transportadas de volta ao nucleo, podendo ser convertidas em cccDNA, resultando
na persisténcia viral intracelular (MARINHO, 2013; QUARLERI, 2014). A presenca
do cccDNA é essencial na manutencdo da infeccdo pelo VHB. Admite-se que o
cccDNA resida no ndcleo dos hepatdcitos infectados na forma de DNA episomal
estavel, ndo integrado ao genoma do hospedeiro (MORAES, 2013; TAROCCHI et al,
2014).

Como o cccDNA serve de molde para a sintese de mRNA viral, sua
estabilidade nos hepatdcitos significa fonte constante de particulas virais, podendo

persistir no nucleo do hepatdcito durante toda a vida da célula. Neste sentido tem
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sido admitido que a persisténcia do cccDNA tenha papel importante na reativacao da
doenca apos interrupcdo da terapia antiviral e em casos de imunossupressao, bem
como no desenvolvimento de resisténcia a drogas (MORAES, 2013; TAROCCHI et
al, 2014; QUARLERI, 2014).

2.5 EPIDEMIOLOGIA

2.5.1 Transmisséao viral

Apresentando um periodo de incubacdo que varia de 30 dias a 180 dias
(BRASIL, 2008), admite-se que a transmissdo do VHB ocorra pelas vias
parenteral/percutanea, sexual e vertical (ALBUQUERQUE et al, 2012; MORAES,
2013; CRISPIM et al, 2014). A presenca viral tem sido detectada em diversos fluidos
corporais, sendo 0 sangue e 0 sémen considerados os espécimes infecciosos (DE
OLIVEIRA et al, 2011; MORAES, 2013; MARINHO, 2013; RASTEGARVAND et al,
2015). Além disso, a estabilidade do VHB em superficies ambientais favorece sua
transmisséo por objetos inanimados, pois se mantem estavel por mais de sete dias,
sendo o risco de transmissdo maior neste caso quando o nivel do VHB-DNA é
elevado no soro, principalmente em pacientes HBeAg reagentes (MORAES, 2013;
MARINHO, 2013).

Neste contexto, a transmissao pode ocorrer pelo compartilhamento de objetos
perfurocortantes contaminados como laminas de barbear e depilar, escova de dente,
alicate de unha, materiais para colocacdo de piercing, confeccdo de tatuagens e
instrumentos para uso de drogas injetaveis (BRASIL, 2008; ELGOUHARI et al. 2008
DE ALMEIDA, 2012; MORAES, 2013). Também a transmissao pode ocorrer por
acidentes com exposicdo a material biolégico, por procedimentos cirlrgicos,
odontoldgicos e de hemodidlise que ndo seguem normas de biosseguranca e de
controle da infeccdo além de transfusdo de sangue e hemoderivados (DE ALMEIDA,
2012; ALBUQUERQUE et at, 2012; MORAES, 2013).

A infeccdo pelo VHB adquirida a partir de procedimentos transfusionais tem se
tornado raro nos paises desenvolvidos devido a implantacdo da triagem soroldgica
ao virus, bem como por procedimentos de biologia molecular permitindo a
identificacdo do DNA viral (FRANCO et al. 2012; MORAES, 2013 ). No Brasil a partir
de 1993 torna-se obrigatério o rastreamento das hepatites viras nos hemocentros
(BRASIL, 2008; DE ALMEIDA, 2012) e em 5 de fevereiro de 2002, o Ministério da
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Saude criou o programa nacional para prevencdo e o controle das hepatites virais,
com o intuido de contribuir para o aprimoramento de acfes de saude relacionadas
as hepatites virais no Brasil (FERREIRA e SILVEIRA, 2004; DE ALMEIDA, 2012)

A via vertical caracteriza-se pela transmissdo do VHB durante a gestacao
(transplacentéria), no momento do parto (contato com sangue/liquido amniotico
contaminado) e apos o mesmo (JONAS, 2009; MORAES, 2013; MARINHO, 2013).
No momento do parto, o VHB é transmitido em 70% a 90% dos casos cujas
gestantes apresentam replicacdo viral, no entanto, a transmissao perinatal ocorre
em menos de 5% dos casos em que a mae, embora HBSAgQ positiva, ndo apresenta
marcadores indicativos de replicacdo do virus (ZAIDAN, 2009; KWON, LEE 2011;
MORAES, 2013). Considera-se por outro lado que criancas nascidas de maes
HBsAg positivas que ndo se tornam infectadas durante o periodo perinatal,
permanecem sob risco de se infectarem durante a infancia quando ndo vacinadas
(MORAES, 2013).

Embora o mecanismo exato de transmissdo ndo seja conhecido, o contato
interpessoal frequente com individuos cronicamente infectados, durante longo
periodo de tempo, também representa fator de risco para aquisi¢cdo da infeccao pelo
VHB (CASTILHO et al, 2012; MORAES, 2013; MARINHO, 2013; CRISPIM et al,
2014). Neste sentido, em areas de alta endemicidade para o VHB, estudos sugerem
a circulacédo viral no ambiente familiar (CASTILHO et al, 2012; CRISPIM et al, 2014),
considerando-se o0 numero de membros e de carreadores do VHB, o
compartilhamento de itens de higiene pessoal e a exposicdo a fluidos corpéreos
contaminados (BRASIL et al, 2003; LOBATO et al, 2006). Tal fato demonstra a
importancia do contato interpessoal na disseminacdo do virus, bem como da
possibilidade de transmissdo em ambientes fechados (MORAES, 2013; MARINHO,
2013).

A transmissdo sexual da hepatite B persiste como problema de saude publica
de dificil intervencdo. Sendo classificada como uma doenca sexualmente
transmissivel, é a rota mais frequente de transmissao do VHB entre adolescentes e
adultos. Neste sentido, entre individuos com conduta de risco como multiplicidade de
parceiros sexuais e pratica de sexo sem preservativo, tém sido observados indices
elevados de prevaléncia para este agente (MORAES, 2013; MARINHO, 2013).



2.5.2 Distribuicéao da infecdo pelo VHB

Desde 1950, a maioria dos estudos realizados entre populacdes da América do

Sul, principalmente em algumas areas da Amazbnia brasileira, venezuelana,

colombiana, peruana e equatoriana, tem relatado alta prevaléncia de infeccdo e
doenca ocasionada pelo VHB (PAULA et al 2001; NUNES et al, 2007; DE ALMEIDA

et al, 2012).

A prevaléncia da infeccdo tem grandes variagdes geograficas (figura 5), sendo

de 3% na América dos sul, e no Brasil, a distribuicdo € heterogénea sendo

considerada na regido amazonica, uma alta prevaléncia superior a 2% (DENY,
ZOULIM, 2010; CASTILHO et al, 2012; DE ALMEIDA, 2012). Os estudos

epidemioldgicos relacionados com a distribuicdo do VHB em populacdes séo,

geralmente, relacionados a grupos especificos como doadores de sangue e

gestantes (DE OLIVEIRA et al, 2011; DE ALMEIDA, 2012).

Figura 5. Prevaléncia mundial do marcador HBsAg do VHB.
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Fonte: CDC, 2008 (http://folk.uib.no/mihtr/Fredskorpset/FK082006.html#dis9). Adaptado.

No Brasil, embora indices variaveis de prevaléncia para o HBsSAg sejam

observados em diferentes regides e em diferentes grupos populacionais, o inquérito

de base populacional encomendado pelo Ministério da Saude e realizado em
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capitais brasileiras e no Distrito Federal, no periodo de 2005 a 2009 define o Brasil
como uma regiao de baixa endemicidade considerando a prevaléncia de 0,37% para
HBsAg e de 7,4% para anti-HBc (BRASIL, 2012).

No periodo de 1999 a 2011, foram notificados no SINAN 15.571 casos de
hepatite B na Regido Norte, o que corresponde a 13,1% do total de casos no Brasil.
A prevaléncia para o marcador de exposi¢cdo ao VHB (anti-HBc) na regidao Norte foi
de 10,9% (IC 95% 8,87% - 12,9%) e para o marcador HBsAg, foi de 0,63% (IC 95%
0,22% - 1,03%), classificando esse conjunto como de baixa endemicidade. No
periodo de 1999 a dezembro de 2011, foram notificados 8.276 (52,5%) casos
positivos em homens e 7.471 (47,4%) em mulheres da regido Norte (BRASIL, 2012).

No estado do Para (municipios de Altamira e Sao Félix do Xingu), Nunes e
colaboradores (2007) realizaram estudo epidemiolégico sobre hepatites virais B e D
em uma populacdo indigena da regido (n = 258) em que mostrou prevaléncia de
3,9% de positividade para o marcador HBsAg e 53,5% para o Anti-HBc total.

2.5.3 Epidemiologia molecular do virus da hepatite B

Apresentando uma diversidade viral complexa, o VHB apresenta diferentes
gendtipos e subgenotipos (Figura 6) (HUY et al, 2008; HANNACHI et al, 2010;
WANG et al, 2014).

Inicialmente, quatro gendtipos (A-D) do VHB, foram identificados comparando-
se sequéncias de genomas completos, baseados em diferencas maior que 8%
(intergenotipica) e menor que 4% (intragenotipicas) (HUY et al, 2008; HANNACHI et
al, 2010; WANG et al, 2014). Em seguida, outros quatro genétipos foram
identificados (E-H). Atualmente, o VHB é dividido em dez gendtipos (A, B, C, D, E, F,
G, H, I, J) (CASTILHO et al, 2012; CRISPIM et al, 2014; RAHMAN et al, 2016) que
estdo associados com diferentes mutacdes (SAYED, KOBEISY, 2012;
RASTEGARVAND et al, 2015). Além disso, os genétipos sdo subdivididos em
subgenotipos, cuja nomenclatura utiliza nameros (1, 2, 3, etc). Estudos recentes
sugerem que os genotipos possam influir na gravidade da doenca e na resposta ao
tratamento (HUY et al, 2008; McMAHON, 2009; CASTILHO et al, 2012; WANG,
2014).
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A longa evolucdo do VHB levou a presente existéncia de varios genotipos,
subgendtipos, mutantes, recombinantes do virus (KAO, 2011; POURKARIM et al,

2014) (Figura 7).

Figura 6. Arvore filogenética do genoma viral completo representando os genétipos

do VHB existentes.
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Figura 7. Linha do tempo de identificacdo e designacdo de alguns genotipos e
subgendtipos do virus da hepatite B.
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O VHB € um virus cosmopolita com uma distribuicdo distinta (Figura 8), sendo
gue alguns dos seus genoétipos e subgendtipos apresentam localizagdo geografica
bem estabelecida (Tabela 1) (ALVARADO-MORA et al, 2011; DA SILVA CONDE et
al, 2013; WANG et al, 2014.)

Figura 8. Distribuicdo geografica dos genotipos do VHB no mundo.
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Fonte: Fonte: SUNBUL, 2014. (Adaptado)
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Tabela 1. Localizacdo e caracteristicas dos genotipos e subgendétipos do virus da
hepatite B.

A Mundial — Europa, india, Africae 6 subgendtipos
Ameérica do Norte Sequéncia de AAdo gene S
BeC Asia Subgendtipos B-9 e C-16
Leste e Sudeste Asiatico Associados ao HCC
D Mundial 9 subgenadtipos
India, Russia, EUA, Brasil Delecao de 33 nucleotideos
E Africa , Delecéo de 3 nucleotideos
Colédmbia e Norte da India na regiao da polimerase.
F EUA, Polinésia e Américas 4 subgenotipos
(Brasil)
G EUA, Brasil, México e Europa 2 substitui¢des unicas
Distribuicdo desconhecida Gene S semelhante ao A
H Nicaragua, México e Américas Similarao F
Central e Sul
led Vietn3, Laos, Canada e Franca | — combinacdo A, Ce G

FONTE: Do autor, 2016.

O gendtipo A mostra um distribuicdo global (RAHMAN et al, 2016) sendo
encontrado na Europa, india, Africa, América do Norte e Brasil (DA SILVA CONDE et
al, 2013 SANTOS et al, 2014; CRISPIM et al, 2014). Ele foi subdividido em seis
subgendtipos distintos geneticamente (Al a A6) (POURKARIM, et al, 2010;
ALVARADO-MORA et al, 2011). O gendtipo Al € prevalente na Asia e Africa
(POURKARIM et al, 2014) e o A2 é dominante na Europa e América (DA SILVA
CONDE et al, 2013; POURKARIM et al, 2014). Esta subdivisdo foi baseada na
sequéncia de aminoacidos do gene S do gendtipo A. Nas sequéncias do
subgendtipo Al encontrou-se uma asparagina na posi¢cdo 207 e uma leucina na
posi¢cdo 209, enquanto que na sequéncia do A2 obteve-se uma serina na posi¢ao
207 e valina na posi¢éo 209 (TONETTO, 2006; DE ALMEIDA, 2012).

Em 2005 o subgenotipo A3 foi caracterizado por Kurbanov e colaboradores,
primeiramente em Camardes e posteriormente em Gib&o, ambas cidades do
continente Africano. No periodo de 2006 a 2009 os subgenétipos A4, A5, e A6
também foram identificados na Africa e Haiti (POURKARIM, et al, 2010).
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Os gendtipos B e C sao predominantes no Leste e Sudeste Asiatico
(ALVARADO-MORA et al, 2011; POURKARIM, et al, 2014; RAHMAN et al, 2016) e
contém 3.215 nucleotideos em seus genomas (DE ALMEIDA, 2012). Ambos os
genadtipos foram subdivididos em varios subgendtipos (gendtipo B — B1, a B9,
gendtipo C — Cla C16) (WANG et al, 2014; POURKARIM, et al, 2014) . Os
subgendtipos B1, B2, C1 e C2 tem maior distribuicdo na China do que os demais
subgenotipos que sdo distribuidos em paises do sudeste asiatico (WANG et al,
2014; POURKARIM, et al, 2014; PARK, 2015). Os genétipos B e C estdo mais

associados com o desenvolvimento do HCC do que os demais. (PARK, 2015).

O Gendtipo D possui uma delecdo de 33 nucleotideos na regido Pré-S1 tendo
somente 3.182 nucleotideos em seu genoma (TONETTO, 2006). O gendtipo D
também € muito difundido mundialmente (POURKARIM, et al, 2014), sendo
predominante na area do Mediterraneo, india, Russia e Estados Unidos (SANTOS et
al, 2014; RAHMAN et al, 2016). Ele também possui subdivisio em nove
subgenodtipos D1 a D9 (WANG et al, 2014; POURKARIM, et al, 2014). Estudo
realizado em Sao Paulo e na Regido Amazonica demostram a presenca do genaotipo
D no Brasil (CASTILHO et al, 2012; DA SILVA CONDE et al, 2013; SANTOS et al,
2014; CRISPIM et al, 2014).

O Genotipo E do VHB é originario da Africa, podendo também ser encontrado
na Coldmbia e Norte da india (WANG et al, 2014; RAHMAN et al, 2016). Possui
sequéncias ayw4 e, além disso, apresenta também uma delecdo de trés
nucleotideos na regido da polimerase (TONETTO, 2006, DE ALMEIDA, 2012).

O gendtipo F, subdividido em quatro subgenétipos (F1 a F4) (POURKARIM, et
al, 2014), sendo caracterizado pela substituicdo da leucina na posi¢éo 45 e treonina
na mesma posicdo, sendo ambas especificas no produto do gene S (TONETTO,
2006; DE ALMEIDA, 2012). Ele é oriundo da Polinésia e Estados Unidos, sendo
encontrado em populagcdes aborigines das Américas e encontrado em diversas
regides do Brasil (WANG et al, 2014; CRISPIM et al, 2014; RAHMAN et al, 2016).

O gendtipo G é encontrado nos Estados Unidos, México, Brasil e Europa
(RAHMAN et al, 2016), mas a distribuicdo nao é totalmente conhecida (DEVESSA,
PUJOL, 2007; DA SILVA CONDE et al, 2013; SANTOS et al, 2014) . Sequéncias do
gendtipo G compartilham duas Unicas substituicbes, ndo encontradas em nenhum

outro gendtipo (TONETTO, 2006), caracterizando uma baixa variabilidade genotipica
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(DEVESSA, PUJOL, 2007). O gene S do HBV/G possui a mais alta similaridade com
o HVA/A (DEVESSA, PUJOL, 2007), porém, quando comparados seu genoma
completo, o HBV/G possui uma grande divergéncia das demais sequéncias dos
outros gendtipos do HBV. Ele possui uma insercdo de 36 nucleotideos no cédon 2
do gene do Core dando a sua sequéncia um total de 3248 nucleotideos (TONETTO,
2006; DE ALMEIDA, 2012).

Todas as sequéncias pertencentes ao genétipo H séo oriundas da Nicaragua,
México, Califérnia e América Central e Sul (WANG et al, 2014; RAHMAN et al,
2016), sendo o HBV/H muito similar ao HBV/F, apesar de n&o circularem na mesma
regido. (TONNETO, 2006; DEVESA, PUJOL, 2007).

Os mais recentes genétipos do HBV sédo os | e J (WANG,2014; SUNBUL,
2014). A variante do VHB, provisoriamente atribuido ao gendétipo | foi detectado no
Vietnd, Laos, Canada e Franca (HUY et al, 2008, RAHMAN et al, 2016 ). O gendtipo
| surge com a combinacédo entre os gendtipos A, C e G. (HUY et al, 2008; OLINGER
et al, 2008 OSIOWY et al, 2010; WANG,2014; ). O gendtipo J foi detectado em uma
ilha no Japado (SUNBUL, 2014; RAHMAN et al, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os genoétipos e subgendtipos do virus da hepatite B entre os
pacientes atendidos no Nucleo de Medicina Tropical - UFPA, na cidade de Belém,

estado do Para.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes atendidos.
e Determinar os perfis soroldgicos entre 0s pacientes.

e Detectar o DNA viral na amostra estudada.

e Determinar os genadtipos circulantes.

e Determinar a proximidade filogenética entre as sequéncias.
e Comparar com sequencias referencias do GenBank.

e Comparar as metodologias de genotipagem (PCR e sequenciamento).
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4. METODOLOGIA

4.1 CASUISTICA

4.1.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo do tipo retrospectivo transversal, com amostras obtidas
por conveniéncia, que foi realizado no Laboratério de Patologia Clinica das Doengas
Tropicais do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para (NMT-
UFPA) no qual foi investigada a frequéncia dos genotipos e subgendtipos do VHB
em pacientes atendidos pelo programa de hepatites virias do NMT-UFPA, no
periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2015.

4.1.2 Local do Estudo

A cidade de Belém, capital do estado do Para, esta localizada ao norte do
estado, é considerada a “Metrépole da Amazénia” por ter a maior concentracdo
populacional do norte brasileiro com uma populagdo de 1.432,844 habitantes.
Apresenta uma extensdo territorial de 1,059,458 km? (-1° 27’20 S - 48° 30’15 O)
(Figura 9) (IBGE, 2015).

O Ndcleo de Medicina Tropical é uma unidade de integracdo da Universidade
Federal do Para destinada ao ensino de pos-graduacao, pesquisa e extensdo na
area de Doencas Tropicais e demais temas de interesse amazobnico. Nesta
Instituicdo é desenvolvido desde 2002 o programa de hepatites, onde doadores de
sangue com sorologia reagente na triagem do hemocentro do estado, séo
encaminhados. O programa visa atendimento ambulatorial e a realizagcdo de exames

laboratoriais para confirmacéo do diagndstico e acompanhamento clinico.
4.1.3 Caracterizacdo da amostra

Possiveis doadores de sangue triados pelo hemocentro do estado com
reatividade em um ou mais marcadores sorologicos para hepatite B (HBsAg, Anti-
HBc total e Anti-HBs) sdo encaminhados ao programa de hepatites virias do NMT-

UFPA para confirmacado do diagndstico soroldgico.

Dentro deste universo amostral, foi analisado a positividade dos marcadores

sorologicos HBsAg e Anti-HBc total nos 1274 pacientes atendidos no NMT-UFPA
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dentro do periodo de Janeiro de 2011 a Dezembro de 2015, sendo identificado um
total de 222 pacientes, de ambos o0s sexos, com sorologia reagente para 0S

marcadores HBsAg e/ou anti-HBc total.

Figura 9. Localizacao geografica do Nucleo de Medicinal Tropical da UFPA.

Nucleo de Medicina Tropical - NMT
Universidade Federal do Para

Av, Generalissimo Deodoro, 92
ABABAW 48.4835°W 4B.483W 48.4825°W 48.482°W 66065240

Legenda: A) Localizagdo do municipio de Belém, capital do Estado do Para, no norte do Brasil. B)
Imagem georeferenciada da localizagdo do NMT-UFPA C) Fotografia ilustrativa do NMT-UFPA com
logradouro.

Fonte: DO AUTOR, 2016.

4.1.4 Aspectos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos
do Nucleo de Medicina Tropical - UFPA com a numeracdo 138.638. (Anexo 1).
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Todos os participantes do estudo receberam esclarecimento verbal sobre a pesquisa
e sua importancia, assinando assim o Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) (Apéndice 1), conforme preconiza a resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude. Somente apdés a assinatura foi aplicado um questionario

epidemiologico (Apéndice 2) e coletada a amostra de sangue.
4.1.5 Riscos e Beneficios

A participacdo no estudo acarretou em riscos minimos ao paciente, referente a
coleta de 10 mL de sangue por puncdo venosa periférica que foi realizada por um
profissional capacitado, seguindo as normas de biosseguranca para a coleta
sanguinea. Como beneficio determinou-se a frequéncia do virus entre os pacientes,
servindo os dados para o planejamento de medidas de intervencdo. O paciente teve
acesso aos laudos de diagnostico, que auxiliaram no encaminhamento para
atendimento médico nos casos com resultados positivos para deteccdo do virus da
hepatite B.

4.1.6 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Para a participacdo neste estudo o voluntario deveria ser maior de idade, ter
sido atendido pelo programa de hepatites virais no Nucleo de Medicina Tropical -
UFPA, apresentar sorologia ndo reagente para o marcador sorologico Anti-HBs,
residir na regido metropolitana de Belém.

Pacientes com algum tipo de deficiéncia mental, co-infectados (VHB/VHC;
VHB/HIV) ou que ja realizaram algum tipo de tratamento para o VHB foram

excluidos desta pesquisa.

4.2 METODOS LABORATORIAIS

4.2.1 Obtencdo da amostra biolégica

A coleta por puncdo venosa foi realizada por um profissional habilitado
seguindo todas as normas de biosseguranca. Foi coletado aproximadamente 10ml
de sangue sem adicdo de anticoagulante para obtencdo do soro. As amostras

sanguineas foram centrifugadas por cinco minutos a 3.000 RPM e o soro recolhido e
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colocado em frasco devidamente identificado, armazenado a temperatura de -80°C

para posterior uso.

Estas amostras foram utilizadas para os testes sorologicos e moleculares dos

pacientes.
4.2.2 Diagnostico sorolégico da hepatite B

O processamento das amostras foi realizado no laboratério de Patologia Clinica
das Doencas Tropicais no Nucleo de Medicina Tropical — UFPA, onde todas foram
submetidas ao teste imunoenzimatico pelo método de ELISA, sendo testados
marcadores especificos para o VHB (HBsAg, anti-HBc total e anti-HBs), utilizando
kits imunoenzimaticos comerciais (Diasorin, Italia), conforme as instru¢cdes de uso

recomendadas pelo fabricante do Kkit.

Para todos os kits utilizados, as placas necessérias para as reacdes foram
retirados da geladeira com antecedéncia de uma hora e deixados a temperatura
ambiente, e os reagentes homogeneizados rapidamente no vortex. A identificacdo
da placa foi feita em uma folha de dados para teste de ELISA. A absorbancia foi
medida por espectrofotometria (Leitora para microplaca TP Reader ThermoPlate)
utilizando o filtro de 450/630nm.

Esses testes possuem carater qualitativo classificando os individuos como
reativos ou ndo reativos. Os procedimentos basicos para a realizacdo dos ensaios
enzimaticos para a detec¢cdo dos marcadores sorologicos a partir do soro dos

individuos estao descritos abaixo.

4.2.2.1 Procedimentos para a determinacdo do antigeno de
superficie HBsAg — Kit ETI-MAK-4 (Diasorin, Italia).

Na placa, foi realizada a distribuicdo das amostras, controles e calibradores em
seus respectivos pocos, e, em seguida, a placa foi incubada em estufa a 37°C
durante 1 hora. Apos foi realizado o ciclo de lavagem (cinco vezes) para retirada do
excesso de antigenos néo ligados. Foi adicionado o conjugado enzimatico e a placa
passou por mais uma incubacdo na estufa por 1 hora a 37°C. Decorrido o tempo
outro ciclo de lavagem (cinco vezes) foi realizado e apo6s a lavagem foi adicionado o

Cromoégeno/Substrato, sendo este aplicado sem a incidéncia direta da luz. A
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incubacéo foi realizada em temperatura ambiente por 30 minutos, e passado o
tempo, foi acrescentada na reacéo a solucdo de paragem para finalizar a mesma e
em seguida feita a leitura por absorbancia. O calculo do valor de corte foi
determinado pela adicdo de 0,030 a absorbancia média do controle negativo. As
amostras com valores de absorbancia acima do valor de corte séo consideradas

reagentes e as com valores abaixo do valor de corte como nao reagentes.

4.2.2.2 Procedimentos para a determinacdo dos anticorpos Anti-
HBc total — Kit ETI-AB-COREK PLUS (Diasorin, Italia).

Primeiramente foi feita a distribuicdo do tampao de incubagdo em todos os
pocos exceto no branco e em seguida a colocacdo das amostras, controles e
calibradores em seus respectivos pocos, seguido da distribuicdo da solucdo de
neutralizacdo nos pocos exceto no branco. A incubacédo da placa foi em camara
Umida a 37°C durante 2 horas. Apds foi realizado o ciclo de lavagem (cinco vezes)
para retirada do excesso de anticorpos nao ligados e adicionado o conjugado
enzimatico diluido. A placa foi incubada em camara Umida por 1 hora a 37°C.
Decorrido o tempo outro ciclo de lavagem (cinco vezes) foi realizado e ap6és foi
adicionado o Cromégeno/Substrato, sendo este aplicado sem a incidéncia direta da
luz. A incubacéo foi realizada em temperatura ambiente por 30 minutos, e ap6s o
tempo estabelecido, foi acrescentada na reacao a solucédo de paragem para finalizar
a mesma e em seguida feita a leitura por absorbancia. Calculo do valor de corte foi
determinado pela multiplicacdo da absorbancia média dos calibradores por 0,300. As
amostras com valores de absorbancia acima do valor de corte s&o consideradas néo

reagentes e as com valores abaixo do valor de corte como reagentes.

4.2.2.3 Procedimentos para a determinacdo dos anticorpos Anti-
HBs — Kit ETI-AUK-3 (Diasorin, Italia)

Foi feita a distribuicdo do tampao de incubacdo em todos 0s pog¢os exceto no
branco e em seguida a colocacdo das amostras, controles e calibradores em seus
respectivos pogos. A incubacao da placa foi em estufa a 37°C durante duas horas.
Passado foi feito a ciclo de lavagem (cinco vezes) para retirada do excesso de
anticorpos nao ligados. Apos foi adicionado o conjugado enzimatico diluido e a placa
passou por mais uma incubacdo por 1 hora a 37°C na estufa. Decorrido o tempo
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outro ciclo de lavagem (cinco vezes) foi realizado e apds foi adicionado o
Cromogeno/Substrato, sendo este aplicado sem a incidéncia direta da luz. A
incubacdo foi realizada em temperatura ambiente por 30 minutos, e passado o
tempo, foi acrescentada na reacdo a solucdo de paragem para finalizar a mesma e
em seguida feita a leitura por absorbéncia. O valor de corte foi determinado pela
média das absorbancias do calibrador 1. As amostras com valores de absorbancia
acima do valor de corte sdo consideradas reagentes e as com valores abaixo do

valor de corte como néo reagentes.
4.2.3 Diagno6stico molecular

Todas as amostras com sorologia reagente para os marcadores HBsAg e Anti-
HBc total foram submetidas ao teste de PCR para deteccdo do DNA viral. Para as
amostras em que foi detectada a presenca do DNA viral foi realizado a genotipagem.
Para caracterizar os subgenoétipos as amostras genotipadas foram submetidas a

reacoes de sequenciamento.
4.2.3.1 Extracao e isolamento do acido nucléico

Para a extracdo do DNA do VHB foi utilizado o kit comercial QlAamp DNA mini
kit (Qiagen, Alemanha). Os procedimentos para as extragcdes foram realizados de
acordo com as recomendacgdes do fabricante (Anexo 2).

4.2.3.2 Reacao em cadeia da polimerase da regido do Core do VHB

para deteccdo do DNA viral

Na realizacdo da PCR para deteccdo do VHB-DNA, amplificando a regido do
Core, foi utilizado 3ul de DNA (30-50ng), na mistura da reacdo onde foram
adicionados 12ul de GoTaq Green (Promega, EUA), 8ul de 4gua ultrapura livre de
DNAse e RNAse, 1ul (10nM) de cada oligonucleotideos iniciadores HBVS e HBVA

(ThermoFisher, Alemanha) (Tabela 2) obtendo um volume final de 25ul de reagéo.

A reacdo foi submetida a um ciclo de desnaturac&o inicial a 94°C por 3 minutos
seguidos de 35 ciclos de amplificacéo (94°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 30 segundos) e um ciclo final de extens&o a 72°C por 3 minutos.

Para a amplificacdo foi utilizado o termociclador Amplitherm Thermalcyclers®.
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Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose a 1,5%, corado com
brometo de etidio (1pg/ml) e submetidos a eletroforese com tampédo TBE 1X, nas
condi¢cBes de 100V, 200A por 60 minutos, com posterior visualizacdo do padrdo de
banda de 447 pares de bases (pb) através do transiluminador com fonte de luz

ultravioleta. (Figura 10).

Tabela 2.0ligonucleotideos utilizados na deteccdo do VHB-DNA para amplificacédo
da regido do Core nos pacientes.

Oligo Posicao Sequéncia 5' — 3' Referéncia
REGIAO C
Garcia et al.,
HBV S 2401- 2381 TCT GCG AGG CGA GGG AGT TCT 1995
HBV A 1955 - 1974 TTG CCTTCTGACTTCTTT CC

Figura 10. Caracterizacédo do padréo de banda para deteccdo do DNA do VHB. Foto
do gel de agarose a 1,5% com a positividade do VHB-DNA.

Legenda: PM: peso molecular de 100pares de bases(pb); CP: controle positivo; CN: Controle

negativo; A: Amostra.

Fonte: DO AUTOR, 2016
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Todas as amostras que apresentaram amplificacdo na regido do Core foram

submetidas a genotipagem do virus pela técnica de multiplex baseado na técnica de

Farazmandfar e colaboradores (2012), utilizando dois conjuntos de oligonucleotideos
(ThermoFisher, Alemanha) denominados SET 1 e SET 2 (Tabela 3).

Tabela 3. Sequencia de oligonucleotideos utilizados para a determinacdo de 8
genatipos do VHB (A-H) utilizando a reacdo em cadeia da polimerase multiplex.

TAMANHO
OLIGO SEQUENCIA S — 3' POSIQAO DO
PRODUTO
SET1
nt 1576-1595
Common2-F CGT GTG CACTTC GCTTCACC _
direto
nt 2059-2081
B2-R ACA GAATAG CTT GCC TTA GTG CC 506pb
reverso
nt 2288-2310
C2-R GCATTT GGT GGT CTG TAA GCG AT 735pb
reverso
nt 1678-1699
F2-R TCG ATC CAG GTC ATT GAC CAT C 124pb
reverso
nt 1908-1929
G2-R AGG CCA TAT GGC AAAGTT GTT C 354pb
reverso
SET2
nt 2457-2481
Common 1-F AGT ATT CCT TGG ACT CAT AAG GTG G diret
ireto
nt 3118-3138
Al-R GGC AGG AGG AGG AAT TGT TGA 682pb
reverso
nt 2948-2970
D1-R AGG TGT CCT TGT TGG ATT GTA A 518pb
reverso
nt 2659-2682
E1-R CTA GGG GCA AAT ATT TCG TAG AGA 232pb
reverso
nt 2869-2887
H1-R GTCCCATGC CCCTTCTCGC 437pb

reverso

Fonte: Farazmandfar et al, 2012 (adaptado).
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Para a preparacéo da solucao de trabalho correspondente a uma amostra para
cada SET (SET 1 e SET 2), foi utilizado 3ul de DNA (30-50ng), na mistura da reacao
onde foram adicionados 12ul de GoTaq Green (Promega, EUA), 8 ul de agua
ultrapura livre de DNAse e RNAse, 1lpuL (10nM) de cada conjunto de
oligonucleotideos (SET1 e SET2), obtendo-se um volume final de 25uL de reacéo.

A reacao foi submetida a um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos
seguidos de 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 1minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C
por 1 minuto) e um ciclo final de extensdo a 72°C por 5 minutos. Para a amplificacdo

foi utilizado o termociclador Amplitherm Thermalcyclers®.

O produto da amplificacao foi aplicado em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio (1ug/ml) e submetidos a eletroforese com tampao TBE 1X, nas
condi¢bes de 100V, 200A por 60 minutos. Os resultados foram visualizados através
do transiluminador com fonte de luz ultravioleta. Cada gendtipo apresenta um
tamanho de fragmento de banda correspondente ao numero de pares de bases

conforme demonstrado na figura 11.

Figura 11. Padrdes de bandas para a genotipagem do VHB com o conjunto de
oligonucleotideos SET 1 e SET 2.

Tipo F Tipo G Tipo B Tipo C Tipo E Tipo H Tipo D Tipo A

Set 2

Set 1

735 bp -
S06bp -
354 bp ---

682 bp...
S§18bp ..
437 bp -~

232 bp -
124 bp---

Fonte: FARAZMANDFAR et al, 2012 (adaptado)

4.2.3.4 Amplificagdo parcial do gene S do virus da hepatite B para

areacao de sequenciamento.

Foram submetidas ao sequenciamento as amostras que apresentaram
positividade na genotipagem do VHB. Para isso foram submetidas a uma Nested-

PCR utilizando dois conjuntos de oligonucleotideos sendo os externos FHBS1
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(Eurofins, Alemanha) e RHBS1 (Eurofins, Alemanha) utilizados na primeira rodada
de amplificacdo e os internos FHBS2 (ThermoFisher, Alemanha) e RHBS2
(ThermoFisher, Alemanha) utilizados na reamplificacdo do produto inicial. Ambos
estdo relacionados na tabela 4. Estes oligonucleotideos selecionados
corresponderam a regifes conservadas entre os diferentes genotipos, rodeando
regidbes heterogéneas entre eles, permitindo a distincdo dos gendtipos do VHB
(SITNIK et al, 2004).

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene S do VHB para a
reacao de sequenciamento. Posicdo dos iniciadores no GenBank: VO0866.

Oligo Posicao Sequéncia §' — 3' Referéncia
REGIAO S

FHBS1 244 a 267 GAGTCTAGACTGGTGGTGGACTTC

RHBS1 668 a 691 AAATKGCACTAGTTAAACT Sitnik et al., 2004

FHBS2 255 a 278 CGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTC

RHBS2 648 a671 GCCARGAGAAACGGRCTGAGGCCC

Fonte: SITNIK et al, 2004.

Para a preparacédo da reacao de trabalho correspondente a uma amostra, 0s
oligonucleotideos FHBS1 e RHBS1, foram utilizados, com 0s seguintes reagentes:
12uL de GoTaq Green (Promega, EUA), 8uL de agua ultrapura livre de DNAse e
RNAse, 1pL (10nM) de cada um dos oligonucleotideos citados e 3uL de DNA (30-
50ng), apresentando um volume final de 25uL de reagéo.

Assim, as amostras foram submetidas a PCR com a mistura da reacdo descrita
acima, sendo submetida a um ciclo de desnaturacéo inicial de 94° por 3 minutos,
seguido de 30 ciclos de amplificacdo (94°C por 20 segundos, 57° C por 20
segundos, 72° C por 20 segundos) e um ciclo final de extens&o a 72°C por 1 minuto.

A solugcdo para a segunda reacdo contou as seguintes quantidades de
regentes: 12uL de GoTaq Green (Promega, EUA), 8uL de agua ultrapura livre de
DNAse e RNAse, 1L (10nM) de cada um dos oligonucleotideos (FHBS2 e RHBS2 -
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10nM) e 3L do produto da primeira amplificacéo, apresentando um volume final de
25uL de reagéao.

As amostras foram submetidas a amplificacdo, sendo submetida a um ciclo de
desnaturacao inicial de 94% por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de amplificacdo
(94°C por 20 segundos, 57° C por 20 segundos, 72° C por 20 segundos) e um ciclo
final de extensdo a 72°C por 1 minuto.

Foi preparado um gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio
(1png/ml) e submetido a eletroforese em tampao TBE 1X nas condi¢cdes de 100V,
200A por 1 hora, com posterior visualizacdo do padrdo de banda através do
transiluminador com fonte de luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos encontrado
foi de 447pares de base na primeira PCR e o tamanho de 417 pares de base na
segunda PCR. As amostras VHB-DNA positivas foram usadas como controle
positivo e agua ultrapura foi usada como controle negativo a fim de excluir reagentes

contaminados (Figura 12).

Figura 12. Foto do gel de agarose a 1,5% mostrando a 1° PCR e 2° PCR para a
amplificacéo parcial do gene S do VHB com as mesmas amostras.

1 PCR 2 PCR

1W00pb CNCP 1 2 3 4 5 CN 1Wpb CNCP 1 2 3 4 5 CN

L—

447pb
i 47pb —

Legenda: 100pb: Peso molecular de 100 pares de base; CN: controle negativo; CP: controle

positivo; 1 — 5: Amostras dos pacientes.

Fonte: DO AUTOR, 2016.



48

4.2.3.5 Purificagcao do gel de agarose

Os produtos de amplificac@o correspondentes foram extraidos a partir do gel de
agarose a 1,5% e purificados utilizando o PureLink® Quick Gel Extraction Kit
(ThermoFisher, Alemanha). A solucéo final de produtos de PCR purificados foi de
20uL. Os procedimentos para as purificagOes foram realizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Anexo 3).

4.2.3.6 Reacdes de sequenciamento

Para caracterizar as estirpes do virus, os produtos de reamplificacédo parcial do
gene S foram submetidos a um ciclo de PCR visando a incorporacdo de
dideoxinucleotideos terminal com kit Big Dye terminator Cycle Sequencing V3, de
acordo com as instrucdes do fabricante em eletroforese capilar no sequenciador ABI
3500 XL (ThermoFisher, CA). As sequéncias foram analisadas em ambas as
direcbes (foward e reverse) usando os oligonucleotideos FHBS2 e RHBS2

(ThermoFisher, Alemanha).

4.2.3.7 Analise das sequéncias

A identificacdo dos gendtipos e subgendtipos sé foi possivel nas sequéncias
cujo o eletroferograma apresentou um nivel de qualidade superior a 80%. A analise
da qualidade do eletroferograma foi realizada pelo programa online
Electropherogram quality analysis (TOGAWA et al, 2006) disponivel em
http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.

Para confirmar os genoétipos virais circulantes, as sequéncias obtidas foram
analisadas pela ferramenta Genotyping disponivel no site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi). Subsequentemente,
as sequéncias foram editadas utilizando o programa GENEIOUS 9.0.5 (Biomatters)
e alinhadas com sequéncias de outros virus isolados disponiveis no banco de dados
do GenBank (Tabela 5), utilizando o programa MEGA verséo 6.06 (TAMURA, 2013).

O modelo de Maxima Verossimilhanca foi utilizado para a constru¢éo da arvore
filogenética. As distancias genéticas foram estimadas utilizando o modelo
Hasegawa-Kishino-Yano (HASEGAWA et al, 1985) e sua significancia estatistica foi

testado pelo método bootstrap (1.000 repeti¢des).


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
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Tabela 5. Sequéncias referéncias dos genotipos e subgenotipos relacionadas com
seus respectivos numero de acesso no GenBank.

Genotipos Numero de Acesso no GenBank

A HM772994; AY344098; AM180623; FJ692600; HQ646069; AM184126;
HQ646098; AY344107

B AB010290; DQ463797

C X75656; AB241109; HQ622095

5 JF754597; GQ205389; AB493846; GU456684; FJ904438; JF815643;
JF815611; JQ246026; HM101101; HQ646076; HM101105

E X75664

F EU366132; JIN792920; DQ899150; X69798; HM101130; HM101096

G AP007264; EF464097

H AB516394

J AB486012

VHB macaco AF046996

FONTE: DO AUTOR, 2016

5. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos através dos questionarios foram inseridos em planilha no

programa Microsoft Excel 2010.

Foi realizada a analise descritiva por meio de tabelas de frequéncia para

variaveis categoricas.

Foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (AYRES, et al, 2012) para a realizacao

dos testes estatisticos Qui-quadrado, Teste G, quando necessario, para verificar

associagcado ou comparar proporgoes.

O nivel significativo adotado para os testes estatisticos foi de 5%.
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6. RESULTADOS

Foram analisados 1274 pacientes atendidos no programa de hepatites virias do
NMT-UFPA. Destes 222 apresentaram positividade nos marcadores soroldgicos
HBsAg e/ou Anti-HBc total.

A tabela abaixo demostra o quantitativo de pacientes ao qual foram solicitados
os marcadores da hepatite B, distribuidos por cada ano do periodo, bem como o

guantitativo por ano dos pacientes com o perfil de inclusdo neste estudo. (Tabela 6).

Tabela 6. Comparacado entre o numero de solicitacdes de exames para hepatite B e
pacientes com o perfil sorolégico para compor o estudo.

ANO EXAMES SOLICITADOS COM PERFIL SOROLOGICO
2011 322 43
2012 306 53
2013 270 48
2014 192 38
2015 184 40
TOTAL 1274 222

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Entre os pacientes que apresentavam o perfil sorolégico de inclusdo nesse
estudo foi observada uma faixa etaria de 18 anos a 71 anos com meédia de idade de
38 anos. Quanto as caracteristicas sécio demogréaficas desses participantes foi
observado que a maioria era do sexo masculino, 64,4% (143/222) paraenses, com
nivel de escolaridade entre nove e doze anos de estudo. Na andlise do estado civil,
54,5% declaram-se casados e 45,5% solteiros. Além das variaveis ja citadas,
também foi analisada a vacinacdo para o VHB, demonstrando que a maioria dos
participantes desse estudo nao havia realizado o esquema de vacinacao para a
hepatite B. A tabela 7 demonstra o perfil sécio demografico dos participantes desse

estudo.
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Tabela 7. Descricdo do perfil s6cio demografico encontrado nos pacientes do
estudo.

VARIAVEIS N(222) % X? p valor

Género
Masculino 143 64,4

17,8 <0,01
Feminino 79 35,6
Estado civil
Casado 121 545

1,6 0,20
Solteiro 101 455

Escolaridade em anos

Nenhum 2 0,9
<9 54 24,3
226,4 <0,01
<12 147 66,3
>12 19 8,5
Declararam imunizagéao
Nao 164 73,8
1 dose 33 14,8
287.8 <0,01
2 doses 12 54
3 doses 13 5,8

Legenda: X? (Qui-quadrado).
Fonte: Do autor, 2016.

Na analise dos fatores de riscos na populacdo estudada foi observada que a
maioria declarou possuir até um parceiro sexual, ndo utilizar o preservativo durante
as relacbes sexuais, ndo possuiam tatuagens, nem piercing e nem realizaram
consumo de drogas ilicitas. Quanto ao compartiihamento de material perfuro
cortante, levou-se em consideragdo o uso de aparelhos ou laminas de barbear e
materiais para procedimentos de manicure, sendo que a maioria declarou realizar o

compartilhamento destes equipamentos. (Tabela 8).
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Tabela 8. Fatores de risco para aquisicdo do VHB encontrados entre os pacientes
atendidos no NMT pelo programa de hepatites virais no periodo de 2011 a 2015.

FATORES DE RISCO N(222) % x?  pvalor
Multiplos parceiros
Oal 120 54,1
2 44 198 44,2 <0,01
+2 58 26,1
Uso de preservativos
Sim 48 21,6
Algumas vezes 70 315 215 <0,01
Nao 104 46,9
Manicure
Sim 124 55,8
2,8 0,09

N&o 98 44,2
Compartilhamento de material perfurocortante
Sim 116 52,3

0,36 0,54
Nao 106 47,7
Tatuagem
Sim 47 21,2

72,6 <0,01
Nao 175 78,8
Piercing
Sim 19 8,5

150,8 <0,01
Nao 203 91,5
Uso de drogas
Sim 4 1,8

2043 <0,01
Nao 218 98,2

Fonte: DO AUTOR,

2016.
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Realizando a analise quanto a naturalidade destes pacientes foi encontrado
que 83% eram do estado do Para, seguido de 8,1% naturais do estado do Maranhao
e 2,75% do estado do Amapa. A tabela 9 demonstra os demais estados de origem

dos pacientes estudados na pesquisa.

Tabela 9. Naturalidades identificadas entre os pacientes atendidos no NMT pelo
programa de hepatites virais no periodo de 2011 a 2015.

ESTADO DE ORIGEM N (%)
Alagoas 1 0,45
Amapa 6 2,75
Amazonas 2 0,9
Bahia 1 0,45
Ceara 4 1,8
Maranh&o 18 8,1
Minas Gerais 1 0,45
Paré 185 83,3
Piaui 1 0,45
Rio de Janeiro 3 1,35
TOTAL 222 100

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Das 222 amostras submetidas aos testes imunoenzimaticos, 24,3% (54/222)
apresentaram HBsA(g reagente e 86,5% (192/222) o Anti-HBc reagente. Analisando o
perfil sorolégico dos pacientes, 12,1% (27/222) apresentaram o perfil soroldgico
sugestivo de fase aguda da hepatite B, enquanto que 74,3% (165/222) apresentaram o
perfil sugestivo de hepatite oculta. A tabela 10 demonstra todos os perfis sorolégicos

encontrados neste estudo.
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Tabela 10. Perfil sorologico encontrado nos pacientes atendidos no NMT-UFPA no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015.

MARCADORES ISOLADOS

Testes Soroldgicos

Marcadores estudados

N (222) %
HBsSAg + 54 24,3
HBsAg HBsAg - 165 74,3
Indeterminado 3 14
Anti-HBc + 192 86,5
Anti-HBc
Anti-HBc - 30 13,5

PERFIL SOROLOGICO

Testes Sorologicos

Marcadores associados

N (222) %
HBsAg +; Anti-HBc + (fase aguda) 27 12,1
HBsAg +; Anti-HBcC — (incubagao) 27 12,1
HBsAg -; Anti-HBc + (sugestivo de HBO) 165 74,3
HBsAg (Ind); Anti-HBc - (convalescéncia) 3 14
HBsAg (Ind); Anti-HBcC + (convalescéncia) 0 0

Legenda: HBsAg + (HBsAg reagente); HBsAg — (HBsAg nado reagente); HBsAg (Ind) (HBsAg
Indeterminado); Anti-HBc + (Anti-HBc reagente); Anti-HBc - (Anti-HBc n&o reagente). HBO (Hepatite B
oculta).

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Nas 222 amostras foi realizado o teste de PCR para a deteccdo do material
genético viral, onde 29,3% (65/222) apresentaram positividade (Figura 13). Das 157
amostras negativas na PCR, foram selecionadas aleatoriamente cinco amostras de
cada ano do periodo (25 amostras no total) e encaminhadas para a reacdo de
sequenciamento a fim de confirmar a negatividade da PCR. Nas amostras negativas

sequenciadas nao foi detectado o material genético do VHB.
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Figura 13. Frequéncia de positividade na PCR das amostras analisadas no estudo.

Frequéncia %
(6}
(@)

PCR + PCR -

Fonte: DO AUTOR, 2016.

Para a comparacdo entre sorologia reagente para o marcador HBsSAg e
positividade para o teste de PCR, foram encontrados 18% (40/222) dos pacientes
com positividade em ambos os testes. Entre as amostras analisadas, 11% (25/222)
apresentaram HBsAg nao reagente com positividade na PCR o que sugere um
qguadro de hepatite oculta. (Figura 14).

Figura 14. Analise do marcador sorolégico HBsAg e do teste de PCR nos pacientes

estudados.
HBsAg +/ PCR+ h 40

HBsAg +/ PCR- i 14

HBsAg -/ PCR+ [ 25

HBsAg -/ PCR- 143

0 50 100 150 200

Legenda: HBsAg + (HBsAg reagente); HBsAg — (HBsAg néo reagente); PCR + (PCR positiva); PCR-
(PCR negativa).
Fonte: DO AUTOR, 2016.
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As amostras que apresentaram positividade na PCR (65/222) foram testadas
para a identificagdo dos diferentes genoétipos do VHB, sendo realizado a
genotipagem por PCR multiplex utilizando oligonucleotideos especificos. Nas
amostras analisadas foi detectado o material genético viral, sendo encontrado

apenas os genotipos A e F (Figura 15).

Figura 15. Genatipos do virus da hepatite B encontrados em pacientes atendidos no
NMT-UFPA na cidade de Belém entre 2011 a 2015.
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Fonte: DO AUTOR, 2016.

A figura 16 demostra a relacdo da frequéncia dos genoétipos do VHB
encontrados na pesquisa e 0s géneros dos pacientes analisados. 70,8% (34/48) do
gendtipo A foi encontrado em pacientes do género masculino, enquanto que o
gendtipo F foi detectado em 64,7% (11/17) destes pacientes. Aplicando analise
estatistica os resultados ndo mostram associacao estatistica significativa (Teste G:
0,21 p: 0,6).

Correlacionando os genotipos encontrados com a naturalidade dos pacientes,
detectou-se que o gendtipo A estava presente em 81,2% dos paraenses. Os demais
estados apresentaram 18,7% de gendtipo A e 23,5% de gendtipo F (Figura 17).
Aplicando analise estatistica (Teste G: 0,17 p: 0,6), os resultados ndo mostram
associacdo estatistica significativa entre o0os genotipos e a naturalidade dos

pacientes.
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Figura 16. Grafico demonstrativo correlacionando os genaétipos encontrados com 0s
géneros dos pacientes atendidos.
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Legenda: A (Genotipo A); F (Gendtipo F).
Fonte: DO AUTOR, 2016

Figura 17. Grafico demonstrativo correlacionando os genétipos encontrados com 0s
naturalidade dos pacientes atendidos.
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Legenda: A (Gendtipo A); F (Gendtipo F).
Fonte: DO AUTOR, 2016.
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Para confirmacao dos gendtipos e a analise dos subgendétipos, as 65 amostras
foram submetidas a reacdo de sequenciamento. Apds a analise da qualidade dos
eletroferogramas (Figura 18), foram obtidos apenas 63 resultados satisfatérios apos
a realizacao da técnica de sequenciamento. As leituras obtidas foram comparadas
com as sequéncias de consenso do VHB obtidas pelo GenBank.

Figura 18. Eletroferograma da sequencia de DNA da regido S do VHB com
qualidade de superior a 80%, referente a uma amostra de paciente do estudo.

160 170 130 190
GICCTGGC I%ICGIIGG.—‘LIGIGICIGCGGCGIIII-‘LIC-‘L

b

Legenda: G (guanina); T (timina); C (citosina); A (adenina)
Fonte: Do AUTOR, 2016.

Comparando as sequencia da regido do gene S do virus da hepatite B obtidas
neste estudo com sequencias desta mesma regido retiradas do GenBank (Figura
19), foi possivel analisar que as amostras positivas encontradas entre os pacientes
atendidos no programa de hepatites virais do NMT-UFPA foram identificadas como
sendo 73% de gendtipo A (46/63), onde 78,3% pertencem ao subgenoétipo A1(36/46)
e 21,7% foram caracterizados como subgenétipo A2 (10/46). O outro gendtipo
encontrado foi o F (17/63), representando 27% das amostras, sendo encontrado
apenas o subgenétipo F2 (17/17). (Figura 20).
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Figura 19. Dendrograma a partir do
sequenciamento da regido do gene S do VHB
entre os pacientes atendidos no NMT-UFPA no
periodo de janeiro de 2011 a dezembro de
2015, utilizando o método de Maxima
Verossimilhanca.
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Figura 20. Andlise da proximidade filogenética entre as sequencias obtidas da regido
do gene S para os gendétipos A e F do VHB entre os pacientes atendidos no NMT-
UFPA no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2015.
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7. DISCUSSAO

Os dados so6cios demograficos desta pesquisa sdo semelhante a outras
realizadas nas regides norte e nordeste, onde foi relatada uma predominancia de
pacientes do sexo masculino com idade entre 30 e 40 anos (DE OLIVEIRA et al,
2011; ALVARADO-MORA et al, 2011; CASTILHO et al, 2012; DE ALMEIDA et al,
2012; DA SILVA CONDE et al, 2013; BARROS et al, 2014; CRISPIM et al, 2014).

Em relacéo a escolaridade, a maioria da populacéo (66,3%) relatou até 12 anos
de estudo. Segundo o IBGE em 2014, 30,1% da populacao brasileira na faixa etéria
de 25 anos ou mais declararam ter de 11 a 14 anos de estudo.

Dos pacientes analisados 5,8% (13/222) declaram ter realizados o esquema
vacinal completo para a hepatite B, que consiste na aplicacdo das trés doses da
vacina. Contudo néo foi detectado nestes pacientes o marcador sorolégico vacinal,
que é caracterizado pela presenca isolada do Anti-HBs. Analisando este fato
percebesse que ocorre uma divergéncia de informacao e isso pode ser explicado
pelo fato de que o paciente possa ter realizado recentemente a vacinacdo e por
tanto ainda ndo houve soroconversdo, ou mesmo 0 paciente relatar no formulario
que realizou sem ter feito a vacinacdo o que caracteriza um viés nesta analise que
ficou comprovado pela ndo deteccdo do marcado Anti-HBs. O cendrio para o
conhecimento epidemiologico da condicdo vacinal dos individuos portadores da
hepatite B encontra-se prejudicado nas investigacdes epidemiolégicas, uma vez, que
nao € obrigatério o fornecimento da carteira de vacinacdo para o preenchimento da
ficha de investigacdo (MARTINS, COSTA, 2015).

O programa nacional de imunizacado introduziu a vacina para o VHB em 1988
no Brasil sobre forma de campanha, iniciando pela Amazonia Legal (BRASIL 2010;
MARTINS, COSTA, 2015). Atualmente encontra-se disponivel nos servi¢cos de saude
publica para faixas etarias especificas, como menores de um ano de idade, criancas
e adultos com menos de 29 anos de idade, bem como para individuos com maior
chance de exposicdo ou em casos de acidente com materiais contaminados
(BRASIL, 2008; BRASIL 2010).

Em relacdo aos fatores de risco foi encontrado no estudo, com uma
significancia estatistica (p <0,01), quando analisado a nado utilizagdo de preservativo

durante as relagBes sexuais (46,9%). A exposicdo ao VHB esta associada a
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comportamentos de risco adquiridos ao longo da vida, tanto relacionados a
transmissdo sexual, como ao uso de drogas ilicitas (MARINHO 2013). Como
referido, a via sexual tem sido apontada como uma das principais formas de
transmissao do VHB (KAO, 2011; MARINHO 2013)

No presente estudo foi detectado um percentual de 24,3% para o HBsSAg entre
0s pacientes analisados. Esta elevacdo no marcador sorolégico deve estar
relacionada com a pré-selecao realizada nestes pacientes, pois a populacdo do
estudo trata-se de pessoas encaminhadas ao NMT-UFPA com suspeita de hepatite
B. Segundo o Ministério da Saude, o Parad em 2010 apresentou 14,1% de casos
confirmados para hepatite B (BRASIL, 2012). Estudo realizado na cidade de Tucurui,
no Para, em uma populacdo ribeirinha detectou 1,95% de reatividade para o
marcador HBsAg (DE ALMEIDA et al, 2012). Em Belém, um estudo analisou
amostras de pacientes encaminhado ao Laboratorio Central do Estado do Para —
LACEN no periodo de 2002 a 2005, sendo detectado 3,6% da presenca do
marcador viral HBsAg nessas amostras (AQUINO et al, 2008). Analisando uma
populacao rural no estado do Amazonas (CASTILHO et al, 2012) e uma comunidade
quilombola no estado do Maranh&o (ALVARADO-MORA et al, 2011) pesquisadores
demonstraram a presenca de reatividade para o HBsAg em 10,2% e 12,5%
respectivamente. No estado do Amazonas Dias e colaboradores (2012) encontraram
na populacdo um total de 16,8% de reatividade para o HBsSAg entre 0s seus

pacientes analisados.

Em 11% (25/222) das amostras que apresentaram HBsSAg nao reagente foi
detectada a presenca do material genético do VHB, o que sugere um quadro de
hepatite oculta. A literatura descreve o significado clinico da hepatite B oculta a
auséncia do marcador HBsAg com presenca do DNA viral (ALBUQUERQUE et al,
2012; MINUK et al, 2012; RASTEGARVAND et al, 2015). Vérias razbes tem sido
propostas para a presenca do DNA do VHB em pacientes HBSAg nao reagentes,
tais como integragcdo do material genético viral no cromossomo do hospedeiro,
variacdes genéticas do VHB que suprimem a expressdo do gene S, existéncia de
uma janela imunologica apoés a infec¢do aguda pelo VHB, entre outros (RAIMONDO
et al, 2008; CANDOTTI et al, 2012; RASTEGARVAND et al, 2015).

A amplificacdo do material genético do viral foi detectada em 29,3% (65/222)

das amostras analisadas entre os pacientes do NMT-UFPA. Pacientes cujo DNA do



63

virus nao foi detectavel pelo método utilizado, provavelmente apresentavam carga
viral abaixo do limite de detec¢do da técnica. Realizando um estudo em pessoas
selecionadas aleatoriamente de uma regido com alta prevaléncia do norte do Brasil,
Castilho e colaboradores (2012) identificou a presenca do DNA do VHB em 65,2%
(15/23) de suas amostras. Estudo realizado em na populacéo do estado de Alagoas
detectou 70,6% (84/119) de suas amostras a presenca do VHB-DNA (ELOY et al,
2013). Dias e colaboradores (2012) em estudo na populacdo da Amazodnia
identificou a presenca do material genético do VHB em 45,3% (39/86) das suas

amostras.

Relacionando a PCR negativa e o marcador HBsAg positivo, este estudo
detectou 6,3% (14/222) desta associacao nas amostras. O VHB apresenta particulas
virais sem a presenca do material genético, sendo denominadas de particulas néo
infecciosas. Sao formadas por envelope lipoprotéico, e pelo antigeno de superficie
do virus da hepatite B (HBsAg), ndo séo infecciosas e estdo presentes em grande
quantidade no soro (TONETTO, 2006; DE ALMEIDA, 2012).

Neste estudo utilizou-se a técnica de PCR multiplex por oligonucleotideos
especificos (FARAZMANDFAR et al, 2012) a fim de detectar de maneira mais rapido
€ menos onerosa 0s genotipos do VHB. A literatura relata como metodologia padrao
ouro para a identificacdo dos genoétipos a amplificacdo e o sequenciamento do
genoma do VHB seguido de analise filogenética (TONETO, 2006, POURKARIM et
al, 2014). Estes métodos ainda apresentam um custo relativamente alto e
consomem um tempo excessivo, além da necessidade de programas altamente

especificos para a andlise e interpretacdo dos algoritmos.

A analise filogenética também pode ser realizada em genes individuais em vez
de o genoma completo (POURKARIM et al, 2014). Neste estudo, foi utilizada uma
técnica que possibilita a amplificacdo e analise de sequéncias da regido “S” do
genoma do VHB a fim de identificar os genétipos e subgendétipos do virus.

Este estudo determinou a frequéncia dos gendétipos e subgendétipos do VHB
nos paciente atendidos no ambulatério de hepatites virais do NMT-UFPA. O
ambulatorio realiza atendimento a pacientes com hepatite B aguda. Os gendtipos
encontrados neste estudo foram similares as demais regibes do Brasil, sendo
encontrados genotipos A seguido de gendtipo F (BECKER et al, 2010; ALVARADO-
MORA et al, 2011; BARROS et al, 2014; SANTOS et al, 2014).
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Em estudo realizado por Da Silva Conde e colaboradores (2013) em pacientes
com hepatite cronica, no estado do Para, foi encontrada uma frequéncia de 95% do
genadtipo A, sendo encontrados os subgendtipos Al (92,1%) e A2(7,9%). Alvarado-
Mora e colaboradores (2011) detectou em uma comunidade quilombola no estado
do Maranhdo o subgendtipo A1l em todas as suas amostras (4/9), justificando ser
este 0 gendtipo prevalente nos afrodescendentes brasileiros. Na mesma regiao
Barros e colaboradores (2014) detectaram 67% de prevaléncia do genoétipo A
(80/119) sendo todos do subgendtipo Al. Neste mesmo estudo ainda foi detectado

uma prevaléncia de 5% do gendtipo F (6/119), sendo todos do subgenadtipo F2.

Até hoje o genotipo A e os subgendtipos Al e A2 sdo 0s mais prevalentes no
Brasil em todas as regides brasileiras, sendo que em alguns estudos o subgendétipos
Al é isoladamente encontrado ou apresenta maior prevaléncia quando comparado
com os demais subgendtipos (MELLO et al., 2007; BERTOLINI et al., 2012; MOURA
et al., 2013; BARROS et al, 2014; SANTOS et al 2014).

A composicdo genética da populacdo da Amazobnia brasileira € heterogénea,
apresentando conjunto de genes europeus (47%), amerindios (41%) e populacdes
africanas (12%) (SANTOS et al, 1995; DA SILVA CONDE et al, 2013). Esta
heterogeneidade pode ter contribuido para o desequilibrio na distribuicdo dos
gendtipos e subgendtipos do VHB. A predominancia relativa de A1 em relacdo A2
nos estudos das regides brasileiras reforca a conclusdo de Campos e colaboradores
(2005) que relata o papel do comercio de escravos africanos entre o século XVI e

XVIII, como uma via para a transferéncia do virus para o continente.

O presente estudo detectou uma frequéncia de 27% (17/63) do genotipo F
entre os pacientes analisados. Outros estudos realizados na regido Norte também
encontraram a presenca do gendétipo F em suas amostras (CASTILHO et al, 2012,
CRISPIM et al, 2014), sendo detectado o subgendtipo F2 (MOURA et al, 2013;
BARROS et al, 2014), o mesmo encontrado com predominancia no presente estudo.
O gendtipo F do VHB é detectado entre a populagdo indigena do continente
americano assim como no Brasil (ALVARADO-MORA et al, 2013; CRISPIM et al,
2014). A regiédo sul e sudeste do Brasil, a prevaléncia do genétipo F é relativamente
baixa quando comparada com os genaotipos A e D (SANTOS et al, 2014).

No Brasil, tendo em vista a diversidade populacional e de prevaléncia da

hepatite B, a identificagdo dos gendtipos circulantes torna-se de grande relevancia,
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pois contribui para o conhecimento da epidemiologia do VHB no pais (MARINHO,
2013). O padréo de distribuicdo de gendtipos do VHB no Brasil pode ser um reflexo
do padrdo migratorio e intensa miscigenacao da populacao brasileira (MOURA et al,
2013; BARROS et al, 2014).
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8. CONCLUSAO

Dos 222 pacientes analisados no NMT-UFPA, na cidade de Belém, estado do

Pard, verificou-se que:

A média de idade entre os paciente foi de 38 anos, com predominancia do sexo
masculino, sendo a maioria dos pacientes naturais do estado do Para.

Alguns fatores de risco foram identificados entre a populacédo estudada, sendo
a nado utilizacdo de preservativo durante as relacdes sexuais 0 mais predominante,
porém esta variavel € justificada quando se analisa que a maioria dos pacientes
declara-se casados e indicando ter de zero a um parceiro sexual durante o periodo

de trés anos.

Foi detectado nas amostras analisadas positividade para o marcador soroldgico
HBsAg e presenca do material genético viral o que indica presenca da circulagédo
viral entre os pacientes atendidos pelo programa de hepatites virais.

Ao se comparar a presenca do DNA viral com a sorologia para o marcador
HBsAg, fica evidenciado um quadro que sugerem a presenca de hepatite oculta

entre os pacientes atendidos.

Entre os pacientes atendidos no NMT-UFPA os genotipos detectados foram o
genatipo A seguido do gendtipo F. Entre os subgendtipos foi demostrado a presenca
do Al, A2 e F2, através dos resultados do sequenciamento e apdés a comparacao

com sequencias do VHB obtidas no GenBank.
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APENDICE

APENDICE 1: Termo de consentimento livre e esclarecido utilizado no estudo.

—
.

| ey~
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><
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
gendtipos do virus da hepatite B em pacientes atendidos no ambulatorio do Nucleo
de Medicina Tropical - UFPA na cidade de Belém, através do programa de hepatites
virais. Com essa finalidade prestamos os 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 diagnéstico e tratamento da doenca.

4- Os exames realizados pela pesquisa sao 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 podera se retirar
dela no momento que desejar, sem qualquer prejuizo pessoal.

8- O material colhido sera usado somente para o diagndstico laboratorial,
sendo que apds o término da pesquisa serdo guardados por um periodo de 2 anos,
para andlises 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 € confidencial, para
desenvolvermos o estudo em questéo.

CONSENTIMENTO

Declaro que li as informagfes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido sobre o conteddo 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 participante
Pesquisador responsavel: MSc. Marcella Kelly Costa de Almeida e Carla de Castro

Sant’ Anna. Fone: 3201-6812. Enderego: Av. Generalissimo Deodoro, 92.
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APENDICE 2 : formuléario epidemioldgico utilizado no estudo.

\
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N° DE CADASTRO

—
B

E
|
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%
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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. Naturalidade:

Data de nascimento / /

Residéncia

atual

Tempo de Residéncia:
Telefones:

Il — ESTILO DE VIDA

Estado Marital: ( )Solteiro ( )Casado ( )Unido estavel

Uso de preservativo: ( )Sempre ( )Algumas vezes ( )Nunca
Uso de alcool: ( )Frequientemente ( )Eventualmente ( )Nunca
Fumo: ( )Frequentemente ( )Eventualmente ( )Nunca

Uso de drogas: ( )Sim ( )Nao Qual?

Injetavel ( ) Seringa compartilhada ( )Sim ( )N&o Inalada ( )Sim ( )Nao

Idade da primeira relacédo sexual N° de parceiros nos ultimos dois anos

Ja teve alguma DST? ( )Sim ( )Né&o
Qual?

Manicure ( )Sim ( )Nao Alicate préprio ( )Sim ( )Nao
Usa piercing ( )Sim ( )N&o Tatuagem ( )Sim ( )Nao
Il — CONDICAO DE SAUDE

Ja realizou exame de endoscopia? ( )Nao ( )Sim  Quando e quantas
vezes?

Transfusdo sanguinea? ( )Nao ( )Sim Quando e quantas vezes?
Transplantes de 6rgdos? ( )Nao ( )Sim Quando e quantas vezes?

Hemodialise ( )Nao ( )Sim Quando e quantas vezes?
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Internacao hospitalar ( )Nao ( )Sim Quando e quantas vezes?
Vacina contraHBVY ( )Nao ( )Sim ( )1°Dose ( )2° Dose ( )3° Dose

Toma algum medicamento controlado? ( )Nao ( )Sim
Qual?

IV- ANTECEDENTES FAMILIARES:
1- Algum familiar ja teve hepatite? ( )Sim ( )Nado ( )Quem e qual?

V- CONDIQOES HABITACIONAIS

Saneamento: ( ) Bom ( ) Razoavel ( )Ruim
Abastecimento de agua: ( )Encanada ( )Poco ( )Rios e lagos
Fossa: ( )Sanitaria ( )Fossa Negra

NUmero de pessoasnacasa: _  Adultos () Criancas ()
Numero de comodos da casa:

VI — CONDICOES SOCIO-ECONOMICAS

GRAU DE INSTRUCAO:

Analfabeto/Semianalfabeto Ens médio completo (1 a 3)
Fund. completo (1 a 4) Ens Médio 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
PROFISSAO:
SALARIO FAMILIAR:
( ) <que l1lminimo ()1 minimo ( ) 2
minimos
( )3 a5 minimos ( )5 al10 minimos ( )>quel0
minimos

Responsavel pela colheita:

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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ANEXO

ANEXO 1: Formulario de autorizacdo do comité de ética em pesquisa do NMT-
UFPA.

NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ B
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

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

Instituicao Proponente:

DADOS DO PARECER

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

Apresentacao do Projeto:

A Hepatite B € um problema de saude publica de importdncia mundial. Aproximadamente 350 milhdes de
pessoas sao portadores crénicos e um terco da populagao mundial tem estado em contato com este virus.
Portadores crénicos sao expostos ac desenvelvimento de complicacoes decorrentes da hepatite B,
resultando em cirrose hepatocelular carcinoma falha, o figado ou morte (HADDAD et al, 2010). Estudos
epidemiolégicos mostram que a hepatite B & responsavel por 2 milhdes de mortes por ano em todo o mundo
e no Brasil, o

Ministério da Saude estima que pelo menos, 15% da populacao ja tenham sido contaminados pelo virus da
hepatite B, e os casos crénicos correspondem a cerca de 5% - 10% da

populagao brasileira. (BECKER et al, 2010). Historicamente, o diagndstico de hepatite HBV concentra-se em
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 gendtipes & seus subtipos
(BECKER et al, 2010). Estudos de distribuicao de gendtipos do HBV tem sido largamente realizado entre
pacientes com hepatite B cronica. Esses estudos tem associado a infeccaoe por gendtipos especificos com
resultados de hepatite crénicas pelo virus B, como a progressao para cirrose hepatica efou cancer, e com
resposta a terapia antiviral (TESHALE et al, 2011). A prevaléncia da infeccao tem grandes variacoes
geograficas, sendo de 3% na América do sul, e no Brasil, a distribuicao € heterogénea sendo considerada
na regido amazénica, uma alta prevaléncia (FIGUEIREDO et.al, 2008; DENY & ZOULIM, 2010). Apesar

deste fato, os estudos

Endereco: Av. Generalissimo Deodoro, 92

Bairro: Umarizal CEP: #6.055-240

UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (91)3201-8857 E-mail: cepbel@ufpa.br
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identiticando

guais os gendtipos & seus subtipos circulando entre a populagao no Pard sdo inexistentes. Apresentando
uma diversidade viral complexa, o HBV apresenta diterentes gendtipos e subgendtipos. Inicialmente, quatro
gendtipos (A-D), do HBV, toram identiticados comparando-se 18 seqiéncias de genomas complatos,
baseados em diferencas =8% (intergenotipica) e 4% (intragenotipicas). Em seguida, outros quatro gendtipos
foram

identificados (E-H). Atualmente, o HBY & dividido em oito gendtipos (A B, C, D, E, F, G, H) que estao
associados com diferentes mutacées nas regides dos genes pré-core e promotor core basal (KIDD et al,
2002; TONETTO, 2008; SUNG et al, 2008: YAN et al, 2008). Além disso, os gendtipos sao subdivididos em
subgendtipos, cuja nomenclatura utiliza ndmeros (1, 2, 3, etc). Estudos recentes sugerem gus os gendtipos
possam influir na gravidade da doenga e na resposta ao tratamento (LOK e McMAHON, 2007; McMAHOM,
2009). Mo Brasil os

gendtipos A, D e F 540 mais prevalentes, porém a caso reportados dos gendtipos B, C, E e G. (SITNIK et al,
2010).No Brasil, o Ministério da sadde criou, em 5 de tevergiro de 2002, o programa Macional para
prevencao & o controle das hepatites virais, com o intuide de contribuir para o aprimoramento de agées de
salde relacionadas as hepatites virais (FERREIRA e SILVEIRA, 2004).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar quais os gendtipos & seus subtipos presentes na populacdo de Belém, estado do Para.

Objetivo Secundario:

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

Determinar a prevaléncia dos gendtipos e subtipos encontrados na populagao.

Determinar a prevaléncia dos casos de hepatite B oculta. ldentificar os tatores de risco a qual a populagao
estd exposta.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

& participacdo nesse estudo trard riscos minimos ao paciente, referente a coleta de 10 mL de sangue por
puncdo venosa periférica que sera realizada por um profissional capacitado, sequindo as normas de
biosseguranga para a coleta sanguinea.

Beneticios:

Como beneficio sera conhecida a frequéncia da doenca na populagao que auxiliard no

Endereco: Aw. Gereralissima Decdoro, 92

Bairro: marizal CEP: BB0S5-240

UF: P& Municipio: BELEM

Telefone: (91)3201 5857 E-mail: cepbel@ufpa.br
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planejamento de medidas de intervencdo. O paciente terd acesso a0s laudos de diagndstico, que auxiliardo
no encaminhamentopara atendimento médico dos casos com resukados postivos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto sera realizado no Laboraténio de Patologia Clinica das Doencas Tropicais no Nucleo de Medicina
Tropical da UFPA onde serdo leitos testes atraveés 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 anakisadas para o marcador HBeAg.

Para a analise de todos os marcadores serd utiizados kit comercial @ as instrugoes de uso serd as indicadas
pelo tabricante.

Todas as amostras reagentes para HBsAg e HBeAg serdo testadas por biologia molecular.

Para analise de dados serdo empregados testes estatisticos adequados para detectar ou ndo a diferenca
entre

as proporcoes de amostra entre 0s grupos objeto. Os dados obtidos atraves dos questiondrios serdo
inserdos

em planitha no soltware Microsoht Excel 2010 e posteriormente transportados para o Programa BioEstat 5.0,
sendo realizada uma avaliagcso descritiva e analitica uthzando os testes adequados para a andlise. A
signilicAncia estatistica serd aceita ao nivel de 95%.

O questionano a ser utlizado estd de acordo, assim como as referéncias bibkograficas.

Consideragoes sobre 0s Termos de apresentacao obrigatoria:
O TCLE esta de acordo com as normas, apresentando nguagem acessivel. A folha de rosto se apresenta

assinada e o cronograma esta adequado.
Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendencias e Lista de Inadequacoes:
Todas as pendéncias foram atenchdas

Sltuagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finals a critério do CEP:

BELEM. 05 de Novemixo de 2012

Assinador por:
Hellen Thais Fuzii
(Coordenador)
Endereco:  Av. Genw alissino Deodoro, 92
Bairro: Umarizal CEP: 86055240

UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201 5857 E-mail  cepbebluipo b
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ANEXO 2: Protocolo de extracao utilizado no estudo.

Universidade Federal do Paré - Nucleo de Medicina Tropical

Laboratério de Patologia Clinica das Doencas Tropicais - LPCTD
PROTOCOLO DE EXTRACAO DE ACIDO NUCLEICO VIRAL

Kit: QiAamp DNA Blood Mini Kit

PREPARACAO DOS REAGENTES
« Preparacdo da Protease

1 Adicionar 5,5ml solvente de Protease (protease resuspension buffer). Misture
cuidadosamente para evitar formacao de bolha e até a completa dissolucdo da protease.

OBS: Estocar a solugdo a -20°C. Fazer aliquotas para o armazenamento.
Validade: 2meses
% Tampao AWL1:

Adicionar 130ml de etanol (96-100%) no tampdo AW1 concentrado. Anotar no
frasco que o etanol j4 foi adicionado e armazenar em temperatura ambiente. A
solucéo é estavel por 1 ano.

Tampao AW?2:

Adicionar 160ml de etanol (96-100%) no tampdo AW?2 concentrado. Anotar no

X3

%

frasco que o etanol j4 foi adicionado e armazenar em temperatura ambiente. A
solucéo é estavel por 1 ano.
PROTOCOLO DE PURIFICAQAO DO ACIDO NUCLEICO VIRAL

Ligar o banho-maria a 56°C. Identificar os tubos de microcentrifuga (1,5ml) e pipetar 20 ul da
Protease em cada tubo. Adicionar 200ul da amostra (plasma ou soro). Pipetar 200ul tampéao
AL em cada tubo. Fazer um pulso no vortex por 15 segundos. Incubar a 56°C por 10
minutos em um termobloco. Centrifugar rapidamente o tubo para remover particulas
dispersas. Adicionar 200ul de etanol (96-100%) na amostra e homogeneizar no vortex por
15 segundos. Centrifugar rapidamente o tubo para remover particulas dispersas. ldentificar
devidamente as colunas. Cuidadosamente transferir todo o lisado para as colunas sem
molhar a borda. Centrifugar a 8.000 RPM por 1 min. Descartar a parte de baixo (eluido) e
ficar s6 com a COLUNA para encaixar em ouro tubo coletor. 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 coletor). Lavar com 500ul de tampéo de lavagem AW?2 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 tampédo AE ou &gua destilada.
Incubar em temperatura ambiente (15° a 25°) por 5 minutos. Centrifugar a 8.000 RPM por 1

min. Descartar a coluna e guardar o tubo (congelar).
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ANEXO 3: Protocolo de purificacdo do gel de agarose 2% utilizado no estudo.

Universidade Federal do Paré - Nucleo de Medicina Tropical

Laboratério de Patologia Clinica das Doencas Tropicais - LPCTD
PROTOCOLO DE PURIFICACAO DO GEL DE AGAROSE

PREPARACAQO DAS FATIAS DO GEL

Pesar todos os tubos eppendorf vazio e anotar o valor. Apds cortar a area do gel
contendo o fragmento de DNA desejado usando uma lamina ou bisturi limpos, minimizado a
guantidade de agarose em torno do fragmento de DNA. Pesar a fatia do gel contendo o
fragmento de DNA. Em seguida coloque emum tubo de microcentrifuga de 1,5ml.

OBS: A fatia ndo devera pesar mais do que 400mg por tubo. Se a fatia tiver um peso
superior a 400mg , deve-se cortar o gel em fatias menores, de modo que ndo execeda

400mg. Coloque a sobra do gel em um eppendorf separado.

DISSOLVENDO O GEL — Para géis de agarose <2%

Adicione nos tubos contendo a fatia do gel 1,2ml de tampé&o de solubilizagédo (L3) e
coloque o tubo no banho maria ou termobloco a 50°C durante 10minutos. Inverter a méo a
cada 3 minutos para misturar e assegurar a dissolucdo do gel. Depois do gel dissolvido,

incubar o tubo por mais 5 minutos.

PURIFICACAO DO DNA

Preparar o tampéao de lavagem (W1) adicionando64ml de etanol 96-100% no tampéao
de lavagem. Marque no rotulo do tampéao para indicar que foi adicionado o etanol. Armazene

o tampao de lavagem (W1) em temperatura ambiente.

Identificar as colunas. Pipetar o DNA dissolvido para o centro das colunas previamente
identificadas. Centrifugar a 12.000 RPM durante 1 minuto. Descarte o tubo e coloque a
coluna em um novo tubo. Adicionar 500ml do tampédo de lavagem (W1) na coluna.
Centrifugar a 12.000 RPM durante 1 minuto. Descarte o tubo e coloque a coluna em um
novo tubo. Centrifugar novamente a 12.000 RPM durante la 2 minutos para remover
gualquer residuo de tampéao e etanol. Descarte o tubo e coloque a coluna em um novo tubo.
Adicionar 50ul do tampéao de eluicdo (E5) no centro da coluna. Incubar durante 1 minuto a
temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000 RPM durante 1 minuto. Os tubos contem o DNA

Purificado. Descarta a coluna.

ARMAZENAMENTO DO DNA PURIFICADO

Armazenar o DNA purificado a 4°C para utilizagéo imediata ou aliquotar e armazenar

a -20°C para estocagem por longo prazo. Evitar descongelamentos repetitivos.



