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RESUMO

O virus da hepatite B (VHB) é um patdgeno de distribuicdo universal que
produz no homem tanto a infec¢do aguda quanto a crénica. De acordo com a Organizagdo
Mundia da Saide (OMS), aproximadamente 30% da populacdo do planeta, ou cerca de dois
bilhGes de pessoas no mundo, estéo infectadas pelo VHB. Destas, mais de 350 milhdes
tornaram-se portadoras cronicas. A andlise molecular do genoma VHB tém permitido a
identificacdo de diferentes gendtipos bem como das principais mutagdes presentes em seu
genoma. O presente estudo teve como principais objetivos sequenciar os genes S e C do
genoma do VHB isolados de diferentes amostras obtidas de individuos naturais do Estado do
Amazonas e andlisar a freqiéncia de mutagBes nesses genes relacionando-as a evolugéo da
doenca. Foram analisadas um total de 80 amostras de plasma de individuos positivos para o
VHB. Destas, 60 foram procedentes de Manaus e 20 da zona urbana do municipio de Labrea,
AM. A amplificagdo dos genes S e C por PCR mostrou que das 80 amostras analisadas, 68
(85%) foram DNA-VHB positivas. A andise filogenética identificou os trés grupos
genotipicos A, D e F. O gendtipo A foi predominante em 40/51 (78,4%), seguido dos
gendtipos F 7/51 (13,7%) e D 2/51 (3,9%) além de duas sequéncias ndo determinadas. O
gendtipo A foi mais fregliente nas amostras obtidas de individuos naturais da cidade de
Manaus engquanto que o genttipo F predominou nas amostras de individuos procedentes do
interior do Estado do Amazonas. Quanto as mutagdes observou uma baixa freqiéncia de

mutactes relacionadas ao desenvolvimento da doencga tanto no gene S quanto no C.

Palavras chave: virus da hepatite B; gendtipos; mutagdes, gene S; gene C; Amazonas.




ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) is an agent of universal distribution which produces
in humanity both the gaud and chronic infection. According to the World health organization
(WHO) approximately 30% of world population, or about 2 billion of the people, are infected
by the HBV. Of these, more than 350, million have become chronic patients. The molecular
analysis of the genome HBV has allowed the identification of different genotypes as well as
the main mutations which are present in its genome. The present study had as objective to
make the sequence of S and C of HBV isolated from different samples born in the Amazon
State and to analyze the frequency of mutations in these genes related with the disease
evolution. Samples of 80 patients positive for the HBV were obdied. From these, 60 were
born on Manaus and 20 on the urban zone of Labrea city, AM.. The amplification of the S
gene and C gene by PCR showed that from 80 samples that were anayzed, 68 (85%) were
DNA-HBV positive. The filogenetic analyze identified 3 genotypic groups A, D and F. The
prevalent genotype was the A type 40/51 (78,4%), followed by F genotype, (7%) and D 2/51
(3,9%) as walles two undetermined sequences. The A genotype was the most frequent in the
samples obtained of people who were born in Manaus, while the F genotype was prevalent in
the samples of people from the interior of the Amazon State. Considering the mutations, a
very low frequency of mutations related with the development of the disease both in the S and

C gene was observed.

Keywords: hepatitis B virus, genotypes; mutation; S gene; C gene; Amazonas
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INTRODUCAO

O virus da hepatite B (VHB) é responsavel por uma das doencas infecciosas mais
comum no mundo, a hepatite B. De acordo com a Organizacdo Mundia de Salde (OMS)
aproximadamente dois bilhdes de pessoas do globo estdo infectadas pelo VHB, sendo que
cerca de 400 milhdes tornaram-se portadoras cronicas. E responsavel ainda por um a dois
milhdes de mortes e cerca de 50 milhdes de novos casos a cada ano (WHO, 2006). O VHB
pode ser encontrado em varios tipos de liquidos biolégicos humanos, sendo transmitido,
sobretudo por via parenteral, oral, genital ou perinatal (HIRSCHMAN, 1986).

A hepatite B pode manifestar-se desde a forma anictérica até a forma aguda
crénica e fulminante. Porém, mais de 90% dos portadores de hepatite aguda restabel ecem-se
totalmente e de 6 a 10% tornam-se portadores cronicos (MORADPOUR & WANDS, 1995).
Os portadores crénicos apresentam alto de risco de desenvolver cirrose ou hepatocarcinoma e
congtituem um reservatorio de individuos infectados que perpetuam a infeccdo de geracdo a
geracdo (McMAHON, 2005).

Apesar de comumente o VHB manifestar-se na forma sintomatica evidente, como
pele amarela e urina escura, existe também a forma assintomatica que, por ndo manifestar
sintomas, geramente é diagnosticada tardiamente quando o figado ja esta comprometido
dificultando a recuperacdo do paciente. A evolucdo da forma crbnica para carcinoma
hepatocelular primério e cirrose hepética é especialmente observada em locais de dta
prevaléncia pedo VHB (BRECHOT et a., 1980; BEASLEY et a., 1981; TORRES &
MACHADO, 1994; KAO et a., 2000a). Um dos principais fatores que contribuem para o
agravamento da epidemiologia do VHB ¢é a sua capacidade complexa e dindmica de sofrer

mutagdo genética em sua historia natural (McMAHON, 2005).
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Na década de oitenta 0 estado do Amazonas, com exce¢do de algumas sub-
regifes, foi caracterizado como uma regido de maior ocorréncia de hepatite pelo virus B e
suas sequielas, no mundo, sendo os vales dos rios Jurug, Purus e Médio Solimdes as regifes de
alta endemicidade pelo VHB no estado (BENSABATH et al., 1987b; FONSECA, 1988).

Atuamente, enfrentar esse importante problema de salide publica que constitui o
VHB no Amazonas continua sendo um grande desafio. As condigdes do nosso estado em
relacéo as dificuldades socioecondmicas, deficiéncia dos servigos de salide publica, sobretudo
no interior, a demora na incorporacéo de tecnologia avancada para diagnéstico e tratamento
dessa enfermidade, sGo elementos importantes que devem ser considerados na avaliacdo do
processo epidémico da hepatite B no Amazonas. Além disso, a distancia e a dificuldade de
comunicagdo entre os municipios do interior e a capital do estado dificultam o controle e o
registro do nimero efetivo de pessoas infectadas pelo VHB no estado do Amazonas por parte
da Fundacdo de Vigilancia Sanitaria do Estado (FVS) de forma que grande parte das
informagdes existente baseia-se apenas nos poucos aspectos soroepidemiol égicos da doenca
realizados principal mente na década de oitenta.

A grande importancia da hepatite B ndo se limita a0 enorme nimero de pessoas
infectadas; estende-se também as complicacbes das formas agudas e crénicas. O virus
causador da hepatite B determina uma ampla variedade de apresentacfes clinicas, que varia
desde um portador assintomético, hepatite aguda, crénica até cirrose e carcinoma
hepatocelular. Considerando que as consegiéncias da infeccdo sdo diversas, apenas 0
diagnostico soroldgico, nos dias atuais, sera incompleto, pois para 0 acompanhamento
terapéutico torna-se cada vez mais importante conhecer o aspecto molecular do virus, como
por exemplo, a presenca de mutacfes que possam of erecer resisténcia terapéutica bem como o
tipo de gendtipo responsavel pela infecgdo, pois estudos comprovam que a agressividade ou

ndo da doencga esta intimamente relacionada ao tipo de gendtipo infectante.
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Deste modo, a endemicidade aliada a caréncia de conhecimentos, particularmente

sobre a bhiologia molecular do VHB no Estado do Amazonas, bem como a necessidade
crescente do uso de técnicas laboratoriais cada vez mais sensiveis para o diagnostico precoce
dainfeccdo e identificacéo das cepas de VHB que circulam na regido, motivaram a realizacéo
deste estudo. O sequienciamento do gene S e do gene C, a identificagdo das principais
mutacOes desses genes e a classificagdo genotipica das diferentes cepas de VHB que circulam
no Amazonas permitira um melhor entendimento dos principais aspectos da evolucdo da
infeccdo pelo VHB beneficiando diretamente os portadores deste virus, pois a partir deste
estudo sera possivel uma interpretacdo mais concreta da infeccdo e conseglente
direcionamento do tratamento melhorando as condi¢des de vida da populacdo infectada.

Diante do exposto, este estudo teve os seguintes objetivos:

Objetivo geral:

+ Seguenciar e analisar sequéncias dos genes S e C do virus da hepatite B e
identificar genotipicamente os diferentes VHB isolados de individuos naturais do Estado do
Amazonas.

Obj etivos especificos:

+ Sequenciar 0 gene S e o gene C obtidos de diferentes amostras de individuos

infectados pelo VHB;

+ Caracterizar por andlise filogenética as diferentes cepas de VHB isoladas de
pacientes naturais do Estado do Amazonas frente a outras sequéncias de VHB
depositadas no GenBank;

+ Caracterizar as principais mutagdes do gene S e do gene C e relacion&-las ao

gendtipo obtido.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura gendmica do virusda hepatite B

O virus da hepatite B (VHB) pertence a familia dos Hepadnaviridae (virus de
DNA hepatotropico) género Orthohepadnavirus (MASON et al., 2005; SCHAFER, 2007). A
particula viral infecciosa, ou particula de Dane, constitui o virion VHB completo com 42 nm
de didmetro (DANE et a., 1970). O virion é formado por uma estrutura interna o
nucleocapsideo ou core onde encontra-se 0s antigenos HBcAg, HBeAg, HBX, uma molécula
de DNA parciadmente duplicada e a enzima DNA-polimerase (HOOFNAGLE et al., 1981).
Esse nucleocasideo é envolvido por um envelope de glicoproteinas e lipideos onde € expresso
o0 antigeno de superficie HBsAg (LEE, 1997).

Além da particula de Dane, dois outros tipos de particulas virais ndo infecciosas
podem ser encontradas na circulacdo. Algumas de pequeno diametro (20 nm) e outras com
formas tubulares, constituidas exclusivamente pelo antigeno de superficie (CARNEIRO de
MOURA, 1997).

O genoma do VHB consiste de uma estrutura densa e complexa com quatro genes
envolvidos em seu sistema regulatério (S, C, P e X). Formado por uma molécula de DNA
circular parcialmente dupla hélice com aproximadamente 3200 pares de bases (pb), uma cadeia
curta ou S (+) segmentada de tamanho variado, e uma fita longa L (-) (Figura 1) (AREIAS,
1996; CARNERO de MOURA, 1997). A cadeia mais longa é completa, tendo cerca de 3000 a
3200 nuclectideos. A cadeia menor é incompleta e seu tamanho varia entre 50 a 70% da
cadeia longa. A molécula adota uma configuragdo circular devido a sobreposicdo das duas
cadeias complementares. Proximo a esta regido existem duas sequiéncias repetidas de 11 bases
(DR1 e DR2, direct repeats) que sdo importantes para a replicagdo do genoma VHB
(CARNEIRO de MOURA, 1997; TIOLLAIS et a., 1985; GANEM, 1996; MILLER et 4d.,

1989). A cadela L (-) é formada por quatro regides abertas de leitura (ORFS), representadas
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pelos genes codificantes S, C, P e X. Esses genes sdo responsaveis por codificar as proteinas

estruturais e ndo estruturais, cada um possui pelo menos uma regido sobreposta a outro gene

(TIOLLAIS et al., 1985; GANEM, 1996; MILLER et al., 1989).

Figura 1. Representagdo esquemética da estrutura molecular do genoma VVHB.
Fonte: VHB mapa.gif-6

O gene S é formado pela regido pré-S1 (envolvida no reconhecimento do VHB
pelos receptores do hepatécito), pré-S2 e S que codificam as seguintes glicoproteinas do
envelope vira: pequena (S), média (M) e grande (L), respectivamente. A regido S € formada
por 226 aminoécidos e codifica a proteina S que funciona como antigeno de superficie
(HBsAQ), a regido M codifica a proteina pré-S2, é formada pelo seguimento S e 55
aminoacidos adicionais e a regido L codifica a proteina pré-S1, € formada pelas regides S,
pré-S2 e mais 108 aminoacidos formando assm o gene S completo com cerca de 390
aminoéacidos ou 1200 pb (ROBINSON, 1995; GRANATO, 1998).

O gene C codifica os antigenos do nucleocapsideo viral, sendo formado por dois
codons distintos C e pré-C (Core e pré-core), ambos na mesma fase de leitura aberta,
permitindo a codificagdo de duas proteinas HBCAg e HBeAg, estruturalmente relacionadas,

mas com fungdes distintas. |munologicamente, estas proteinas funcionam como antigenos do
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nucleocapsideo e sdo responsaveis pela indugdo e producdo dos anticorpos anti-HBc e anti-
HBe por ocasido de infecgdo natural do VHB (ROSSELLA et al., 1996; GRANATO, 1998).
Em relacdo ao gene S, o gene C possui uma alta freqiiéncia de variagBes nuclectidicas e uma
baixa heterogeneidade nos aminoécidos. A regido pré-C geralmente € mais variavel do que a
regido C (LAUDER et al., 1993).

O gene P se sobrepde a porcdo final do gene C, ao gene S completo e a porgdo
inicial do gene X (MILLER & ROBINSON, 1986). A cadeia codificadora da polimerase
compreende cerca de 75% da extensdo do genoma e produz uma proteina multifuncional
formada por uma proteina termina, uma regid de ligagdo, uma regido da DNA
polimerase/transcriptase reversa e uma regido correspondente a ribonuclease H (CARNEIRO
de MOURA, 1997). Assim, a polimerase viral também funciona como uma transcriptase
reversa (para a sintese da cadeia negativa do DNA a partir do RNA genémico). A polimerase
do VHB apresenta semelhanga com enzimas de transcricdo reversa dos retrovirus, como o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), sendo explorada para o desenvolvimento de
f&rmacos, como alamivudina, que inibe a atividade desta enzima (FELDMAN et al., 1998). A
DNA-polimerase possui 90.000 kD, sendo responsavel pela replicacdo do DNA-VHB na
célulahospedeira.

O gene X codifica um polipetideo de 154 aminoé&cidos, cuja verdadeira funcdo
ndo esta completamente elucidada. Este gene codifica o antigeno X (HBxAQ), que segundo
experimentos in vitro parece agir como ativador da transcricdo, tendo uma funcéo essencia na
replicacdo e na hepatocarcinogénese produzida pelo VHB (COLGROVE et al., 1989).

O VHB pode codificar cerca de 50% mais proteinas do que o esperado do seu
genoma (GANEM e VARMUS, 1987). Em termos de evolucéo, o VHB apresenta duas

tendéncias opostas, pois enquanto o sistema de replicacdo via transcriptase reversa permite
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uma relativa elevacdo da taxa de mutagdes, seu genoma por ser extremamente compacto
previne a ocorréncia de maior variabilidade genética (VYAS e YEN, 1999).

A estrutura gendmica do VHB também € importante para sua manutencdo no
meio, pois resiste até sete dias ou mais em superficie seca, como superficie de imobiliario ou
pavimentos. Permanece estavel em temperaturas proximas de 30° C por pelo menos seis
meses e a—20°C por até 15 anos. Mantém a capacidade infectante ap0s a exposicdo a éter e a
acido (pH 2,4 por 6 horas) e ao calor de 98°C por 1 minuto e 60° C por 10 minutos. O soro
infectado perde o seu poder de infectividade quando sujeito ao calor seco a 160°C por 1 hora
ou autoclave a 121°C por 20 minutos. Em plasma humano seco, o VHB é inativado a
temperatura ambiente por 10 minutos, apds 0 uso de hipoclorito de sédio (500mg/L), acido
isopropil a 70%, glutaraldeido a 0,125% associado a fenol 0,44 glutaraldeido 2% em pH 8,6 e

iodo (75 mg/L) (HOLLINGER, 1996).

2.2 Replicagdo

O ciclo de replicacéo do VHB (Figura 2) pode ser dividido didaticamente em sete
fases: (1) iniciando com aligagcdo ou ataque do virion ao hepatdcito; (2) a penetragdo do virus
na célula hospedeira por endocitose; (3) subseqgiiente transporte do virus para o nucleo celular,
onde ocorre a liberagdo do genoma viral; (4) transcricdo e traducdo das proteinas dos genes
virais; (5) replicagdo do genoma viral; (6) formagdo dos novos virions e, (7) liberacdo desses
virions para o meio extracelular (KANN & GERLICH, 2005). Uma vez dentro do hepatdcito,
0 virus perde o seu envelope vira e o genoma do VHB € liberado no citoplasma da célula,
sendo transportado para dentro do ndcleo, onde inicia a sintese da cadeia positiva
(incompleta) do DNA. No nucleo o genoma vira € convertido numa cadeia fechada de DNA

com ligagdes covalentes superespiralada (cccDNA) pela DNA polimerase virica (GANEM &
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SCHNEIDER, 2001; PUGH e BASSENDINE, 1990; NASSAL, 1996). O cccDNA € o molde
que origina 0 RNA mensageiro para sintese das proteinas do virion e o RNA pré-gendmico
para a sintese do genoma vira. O RNA pré-gendmico € transportado para o citoplasma,
incorporado no nucleocapsideo e convertido a cadeia negativa do DNA pela transcriptase

reversa.

Figura2 — Ciclo replicativo do VHB

A partir da sintese das proteinas do core no citoplasma do hepatdcito, o RNA pré-
genémico e a DNA-polimerase sd0 seletivamente encapsulados por essas proteinas ficando
restritos ao nucleocapsideo. Inicia-se entdo no citoplasma a transcricdo reversa do RNA,
sendo sintetizada a fita longa do DNA vira (5'—3') que servir4 de molde para que a DNA
polimerase proceda a sintese da cadeia curta de DNA viral. O pré-genoma que deu origem a

cadeia longa é destruido (L+) (NASSAL, 1996; WEI et a., 1996). Posteriormente, as
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progénies virais adquirem o envoltério, a partir das membranas intracelulares (reticulo
endoplasmético e o complexo de Golgi), quando entdo os virions podem retornar ao nucleo
celular para continuar o processo de replicagdo gendmica ou podem ser secretados (PUGH e

BASSENDINE, 1990; HUOVILA et a., 1992).

2.3 Genotipos e subtiposdo VHB

Le Bouvier (1971) estudou os determinantes antigénicos localizados na regido que
expressa 0 antigeno de superficie HBsAg do gene S, baseado na heterogeneidade imunol égica
desse antigeno, definiu o primeiro método de classificagéo das cepas de VHB por subtipagem.
O determinante “a” € comum em todas as cepas, e 0s pares dy e w/r sdo encontrados
habitualmente. A partir desse estudo, quatro subtipos principais foram definidos adw, adr,
ayw e ayr e nove adicionais aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg+ e adrq’
(OKAMOTO et al., 1987; COUROUCE-PAUTY et a., 1983; BANCROFT et a., 1997).

A classificagdo genética das cepas de VHB, usando a seqiiéncia de nucleotideos
do genoma completo foi reaizada primeiramente por Okamoto e colaboradores em 1988.
Essa classificagdo baseou-se em uma taxa de divergéncia de nucleotideos de cercade 8 a 10%
do genoma compl eto entre as cepas analisadas. Essa andlise permitiu a identificacdo de quatro
grupos genomicos. A, B, C e D. Posteriormente, Norder e colaboradores mediante o
sequenciamento apenas do gene S, identificaram dois novos gendtipos, E e F (NORDER, et
a., 1992). O gendtipo F é o mais divergente de todos e mais freqliente na América do Sul
(BLITZ et al., 1998).

STUYVER et a (2000) descreveram o genétipo G em soro de pacientes franceses
e americanos com infecgdo cronica pelo VHB e ARAUZ-RUIZ et a (2002) relataram um

oitavo gendtipo do VHB, o gendtipo H, isolado em cepas virais oriundas da Nicarégua,
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México e California. O gendtipo H difere do F apenas em duas substitui¢fes, valina na
posicdo 44 e prolina na posicao 45. A técnica de sequenciamento do genoma completo e
posterior andlise filogenética identificaram um ramo separado junto ao ramo das sequiéncias
do gendtipo F, mostrando certa similaridade do novo genétipo com o gendtipo F. Na regido
do gene da polimerase, as trés cepas do gendtipo H identificadas apresentaram uma regido
Unica de 16 aminoacidos bem conservada, ausente em cepas do genétipo F.

A genotipagem baseada no seqiienciamento apenas do gene S tem se mostrado
equivalente a realizadas com o genoma completo (ARAUZ-RUIZ et d., 2002; CHU e LOK,
2002). Os estudos baseados no seqlienciamento parcial do genoma VHB também tém sido
usados ndo sO para esclarecer questdes de epidemiologia ou mecanismos béasicos da evolugdo
do virus, mas também no diagnéstico molecular, correlacionando a evolugdo molecular do
virus com a evolucdo clinica da doenca. Dentre esses estudos, destacam-se Lauder et al
(1993); Karasawa et a (1995); Stuyver et a (2000); Grandjacques et a (2000); Kikuchi et a
(2000); Weinberger et al (2000); Bowyer e Sim (2000); Ojima et a (2001) e Dumpis et a
(2001).

Estes estudos mostraram que determinadas mutagbes sdo responsaveis pelo
agravamento da doenca. Kikuchi et a (2000), por exemplo, estudaram amostras de pacientes
japoneses que apresentavam o marcador sorolégico HBeAg-negativo e encontraram
associacao estatisticamente significativa entre esses pacientes e a presenca do genétipo B, o
gendtipo A foi encontrado em cinco de oito pacientes com HBeAg positivo e o genétipo C
esteve presente em 11 de 13 pacientes com carcinoma hepatocelular.

Outros estudos tém correlacionado o nivel de agressividade genotipica a resposta
a0 tratamento e evolugdo da doenca. Pacientes portadores do gendtipo C, por exemplo,
comparados aos portadores do genétipo B, apresentam evolugdo hepatica mais severa e maior

proporcdo dos niveis de DNA vira no soro. Apresentam também maior freqiéncia de
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mutacBes no sitio promotor central que por sua vez esta relacionada a uma baixa taxa de
soroconversdo espontanea do HBeAg para anti-HBe e baixa resposta a terapia antiviral (KAO
et a., 2004; HU et al., 2004; YUEN, 2004).

Além dos enfoques acima, Norder e colaboradores (2004) utilizaram seqliéncias
nucleotidicas do VHB em estudo de diversidade genética e distribuicdo geografica dos
subgendtipos do VHB a fim de tragar um elo entre a histéria evolucionaria do VHB e a
migragdo humana. Foram utilizadas 234 sequiéncias do genoma completo e 631 seqiiéncias do
gene de superficie do VHB. Os genttipos B, D e C foram subdivididos em quatro
subgendtipos e os gendtipos A e F em dois subgendtipos Al, A2 e F1, F2, respectivamente.
Segundo essa nova classificagdo, o gendtipo A2 € mais fregliente na Europa enquanto que o
A1l prevalece na América Central e Africa O gendtipo F1 é mais freqiiente na América
Central e 0 F2 na América do Sul e Polinésia. Em 2005 Kato e colaboradores também
confirmaram essa subclassificagdo do gendtipo F nos subgendtipo F1 e F2 (KATO et a.,
2005). Em uma das ultimas abordagem sobre taxonomia do VHB acredita-se que existam
cerca de pelo menos 24 subgendtipos identificados e que outros ainda podem ser descritos
(SCHAFER, 2007).

No Brasil, os estudos de genotipagem do VHB tém mostrado a presenca dos
gendtipos A, D e F, respectivamente, como mais frequentes (MORAES et a., 1996;
CARRILHO et da., 2004; De CASTRO et a., 2001; TELES et al., 20002; SOUZA et 4d.,
2003; ARAUJO et d., 2004; SITNIK et a., 2004; RIBEIRO et al., 2006; FERREIRA et al.,
2006).

Os estudos realizados em amostras procedentes da regido Amazoénica brasileira,
também mostram os genétipos A, D e F como mais fregiientes (MORAES et a., 1999;
CONDE et al., 2004; VIANA et al., 2005). Bertolini et a (2000) analisaram amostras

proveniente de quatro comunidades indigenas da regido Amazbnica, sendo trés delas
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fechadas, isto € ndo mantinham contato com outras populacbes e uma com alto grau de
aculturacdo. Nessas populacbes, 0o gendtipo F predominou nas trés comunidades fechadas
enguanto que na comunidade que mantinha contato com outras popul agcbes houve predominio
de 100% do gendtipo A. Oliveira (2001) analisando um total de 44 amostras de pacientes nos
estagios de portadores de hepatite crénica, portadores de hepatite aguda e portadores
assintomaticos procedentes de varios estados da regido Amazonica brasileira identificou trés
grupos genotipicos A, D e C sendo o gendtipo A o mais fregiente. Observou ainda que as
sequéncias de VHB obtidas de pacientes portadores de hepatite aguda apresentavam maior
diversidade genética do que as seqliéncias obtidas de pacientes portadores de hepatite cronica.
Crispim et a (2006) analisando amostras de candidatos a doadores de sangue no Hemocentro

de Manaus também identificaram os genétipos A, D e F, sendo o gendtipo A predominante.

2.4 Epidemiologia do virus da hepatite B no mundo

Conforme anteriormente descrito, a infeccdo pelo virus da hepatite B € um
problema global de salde publica, dados epidemiol dgicos da Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) demonstram que aproximadamente um terco ou cerca de dois bilhdes de pessoas
possuem evidéncias sorologicas de infecgdo pelo VHB no mundo. Desses, cerca de 350 a 400
milhdes sdo de portadores cronicos (OM S, 2005; Center for Disease Control-CDC, 2005).

A OMS didaticamente divide as regides do globo de acordo com a prevaléncia de
infeccdo pelo VHB em trés categorias geogréficas diferentes (Figura 3): areas de baixa
prevaléncia (<2%) de pessoas cronicamente infectadas, endemicidade intermediaria (2 a 8%)
e areas de ata prevaléncia (>8%). Nas regifes de baixa prevaéncia (Europa Ocidental,
Austrdlia, Nova Zelandia e parte da América do Norte e do Sul), o risco de infeccdo durante a

vida é 20%. Dentro dessas areas a infecgcdo pelo VHB geralmente restringe-se a certos grupos
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populacionais, tais como, transfundidos, renais crénicos, usuarios de drogas injetaveis e

profissionais de salide (CARRILHO & SILVA, 1995).

Prevaléncia de VHEB
B =8% -Alta

O 2-7 % - Intermedidria
B <2% - Baixa

Adaptado do COC

Figura 3 - Distribui¢&o geografica de infec¢ao cronicapelo VHB
FONTE: Centersfor Disease Control and Prevention.

As é&reas de endemicidade intermediaria incluem regifes do Mediterraneo, Sul e
Leste da Europa, Oriente Médio, india e parte da América do Sul. As maiores taxas de
infeccdo estdo entre as criancas mais velhas, adolescentes e adultos jovens. Areas como o Sul
do Sahara, Asia, ilhas do Sul do Pacifico, Oeste do Alasca, Arquipélagos do Canada e da
Groelandia éreas do Mediterraneo, india e América do Sul sio consideradas de ata
prevaléncia pelo VHB. Nessas regifes o risco de infeccdo pelo VHB é maior que 60%, sendo
gue a maioria das pessoas € infectada no nascimento ou precocemente na infancia. As
criangas apresentam também, maior risco de adquirir infecgdo cronica antes dos cinco anos de
idade. A taxa de portadores cronicos nessas regides varia entre 8% e 25% (PARANA &

ALMEIDA, 2005).
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Na América Latina ha uma grande variabilidade na soroprevaléncia do virus da
hepatite B. Regides de elevada endemicidade sGo encontradas na Bacia Amazonica, norte da
América Latina, em contraste com &reas de baixa prevaléncia encontradas na regido sudeste
(PARANA & ALMEIDA, 2005). Na América do Sul, a grande maioria dos casos de infecgio
ocorre entre populagdes indigenas (NAKANO et a., 2001).

Estudos epidemiol 6gicos realizados em diferentes partes do mundo acreditam que
os diversos aspectos populacionais podem estar envolvidos na distribui¢cdo mundia do virus
da hepatite B (KANE et a., 1995; TAVERES-NETO et a., 2004). A América Latinatalvez,
por apresentar regides de baixos indices de desenvolvimento socioecondémicos, exibe um
nimero elevado de casos de hepatite B (De PAULA et al., 2001). O intenso fluxo migratorio
das populagbes rurais para os grandes centros urbanos, a escassez de recursos assistenciais e a
prética sexua de risco favorecem a disseminagdo do virus na regido. A colonizagdo destas
regifes por diferentes povos, com um patrimdnio sorolégico diverso, também pode ser um
fator importante (LEON et al., 1999; PARANA & ALMEIDA, 2005).

Entre 1996 e 1997 foi conduzido um estudo soroepidemiolégico em seis paises da
Ameérica Latina: Argentina, Brasil, Chile, Republica Dominicana, México e Venezuela. Esse
estudo incluiu 1.200 participantes com anticorpo, para o core do virus da hepatite B (anti-
HBc) positivo e idade entre 1 e 40 anos. A Republica Dominicana apresentou a maior
soroprevaléncia do anticorpo (21,4%), seguida pelo Brasil (7,9%), Venezuela (3,2%),
Argentina (2,1%), México (1,4%) e Chile (0,6%) (SILVEIRA et a., 1999). Ndo houve
diferenca na soroprevaléncia entre o sexo masculino ou feminino, exceto no Brasil, que
predominou o sexo masculino e na Republica Dominicana, que predominou o sexo feminino.
O Brasil foi 0 Unico pais que apresentou associagcdo entre elevada prevaéncia do virus e o

baixo nivel socioeconémico da populagéo.
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2.4.1 Epidemiologia do virus da hepatite B no Brasil

No Brasil a Fundagdo Naciona de Salude (FNS) considera a hepatite B uma
doenca endémica com taxa de mortalidade de 0,6 por 100.000 habitantes (FNS/SINAN,
2003). Acredita-se que essa grande incidéncia do VHB no pais provavelmente estegja
associada as condicdes sociais, econdmicas, educacionais e a deficiéncia do sistema de salde
publica do pais. O fato de no Brasil ndo ser obrigatério a notificagdo dos novos casos de
hepatite B a Vigilancia Sanit&ria de cada Estado e a ocorréncia fregliente de casos
assintométicos dificulta os levantamentos epidemiol gicos e conseqlientemente, o controle da
doenca.

No Brasil, a prevaéncia da infeccdo pelo VHB é um problema de saide publica
Algumas &reas da regido Amazobnica, do Estado do Espirito Santo e o oeste do Estado de
Santa Catarina, por exemplo, sd0 consideradas areas de elevada endemicidade, com
prevaléncia superior a 7%. As regifes nordeste e centro-oeste apresentam média
endemicidade com prevaléncia entre 2% e 7% as demais regifes sdo de baixa endemicidade,
com prevaénciainferior a 2% (Boletim Informativo Eurotrials, 2003).

Um outro aspecto interessante € com relacdo a faixa etéria dos portadores do
VHB. Em um estudo de soroprevaléncia do anticorpo contra o antigeno do nucleocapsideo
vira (anti-HBc) realizado nas quatro regides do pais mostrou que na regido Norte a taxa de
portadores crénicos é de 21,4% contra 7, 6, 5,5 e 1,2% das regifes Sul, Sudeste e Nordeste,
respectivamente. A infeccdo pelo VHB no Brasil pode ser encontrada em criancas desde um
ano de idade (3,1%) ocorrendo um aumento quase que triplicado da taxa de infeccdo de
adolescentes para adultos jovens (CLEMENS et al., 2000). Portanto, embora a partir de 2001

0 MS tenha e estendido a vacinagdo até os 19 anos em todo pais, com excecéo de 2005 que
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foram registrados 9.523 casos, de 2001 a 2004 o nimero de pessoas infectadas foi crescente
(7.111, 8.805, 12.204 e 13.441) casos, respectivamente.

Um dos grandes problemas que o MS e a FNS enfrentam para notificagdo dos
casos, € a grande extensdo territoria, dificuldade de transporte e o grande nimero de
portadores assintomaticos, principamente nas localidades mais distantes, como na Amazonia,
onde os casos dificilmente sdo notificados oficialmente, dificultando o controle da infecgdo na

regido.

2.4.2 Epidemiologia do virus da hepatite B no Estado do Amazonas

A regido Ocidental do Estado do Amazonas tradicionalmente é caracterizada
como a regido de maior endemicidade de infec¢do pelo VHB. Estudos realizados no final da
década de 80, com 215 criancgas de 0 a 14 anos HBsAg positivo da zona urbana do municipio
de Labrea detectaram a prevaléncia do marcador HBsAg em 15,3% das amostras. Nas cidades
de Carauari, Ipixuna e Itamarati de 251 amostras de soro analisadas a prevaléncia do antigeno
HBsAg foi de 6, 0, 17,3 e 38,4%, respectivamente. Somente em Carauari, de 240 (95,6 %)
amostras positivas para o0 VHB, 15 (6,0%) foram positivas para o antigeno HBSAg e 225
(89,6%) positivas para 0 marcador anti-HBs (FONSECA, 1989; MENDES, 1989). Na ocasido
esses nimeros superavam indices observados em paises como Nigéria, Soméalia e paises do
Sudeste da Asia e Oriente Médio, locais hiperendémicos de infeccio cronica pelo VHB
(FONSECA, 1989). Segundo Mendes (1989) apesar da infeccdo em criangas ser freqlente, a
populacdo adulta, principa mente do sexo masculino, era a que mais se destacava.

Atualmente, embora os indices de infeccdo pelo VHB tenham diminuido, a
situacdo ainda é preocupante. Em um estudo realizado em 2001 no municipio de Labrea, por

exemplo, de um total de 605 amostras analisadas, a prevaléncia do antigeno que indica
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infecéo recente pelo VHB (HBsAQ) variou de 2,1 a 5,1%, enquanto que do anticorpo que
indicainfeccéo passada (anti-HBc total) foi 49,9% (BRAGA, 2001).

Oliveira (2001) em um trabalho pioneiro de diagnéstico molecular do VHB no
Estado do Amazonas detectou a presenca de DNA-VHB em 88,4% de um tota de 69
amostras HBsA(Q positivos e em 100% de um total de 9 amostras HBSAg negativo e anti-HBc
total positivo. O gendtipo A predominou em 41 das 44 amostras genotipadas. Estes resultados
demonstram que o potencial infectante do VHB entre a populacéo estudada é muito ato, pois
mesmo ha presenca do anti-HBc total o virus ainda permanece com DNA positivo, isto €,
ainda é considerado potencialmente infectante. Além disso, conforme acima descrito, no
Amazonas, tem-se a agravante de ocorrer co-infeccdo do VHB com o VHD e superinfeccéo
do VHD, em portadores assintomaticos ou em portadores de hepatite cronica, podendo
desenvolver quadro de hepatite fulminante principalmente nos locais de maior incidéncia de
infecco pelo VHB (HBsAg positivo), (RIZZETTO, 1983a; SMEDILE et al., 19823).

No Estado do Amazonas em 2001, o MS/FNS registrou um total de 56 casos de
infeccdo pelo VHB contra 134 registrados no Estado de Rondénia (Estado da regido norte
com maior nimero de ocorréncia). Em 2002, no periodo de Julho a Setembro o boletim
epidemiol dgico fornecido pela Secretaria de Salde do Estado-SUSAM/Fundagéo de Medicina
Tropical - FMT-AM registrou um total de 61 casos de hepatite B no Amazonas. Desses, 41
foram de hepatite cronica e 20 de hepatite aguda, 0 acumulado do ano foi 100 casos de
infeccdo pelo VHB (59 cronicos e 41 de hepatite aguda) (Boletim Epidemioldgico
SUSAM/FMT-AM, 2003).

Em 2003, o acumulado anual fornecido pela SUSAM/FMT-AM foi 114 casos de
infeccdo aguda e crénica pelo VHB, destacando-se a mesma entre as dez principais causas de

internacdo hospitalar no estado (Boletim epidemiol6gico SUSAM/FMT-AM, 2003).
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2.5 Diagn6stico soroldgico do virus da hepatite B

Tradicionamente a infecgdo pelo VHB é realizada pela pesquisam sorolégica dos

antigenos e anticorpos presentes durante a infeccdo e que aparecem e desaparecem de acordo

com a fase evolutiva da doenca. Esses antigenos e anticorpos séo geramente relacionados a

elevagdo ou decréscimo dos niveis de aanina amino transferase (ALT) e aspartato de

aminotransferase (AST).

No Quadro abaixo esta um resumo do conjunto de antigenos e

anticorpos do VHB gue constituem o sistema de marcadores sorol 6gicos da infecgao.

HBsAg

Antigeno de superficie

Usuamente é detectado dois a trés meses ap0s o contato
com 0 virus, permanece por cerca de trés meses no soro
(SHERLOCK & DOOLEY, 1993 (HOOFNAGLE et a.,
1987).

HBCAg

Antigeno do
nucleocapsideo

E detectavel no soro de portadores de hepatite aguda ou
crénica com replicacdo, representa um marcador
epidemiologico da infeccdo (ROBINSON &
LUTWICK, 1976).

HBeAg

Antigeno e

E um antigeno circulante sintetizado pelo
nucleocapsideo viral. E liberado durante a fase de
replicagdo ativa ou aguda, simultaneamente ou poucos
dias depois da presenca do HBsAg (GRANATO, 1998),
pode permanecer reativo em portadores cronicos com
elevadareplicacdo viral (THOMAS, 1995).

Anti-HBs

Anticorpo contra o
HBsAgQ

E o anticorpo protetor, aparece apds 0 desaparecimento
do HBsA, persistindo por muitos anos apos a cura,
sendo necessarios titulos superiores a 10 UI/L
(SHERLOCK & DOOLEY, 1993).

Anti-HBo

Anticorpo contra o
HBCcAg

E expresso em todo individuo que teve contato prévio
com 0 virus, sendo necess&ria a quantificacdo e a
determinacdo da classe IgM que aparece na fase aguda
ou 1gG gque permanece apds a cura (ROBINSON &
LUTWICK, 1976; GRANATO, 1998; LAVARINI et
al., 1993; HOLLINGER, 1996).

Anti-HBe

Anticorpo contrao
HBeAg

E detectado na fase de infecc@o aguda no momento ou
imediatamente depois que 0 HBeAg torna-se negativo,
persistindo por aproximadamente 1 a 2 anos apds a
resolucdo da doenca (ROBINSON, 1990).

Quadro 1- Sistema de antigenos e anticorpos marcadores sorol ogicos de infec¢do pelo VHB.
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25.1 Diagnostico molecular do virus da hepatite B

Encontrar uma forma de deteccéo precisa e segura do VHB no soro humano tem
sido a meta de virologistas do mundo inteiro. As técnicas imunolégicas ou soroldgicas sdo
importantes no diagnostico dessa doenca, entretanto, cada vez mais, a biologia molecular tem
contribuido significativamente com as analises imunol égicas e soroldgicas tradicionais.

A aplicagdo das técnicas de biologia molecular no estudo do VHB, possibilita
tanto a manipulacdo dos genes quanto a analise detalhada da composicdo quimica dos écidos
nucléicos e aminoacidos (DNA/RNA). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), por
combinar ata especificidade e sensibilidade, tornou-se atualmente, a principa técnica de
diagndstico e investigagdo molecular do VHB no soro humano. A partir da amplificacéo in
vitro do &cido nucléico vira é possivel realizar estudos de clonagem, quantificacdo da carga
vira, genotipagem por oligonucleotideos especificos ou seglienciamento, verificar mutagdes
no genoma e fazer estudos de expressdo génica. Na prética, a deteccdo do DNA-VHB
(marcador viral de replicacdo e infectividade) no soro é usada para avaliar a viremia no
individuo infectado, portadores crénicos e para monitorar a eficacia terapéutica, uma vez que
permite a deteccdo do virus nas diferentes formas evolutivas da doenca mediante a
guantificacdo da cargaviral.

O desenvolvimento de kit’s comerciais de diagnéstico molecular do VHB tem
difundido a utilizacdo da PCR nos laboratérios de diagnéstico de rotina ou de pesquisa.
Baseados nesta técnica, uma variedade de testes qualitativos e quantitativos do DNA VHB,
estdo disponiveis comercialmente e sdo usados para determinar a presenca da infecgdo ou para
avaiar aresposta ao tratamento (PARASKEVIS et a., 2002).

Para fins de tratamento, considera-se que a PCR (quantitativa) sgja 0 método mais

adequado para avaliar a replicagdo viral no sangue. Valores acima de 100.000 cOpias/mL sdo
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indicativos de replicagdo, enquanto que individuos com valores abaixo desse sdo portadores

inativos (http://www.hepcentro.com.br/exames htm).

Uma das grandes vantagens da utilizagcdo da PCR no diagnéstico do VHB € que a
mesma ndo necessita do cultivo do virus. Assim, dependendo do alvo a ser investigado ou da
estratégia adotada, € possivel a partir da andlise de um segmento especifico do genoma viral,
investigar determinado fato. Pesquisadores como Hoofinagle e Schafer (1996), Chu e Lok
(2002), Kirschberg et a (2004), dentre outros, utilizaram a PCR no diagnéstico das infecctes
agudas, na avaliagdo de pacientes com hepatite B cronica com replicagdo vira HBsSAg e
HBeA(g positivo, no acompanhamento de pacientes pos-transplante hepético; na monitoracao
da eficécia do tratamento antiviral, na expresséo de células com proteinas recombinantes do
antigeno de superficie em diferentes niveis e em teste de identificacdo genotipica, incluido
testes por multiplex-PCR.

Conforme descrito acima a PCR apresenta diversas variagbes que foram
desenvolvidas para atender as necessidades especificas. Uma delas € a nested-PCR, que em
testes realizados apresentou sensibilidade aé no minimo 300 cdpias vira por mL
(LARGURA et a., 2000). Considerada uma técnica com alto nivel de deteccéo, a nested-PCR
utiliza duas etapas de amplificacdo consecutivas, onde o produto da primeira amplificacéo €
submetido a uma segunda amplificagdo com um par de iniciadores localizados internamente a
seqliéncia de nucleotideos do fragmento amplificado. Essa maior sensibilidade do processo
tornou-se possivel devido ao aumento total do nimero de ciclos e especificidade, garantido
pelo reconhecimento de um ndimero maior de bases da seqiiéncia alvo. A PCR permite ainda
utilizar a variagdo semi nested-PCR onde somente um iniciador interno é adicionado
formando par com um dos iniciadores externos que permanece nareagdo para amplificacéo do

fragmento de interesse. Kato et al (2001) utilizaram esse método para determinar a presenca

do gendtipo G em soro de portadores do VHB nos Estados Unidos e na Franga, a


http://www.hepcentro.com.br/exames.htm
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sensibilidade avaliada a partir de 10 diluicdes seria foi de 10 copias/mL. Utilizando este
mesmo método, Oliveira (2001) também conseguiu amplificar e genctipar diferentes VHBs
presentes em amostras de pacientes infectados pelo VHB naturais da Amazonia brasileira, em
diferentes fases de evolucdo da doenca. Portanto, de acordo com os estudos acima citados, a
PCR parece ser uma técnica que pela sua alta sensibilidade e especificidade € 0 método mais
seguro para se identificar e avaliar a presenca do VHB nos diferentes estagios de replicacéo
viral e curso da doenca.

Na tentativa de tornar esse processo cada vez mais rgpido e seguro, empresas de
diagnéstico tém investido no desenvolvimento de kits comerciais para a quantificacdo da
carga viral do VHB, um dos mais conhecidos € o Amplicor HBV Monitor Test (ROCHE),
desenvolvido a partir da técnica da PCR detectava o DNA do VHB ao nivel de 10 a 100
copiasmL (LOK et al., 2001). Esse kit, porém, foi retirado do mercado por néo ter sido
aprovado nos Estados Unidos, o motivo é que ele ndo apresentava 0 mesmo padrdo para 0s
diferentes gendtipos do VHB. Sabe-se hoje que a detecgdo do DNA-VHB por PCR é mais
eficiente em amostras de pacientes portadores de hepatite crénica e portadores assintométicos

(Conferéncia de Consenso sobre hepatite B e C, 2003).

2.6 Mutagbesno gene S

As primeiras suspeitas de mutaces no gene S foram levantadas apés a realizacdo do
programa de imunizacéo contra o VHB na Itdlia onde vérias criancas foram infectadas pelo
VHB, mesmo tendo sido vacinadas. Analise molecular das sequéncias nucleotidicas do gene S
de amostras de VHB obtidas dessas criangas, mostraram que as mesmas haviam sido
infectadas por um VHB mutante. O VHB mutante ocorre durante a replicagéo vira, pois

nessa fase pode ocorrer mudanga na segquéncia de bases dos &cidos nucléicos levando a
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mudancas no aminoacido da proteina HBsAg. Muitas dessas mutages sdo de ocorréncia
natura (KARTHIGESU, et a., 1994) outras tém sido freqlientemente descritas em individuos
apoOs tratamento com anticorpo monoclonal, em particular apds transplante hepético
(CARMAN, et al., 1999), durante a infec¢do cronica ou cirrose (WALLACE e CARMAN,
1997) e mais raramente em portadores assintomaticos antigeno HBeAg positivos (TSUBOTA
et al., 1998).

A mutacdo do gene S consiste em uma ateracdo na seguéncia de aminoacidos na
regido S do genoma VHB causando consegiientemente, alteracdo do determinante antigénico
a, 0 principal alvo antigénico para resposta vacinal. O virus com essa ateragdo escapa do
sistema imune e ndo é reconhecido pelos anticorpos anti-HBs. A primeira mutagdo desse tipo
descrita foi & substituicdo de um residuo de glicina por arginina, na posicao 145 do gene S
(YAMAMOTO €t d., 1994; CARMAN et al., 1996). A Figura 4 mostra a estrutura molecular
da proteina HBsAg descrita por Chen et al (1996) comparando o sitio do determinante a de
um VHB selvagem (sem a mutagdo glicina/argininag) e de um VHB mutante, isto € com a

subtitui¢cdo de uma glicina por uma arginina na posi¢éo 145.

VHB selvagem (HBsAg normal)

VHB mutante com a
substituicdo glining/arginina na

Figura 4- Modelo molecular do HBsAg mostrando o sitio do determinante a quando uma arginina é substituida
por uma glicina na posi¢do do aminoécido 145.
Fonte: Adaptada de CHEN, et al., 1996.
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Além da mutagéo acima, outras mutagdes associadas a falha na vacinagdo também
podem ocorrer tais como: isoleucina/valina, na posi¢cao 110; treonina/asparagina, na posi¢éo
126; glutamina/histidina, na posi¢éo 129; metionina/leucina, na posi¢do 113; lisina/glutamato,
na posicdo 141; prolina/serina, posicdo 142; aspartato/alaning, posicdo 144 e cisteinalarginina
na posicéo 149 (CARMAN et a., 1996 e 1998; WALLACE e CARMAN, 1997). A
substituicdo de uma treonina por uma serina na posi¢ao 140 pode levar tanto a infeccdo em
individuos previamente vacinados (ZUCKERMAN & ZUCKERMAN, 1999), como afaltade
deteccdo do HBsA(Q por alguns ensaios comerciais (CARMAN et al., 1995).

Outra mutagdo que também pode ocorrer € uma pequena delegdo na regido pré-S
(posicéo 2847 a 2863), incluindo o cddon de iniciacdo da proteina de superficie S (KAJIVA et
al., 2002). Segundo Bruss e Ganem (1991) mutantes com esse tipo de delecdo sdo
provavelmente incapazes de efetuar a replicacdo, uma que vez as duas proteinas sd0

necessarias paraformagao do virion.

2.6.1 Mutacbes naregido C/pré-C

CARMAN et a (1993) analisando seguéncias nucleotidicas de VHB obtidas de
pacientes com hepatite B crénica anti-HBe positivos e ata replicagdo viral verificaram que
estes eram VHB mutante, cujo cddon 28 correspondente ao sitio de iniciacdo do HBcAg na
posicdo 1896, havia mudado para um sina de terminacdo de sintese protéica (stop cddon)
com substituicdo de uma glicina por uma aanina. Como isso, a sintese protéica da proteina
pré-C (pré-core) terminava antes do sitio de iniciagdo da seqiiéncia do antigeno central (core),
de tal forma que o antigeno central tinha sua sintese anormal (LANFORD et al., 1998).

Mutantes pré-C foram descritos tanto em pacientes com hepatite fulminante e

hepatite crénica, como também em portadores assintomaticos sem evidéncia de doenca
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hepatica. Portanto, a presenca de mutacdo pré-C ndo € pré-requisito ou responsavel pela
evolugdo mais agressiva dainfecgdo. Parece que o grau de severidade que as diferentes cepas
de VHB podem apresentar é fortemente influenciado por outras mudangas tais como,
mutagdes na regid C ou uma combinagdo de outras mutagbes. Mas, independente da
estrutura molecular na regido pré-C, a resposta imune do hospedeiro parece ser 0 maior
processo que determina a evolucdo da doenca (BLUM, 1997).

As mutacbes mais freqlentes da regido central envolvem substituicoes de dois
nucleotideos, A-T naposi¢cdo 1762 e G-A na posi¢ao 1764. Em alguns pacientes, as alteracdes
A-T ndo foram associadas as mutagdes da posi¢an1896 da regido pré-C, sugerindo que essa
mutacdo na regido central talvez possa promover a diminuicdo dos niveis de HBeAg no soro.
Por outro lado, a presenca da mutagdo A-T em pacientes HBeAg portadores de hepatite
cronica deixa duvidas sobre o papel da mutagdo central na diminuicdo dos niveis de HBeAg
(OKAMOTO et d., 1992; CHAN et a., 1999; KID-LJUNGGREN et al., 2002).

Assim como 0s genotipos, as cepas mutantes pré-core também tém uma
distribuico irregular no mundo. As regifes onde mais ocorrem sdo em individuos da Asia e
Mediterréneo, infectados com os gendtipos B, C ou D e raramente na América do Norte e
Europa, onde o gendtipo A é predominante (RODRIGUE-FRIAS et a., 1995; LINDH et a.,
1997).

Chan et a (1999), por exemplo, estudaram mutactes pré-C/C em HBV isolados
de individuos chineses com infeccdo crbnica pelo VHB antes e apds soroconversdo do
antigeno HBeA(Q, e verificaram que a mutacdo na regido C ocorre antes da mutacdo pré-C.
No referido estudo encontraram maior prevaéncia da mutacdo C em pacientes HBeAg
negativos (91%) do que em pacientes que permaneceram HBeAg positivos (36%). A mutacdo
A-T diminuiu, mas ndo inibiu completamente a secrecdo de HBeA(g, isso SO ocorreu apos a

resposta imune ou desenvolvimento de outras mutagdes, como G-A na posicéo 1896. Os
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autores sugeriram ainda, que a soroconversdo HBeAg estd geramente associada ao
desaparecimento da doenca hepética, mesmo na vigéncia de mutagdes naregido C e/ou pré-C.
Portanto, mutagdes ndo sd0 necessariamente patogénicas, e outros fatores como
mutagdes em outras regides do genoma VHB, resposta imune do hospedeiro ou infecgéo
inicial pelos mutantes pode, determinar o curso da doenca hepética em pacientes anti-HBe
positivos.

No Brasil poucos estudos foram realizados, Castro et al. (2001) encontrou baixa
frequéncia (7/29) de mutantes pré-core em portadores anti-HBe positivos; Sitnik et a (2004)

encontraram em 32/102 pacientes, sendo a maioria infectados com o genétipo D.



3MATERIAL E METODOS

Consideractes éicas — Cumprindo os requisitos da Resolugdo CNS/196/96, o
presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Fundacéo de Medicina Tropical do Amazonas FMT-AM, processo numero: 992/2003 com o
titulo “Andlise molecular e implicagdes bioldgicas do virus da hepatite B, em pacientes
naturais da Amazonia Ocidental brasileira” (ANEXO |). Apds enviar a0 Comité de Etica,
pela abrangéncia da origem geografica mais limitada das amostras achou-se por bem alterar o
titulo para “Analise molecular e implicagdes bioldgicas do virus da hepatite B, em
pacientes naturais do Estado do Amazonas”.

Populacdo de estudo — a populagdo alvo deste estudo foi constituida de
individuos de ambos 0s sexos, independentes da faixa etéria e da evolugdo da doenca. Os
menores de 18 anos foram incluidos na pesquisa apos autorizagdo dos pais ou responsaves.

Tipo de estudo - descritivo dos genétipos do VHB em individuos naturais do
Estado do Amazonas.

Material biologico e procedéncia — o presente estudo propos-se analisar 80
amostras de plasma sanguineo de individuos portadores do VHB, naturais do estado do
Amazonas, sendo 60 de pacientes procedentes da demanda espontanea do ambulatério de
hepatites da Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas (FMT-AM) e 20 amostras de
pacientes naturais e domiciliados na zona urbana do municipio de Labrea. As amostras
coletadas no municipio de Labrea sdo de individuos selecionados a partir de um banco de
dados de um inquérito epidemioldgico iniciado no municipio no ano 2000 pelo grupo de
pesguisa da Geréncia de Virologia da FMT-AM. As amostras procedentes do ambulatorio da
FMT-AM foram coletadas no periodo de Julho de 2003 a Julho de 2004. No municipio de

Labreaacoletafoi realizada em fevereiro de 2005 no domicilio de cadaindividuo.
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3.1 Critériosdeinclusido

- Ser natura do Estado do Amazonas;

- Ser portador do VHB independente do quadro clinico de infeccdo (cirrose
hepdtica, hepatite aguda, hepatite crbnica, portador assintomético e
hepatocarcinoma);

3.2 Critérios de exclusao

- Individuos naturais de outros Estados da Federacao;

- Individuos portadores do VHB co-infectados com outros agentes virais.

3.3 Procedimentos par a coleta e armazenamento das amostras

No momento do atendimento médico dos pacientes no ambulatério de hepatite da
FMT-AM e navisita aos domicilios em Lébrea, os mesmos foram convidados a participar do
estudo em questdo. Ao aceitar participar, os pacientes foram previamente esclarecidos quanto
aos objetivos do trabaho, riscos associados a0 estudo bem como dos beneficios e
confidencialidade dos registros. Apés concordar com a pesquisa, 0 paciente assinou o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1) e, com gjuda do pesquisador responsavel,
foi preenchido um questionério individual padronizado (ANEXO Il1), permitindo assim a
realizacdo da investigagdo. No Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) da FMT-AM foi
coletada uma amostra de sangue por puncdo venosa de cada paciente e distribuida em dois
tubos. um de 10 mL para realizacdo dos testes soroldgicos e outro de 5 mL para os ensaios de
biologia molecular (tubo vacutainer contendo EDTA).

Cadatubo foi identificado com o nimero de registro, data e asiniciais do nome do
participante. As amostras coletadas no LAC, ao término do periodo diério de coleta, foram

transportadas para o laboratorio de virologia da FMT-AM, onde procedeu-se o isolamento do
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plasma por centrifugagdo a 3000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. O plasma foi
distribuido em aliquotas de 300 puL em microtubo estéril, devidamente identificados e
estocados a —20°C para sorologia e a -80°C para andlise molecular. Nas amostras coletadas
nos domicilios de Labrea adotou-se os mesmos procedimentos sendo armazenadas a —20°C

até o transporte para Manaus.

3.4 Anéliselaboratorial do soro

Todas as amostras foram submetidas a pesguisa dos marcadores sorolégicos de
infeccdo pelo VHB, antigeno de superficie HBsAg (MUREX/Abbot), anticorpo total contra o
antigeno core anti-HBc tota (BIOMERIEUX/ORGANO TECNICA), anticorpo contra o
antigeno do core da classe IgM (anti-HBc IgM), antigeno e do nucleocapsideo (HBeAgQ),
anticorpo contra o antigeno e (anti-HBe) e anticorpos contra o virus das hepatite A (anti-
HAV), da hepatite C (anti-HCV) e da hepatite delta (anti-HD total) (DIASORIN, Itdia). Nas
amostras procedentes de L&brea aém dos marcadores acima foi realizada também a pesguisa
do anticorpo contra o antigeno de superficie anti-HBs). Os teste imunoenzimético ELISA em
fase solida (ELISA) foram realizados de acordo com as instrucdes do manual do fabricante (),

como parte da rotina de exames do laboratério de Virologiada FMT-AM.

3.5 Extracdo do DNA-VHB

A extragcio do DNA VHB foi redizada pelo método fenol/cloroférmio
(KARASSAWA et d., 1995), modificado por Oliveira (2001). Em um microtubo de 2,0 mL
estéril foi adicionado 250 pL de plasma, 3,0 uL de TrissHCI (1,0 M), 3,0 uL de EDTA (0,5
M), 15 pL de SDS (10%) e 50 pL de proteinase K (10 mg/mL). Ap6s homogeneizar essa

solucéo foi incubada a 56°C por 2 horas. Em seguida, adicionou-se um 1V de fenol hidratado
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e tamponado seguido de rigorosa agitagdo em vortex e centrifugacdo a 5.000 rpm por 5
minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida para outro
microtubo e adicionado 1V de clorofrmio hidratado. Esse procedimento foi repetido por duas
vezes. Para precipitacdo do DNA vird, foi adicionado a fase aquosa 0,1V de NaCl (3,0 M) e
2,5V de etanol absoluto a -20°C, incubando a - 20°C por 12 horas. No dia seguinte, foi
centrifugado a 10.000 g por 20 minutos. O material precipitado foi seco em fluxo laminar e
resuspendido em 30 pL de tampéo de resuspensdo (TR) (TrissHCI 10 mM, EDTA 0,5 mM)
pH = 8 deixando por cerca de 3 horas na geladeira para compl eta el uicdo e entdo estocado a -
20°C para posterior amplificagdo do DNA viral por PCR. Em todas as extragOes realizadas,
foi incluida uma aliquota de uma amostra denominada HEMO (HBsAg positivo) que serviu

de controle positivo para VHB. Essa amostra foi doada pelo Hemocentro de Manaus.

3.6 Procedimentos para avaliar a qualidade do DNA extraido

Para testar a qualidade do DNA no que se refere a capacidade de funcionar como
molde para a reagdo da PCR, antes de redlizar a reagdo da PCR utilizando iniciadores
especificos para 0 VHB, todas as amostras foram submetidas a reacdo de amplificacéo com os
iniciadores 1S05 (PONTES, 2003) que amplificam uma regido de microsatélite (GATA)3 do

gene da golgina localizado no cromossomo 15 humano. O sistema de amplificagdo utilizado

nas reacoes foi:
- Tamp80 10X PCR......c.coiriirierieesieeseeeeseee s 250
-MiIXdANTP(25MM)....ccoiiiiiiii e 2,5 UL
= MQCl2 (20 MM s 2,5 L
- Taq DNA polimerase (5 U/PL)..ccovveveiecieienienene 0,3 pL
- Iniciador 1SO05 (5,0 pmoleS pL).....ccccveeeeieerieennns 50 puL
= AMOSITAL......coiiic 5,0 uL

-Volumefinal.......cooiciiiii 20 uL



48
As reagOes de PCR foram realizadas em aparelho termociclador PXE 0.2 (Thermal

Cycler- Electron Corporation), num total de 40 ciclos com a seguinte programagao:

-95°C........oee. por 2 MinUtoS..........c.c....... (Pré-aquecimento)
-95°C............. por 1 minuto..........c..ceeuee.. (desnaturagéo)
-B5°C....ee por 1 minuto .........cccceveneee. (hibridizagdo)
-72°C...... POrL MiNULo .......ccceevereennnne (extenséo)
-72°C........ por 5 minutos.........ccccceeuenen. (extensdo final)

Manteve-se areacdo a 4°C até o momento da retirada da reacéo do termociclador.

3.6.1 Andlise eletrofor ética do produto amplificado com o iniciador | S05

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 2,0 % corado com
brometo de etideo (1,0 pg/mL). No gel foram aplicados 5,0 pL do produto da PCR misturados
com 3,0 pL de tamp&o de amostra TBE 5X. Como padrdo de peso molecular utilizou-se o
padréo Ladder de 100 pb (INVITROGEN). Na cuba de eletroforese aplicou-se uma corrente
elétrica inicial de 70 volts por cerca de 20 min aumentando em seguida para 100 volts até
finalizar a migracdo. Ao fina da migracdo eletroforética o gel foi visuaizado e fotografado
utilizando o sistema de captura de imagem Image Master VDS FTI-500 (Amershan

Pharmacia Biotec) ou umacameradigital Olympus C-5060 vide 200m.

3.7 Desenho dos iniciador es para amplificacdo do gene Se C

Os iniciadores especificos para VHB utilizados neste estudo foram desenhados a

partir do alinhamento de sequiéncias nucleotidicas referentes aos genes S e C dos 8 gendtipos

nessa andlise, sequéncias de VHB isoladas em paises que fazem fronteiras com o Brasil, e

particularmente com a Amazonia brasileira e seqliéncias isoladas na Africa e nos Estados
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Unidos. Além da sequéncia X51970 identificada na Alemanha e considerada como seqiiéncia
universal para o0 VHB. O alinhamento das sequéncias foi feito no programa CLUSTAL W,
versdo 1.7 (THOMPSON, et a., 1994).

A partir de uma seqiiéncia consenso gerada apos o alinhamento, foi selecionada a
posicdo mais conservada das extremidades de cada gene e uma posicéo interna para desenho
dosiniciadores. Para amplificacdo do gene S foram desenhados os iniciadores externos 2821 e
783, sentido senso e anti-senso, respectivamente, e o interno 241, no sentido anti-senso. Para
0 gene C foram desenhados os iniciadores externos CMC1 e CMC2 senso e anti-senso,

respectivamente. As sequiéncias desses iniciadores estdo no Quadro 2.

Gene Nome Sequiéncia tamh Posi¢éo no
genoma VHB
2821 |5’-GGGTCA CCATATTCT TGG-3 23nt 2821-2150
S 241 |5-CACCACGAGTCT AGA CTC-3 22 nt 241-219
783 |5-CTCACGATGCTGTACAGA-3 21 nt 783-762
C CMC1 |5-GCT TCA CCT CTGCACGTY-3 22 nt 1588-1608
CMC2 |5-CCA AAT TAY TDC CCA CCC-3 22 nt 2129-2107

Quadro 2- Seqiiéncia dos iniciadores desenhados para amplificagdo dos genesSe C.

Além dos iniciadores acima foram também utilizados os iniciadores P1 (5°-TGC
CTC TCA CAT CTC GTC AA 3) (OLIVEIRA, 2001) parao gene S e 1680 (5°-ATG TCG
ACA ACC GAC CTT GA-3) e 2058 (5’- GTA TGG TGA GGT GAA CAA TG-3)
(LINDH et a., 2000) para o gene C. Na Figura 5 abaixo esta esquematizada a estratégia

utilizada para amplificagcéo do gene S e naFigura 6 para o gene C.
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Figura 5 — Estratégia do sistema de amplificagdo do gene C por PCR.
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Figura 6- Estratégia do sistema semi-nested PCR para amplificacéo do gene S.

3.8 Estratégia de amplificacdo do gene Spor PCR

50

A primeira estratégia para amplificagdo do gene S foi utilizando os iniciadores

2821 e 783 e enzima Taq DNA polimerase comum. Como apos a reagdo de PCR n&o foi

possivel visualizar as bandas de DNA amplificado em gel de agarose, foi entdo adotado o

sistema de reamplificagdo do produto da primeira PCR em semi-nested PCR.
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Foi utilizado entdo na primeira etapa ou primeira reagd de PCR os pares de
iniciadores 2821 e 783 que amplificam o segmento gendémico S inteiro (1200 pb). A partir
dessa primeira reacéo foram feitas duas semi-nested PCR, uma para a regido pré-S1/2
utilizando os pares de iniciadores 2821 e 214 e outra para aregido S com os iniciadores P1 e
783, sendo gerados dois amplicons parciamente sobrepostos a cada reacdo. A misturas das
reacOes semi-nested foi preparada ao mesmo tempo mudando apenas a combinagdo dos pares
de iniciadores. Na primeira reacdo utilizou-se 5,0 pL de amostra e segunda reagdo (semi-
nested) 1,0 pL do produto de PCR da primeira reagdo. O sistema das reagOes da PCR foi

preparado tal como descrito a seguir:

-Tamp@o 10X PCR ... e 5,0 uL
“MiX ANTP (10 MM)...oovviiiiieee e, 1,0 pL
- MgCl; (50 mM).... 1,5uL
- Tag DNA pollmerase(SU/uL) 0,5 L

- Iniciador senso (10 pmoles/pL) ................................. 5,0 pL
- Iniciador anti-senso (10 pmoles/uL)....cccvvvevevevernenen, 5,0 L
- AmOostra ou ampliCon ..., 5,00u1,0puL
- Agua Milli-Q para completar o volumefinal ........... -- WL.
Volumefinal ... 50 pL

Em todas as reagbes foi incluido uma amostra controle positivo de DNA VHB
(plasma humano com carga vira igua a 7.000 copiassmL de VHB), quantificada com
Amplicor HBV Monitor Test (ROCHE), uma amostra controle negativo para VHB e um
controle dos reagentes (tubo contendo somente reagentes).

As reacOes foram realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradiente.
Tanto na primeira quanto na segunda reagdo utilizou-se um total de 35 ciclos com a seguinte

programacao:
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Primeirareacéo Segunda reagéo

= 95°C...ee 94°C ........... por 5 minutos................. (Pré-aquecimento)
- 95°C.. e e 94°C ............ por 40 segundos............. (desnaturagao)
=589 57°%C............ por 1:30 minutos ............ (hibridizag&o)

S T2C.ie 72°C ............ por 40 segundos.............. (extens&o)

S T2C.e 72°C ............ por 7 minutos.................. (extensdo final).

I o S oc

Na tentativa de amplificar o gene S completo em uma Unica reacdo de PCR, em
algumas reagOes utilizou-se a enzima Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity
(INVITROGEN LIFE TECHNOLOGIES). Essa enzima aém de ser termo-estavel possui

atividade revisora. O sistema utilizado nessas reagdes foi:

- Tampdo 10X PCR High Fidelity........c.ccccccoeenenen. 5,0 L

-MiXdNTP(10mMM)...oiiiiiiii e 1,0 pL
- MQgSO4 (50 MM ).t e e e 2,0 uL
- Platinum Tag High Fidelity (5U/uL).......cccnvnene... 0,2 pL
- Iniciador 2821 (10 pmoles/pL)....ccoveveveereririeneene. 5,0 uL
- Iniciador 783 (10 pmoleS/pL)....ccvvvrereririreneriene 5,0 uL
= AMOSIIA ..o 5,0 uL
- AguaMilli-Q para completar o volumefinal de...... 50 pL.

-94°C .............. por 5 minutos .........cccceeuee (Pré-aguecimento)
-94°C............. por 30 segundos................ (desnaturacao)
-B8°C............. por 30 segundos................ (hibridizagdo)

- B68°C.............. por 1:30 segundos.............. (extensao)

- 68°C.............. por 5 minutos..........cc.ceeue.. (extensdo final).

A reacdo permaneceu a 4°C até o momento de retirada do termociclador.
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3.8.1 Sistema de amplificacdo do gene C

O sistema adotado para amplificacdo do gene C foi equivalente ao do gene S, sendo
gue todas as amostras foram primeiramente amplificadas com Unica reacéo de PCR utilizando os
iniciadores CMC1 e CMC2 e a enzima Platinum Tag High Fidelity. O produto esperado desta
reacdo corresponde a um fragmento de 580 pb. As amostras DNA VHB ndo detectavel pela
PCR simples foram reamplificadas pelo sistema nested-PCR usando os iniciadores internos 1680
(F) e 2058 (R) (LINDH et al., 2000) e enzima Taq polimerase comum (LAB TRADE ou
INVITROGEN). O produto final destareagéo € de 380 pb.

Para 0 sistema de amplificagdo com uma Unica reagdo da PCR utilizou-se as

seguintes condigdes:

- Tamp&o 10X PCR High Fidelity ..........cccoovviviiiiiiiniiiin 5,0 pL
-MIXANTP(L0MM)..eei e 1,0l
= MGSOs4 (50 MM) e 2,0 uL
- Platinum Taq High Fidelity (BU/UL).........ooiiiin . 0,2 uL
- Iniciador CMC1 (10 pmMOIEF/HL)..c.evevverierierienieeee e 5,0 yL
- Iniciador CMC2 (10 PmMOIET/HL).....eevvereerierienieeiesieeie s 5,0 yL
= AMOSITA ...t 50 uL
-Volumefinal ... 50 pL

Para 0 sistema nested-PCR as reaces foram preparadas conforme descrito abaixo.

Primeirareacédo Segunda reacéo
-Tampdo 10X PCR i 5,0 pL
SMIXANTP (10 s e 1,0 L
-MgCl (B0MM) s 1,5
- Tag DNA polimerase (5 U) O5HL e, 0,3 L

- Iniciador CMC1 (10 pmoles/uL) 5,0 UL - Iniciador 1680 (10 pmoles/uL 5,0 pL
- Iniciador CMC2 (10 pmoles/pL) 5,0 gL - Iniciador 2058 (10 pmoles/puL) 5,0 pL
- Amostra 5,0puL - Produto da 12 reacéo 1,0puL

-Volumefinal .................... 50 pL 50 pL
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No Quadro 3 esta representado as duas condigdes de termociclagem adotadas no

estudo para amplificagéo do gene C.

Condicbes de termociclagem em uma
Unicareacéo de PCR

Condicgdes de termociclagem para o sistema
nested-PCR

-94°C........... por 1 minuto (pré aquecimento)
-94°C .......... por 30 segundos (desnaturagao)
-55°C ......... por 30 segundos (hibridizac&o)
- 68°C.......... por 2 minutos (extensao)

.......... por 5 minutos (extensédo final)

- 4°C por tempo indeterminado

- 94°C.......por 5 minutos (Pré-aquecimento)

- 94°C...... por 40 segundos(desnaturagdo)
- 55°C...... por 1:30 segundos(hibridizago)
- 72°C...... por 40 segundos (extenséo)

- 72°C.......por 40 segundos (extensdo final)

........ por tempo indeterminado

35ciclos

35ciclos

Quadro 3- Condicbes de termociclagem para amplificacdo do gene C utilizado o sistema de amplificacdo em
uma Unica reagéo de PCR e pelo sistema nested-PCR.

3.8.2 Eletroforese dos produtos da PCR amplificados (gene Se C)

Os produtos das PCR simples do gene S e C foram visualizados em gel de agarose
0,8% e das reagBes simi-nested e nested-PCR em gel 1,5 % corados com brometo de etideo
(1,0 pg/mL). No gel foram aplicados 5,0 puL do produto da PCR misturados com 3,0 yL de
tampdo de amostra TBE 5X. Como padréo de peso molecular utilizou-se o padr&o Ladder de
100 pb (INVITROGEN). Para migracdo das amostras em gel, na cuba de eletroforese,
aplicou-se uma voltagem inicial de 70 volts por cerca de 20 minutos aumento em seguida para
100 volts por lhoras. Ao término da migracéo eletroforética as amostras foram visualizadas e

fotografadas utilizando o mesmo sistema descrito anteriormente.
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3.8.3 Purificacdo do produto da PCR para o sequenciamento
Apbs a visudizacdo em gel de agarose do produto das reacdes de PCR, as
amostras positivas foram selecionadas e purificadas utilizando “GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit”, conforme procedimentos descritos pelo fabricante. A purificagdo do
produto de PCR consiste na eliminacdo de substancias, tais como, sais, dNTPs e excesso de

iniciadores ndo incorporados durante a reacéo de PCR.

Depois de purificadas, para verificar a qualidade das amostras, estas foram
visualizadas em gel de agarose de acordo com o produto obtido (1,5% ou 0,8%) tal como

escrito anteriormente e entdo, submetidas a reacdo de seglienciamento.

3.8.4 Reacao de sequienciamento

As reagOes de sequenciamento foram realizadas em placa de 96 pogos. Foi feito o
seguenciamento tanto do produto das reagtes de PCR simples como das reagdes simi-nested e
nested-PCR com os iniciadores senso ou anti-senso de cada reacdo. Utilizou-se o Kit
DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Mega BACE 1000) Amershan

Bioscience, conforme descrito abaixo.

- Pré-mix (2 uL de Big Dye + 2 uL de Dye Terminator)................ 4,0 uL
-Iniciadore F ou R (5 pPMOIES/IL) ..o 2,0 uL
- Produto da PCR purificado..........ccccvvererieniinenennneseseeseenes 2a3,0puL
- AguaMilli Q paracompletar o volume final.

VOlUME FINAL...... it ere e 10,0 uL

A reagd0 de sequenciamento processou-se em 30 termociclos nas seguintes
condi¢oes:

-959Ce, por 25 segundos
-95%C..iie por 15 segundos
-50°C...ie, por 20 segundos
-60°C.....oiiieien por 1:20 minutos

-4OC...e por tempo variavel,
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3.8.5 Precipitacdo do produto dareacéo de seqiienciamento

Ao produto da reacdo de sequenciamento (10 pL) adicionou-se 1,0 uL de acetato
de aménia (7,5 M) (Kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Mega BACE)
Amershan Bioscience) e 27,5 uL de etanol absoluto. A placa contendo as amostras foi
homogeneizada por alguns segundos e incubada por 20 minutos, a temperatura ambiente,
protegida da luz com papel laminado. Seguindo-se essa etapa, a placa foi centrifugada a
4.000g por 40 minutos a 4°C. O sobrenadante da placa foi desprezado invertendo-a
ligeiramente na pia. Ao materia precipitado na placa, adicionou-se 120 pL de etanol 70%
gelado. Repetiu-se 0 mesmo procedimento de centrifugacdo acima, agora por 10 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e a placa invertida, foi centrifugada a 700 g por
alguns segundos. Para evaporar completamente o etanol, a placafoi seca em fluxo laminar por
15 minutos. ApGs completamente seca, para resuspender o DNA adicionou-se em cada pogo
da placa 10 uL Loading buffer (tamp&o de formamida 70% e EDTA 1,0 mM). A placa foi
vedada e homogeneizada vigorosamente por 2 minutos em agitador magnético (vortex)
seguido de centrifugacdo a 700g por alguns segundos. As amostras foram submetidas ao
seguenciamento, utilizando um sequenciador automatico “MegaBace 1000” da Amershan

Pharmacia Biotech (procedimento baseado no método original de Sanger et a (1977).

3.9 Analisedos questionarios

Os dados dos questionarios (ANEXO 111) foram armazenados em um banco de
dados no programa Excel. Neste programa foram conduzidas andlises para avaliar os
principais aspectos socioecondmicos e epidemioldgicos da populacdo estudada, tais como

idade, género e municipio de procedéncia.
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3.10 Analise das sequiéncias no programa BLAST/BLASTN

Para confirmar se as sequiéncias obtidas apds sequienciamento eram de VHB, foi
reaizado uma comparagdo dessas sequéncias com sequéncias depositadas no GenBank
utilizando o programa BLAST/BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997). Essa foi uma andlise

preliminar com os dados brutos das sequiéncias.

3.10.1 Analise das sequéncias pelo programa PHRED

Apobs andlise pelo programa BLAST/BLASTN, a pasta contendo as seqiiéncias

vélidas foi compactada e encaminhada para andlise no programa PHRED disponivel na

foi realizada para verificar a qualidade das seqUéncias apds 0 sequenciamento. O programa
PHRED classifica como segiiéncia de 6tima qualidade, as seqiiéncias com mais de 100 bases
e qualidade superior a 20, as seguéncias com essas caracteristicas s8o0 mostradas em verde

com o simbolo “OK”.

3.10.2 Edicdo e alinhamento das sequiéncias

A edicdo e alinhamento das seqUéncias nuclectidicas obtidas foi realizado no
programa editor e alinhamento de segiiéncias BioEdit versdo 7.0.5.2 (6/5/05) (HALL, 1999).
Apobs a edicdo das seqguéncias utilizando a opcdo Graphic view foi feito a pesguisa para
localizacdo e identificacdo das principais mutagGes dos dois genes utilizando como referéncia
seguiéncias dos oito gendtipos do VHB obtidas no GenBank. Foram usadas as mesmas
seqiiéncias utilizadas na andlise de genotipagem. A numeracdo adotada baseou-se na

seqliéncia nimero de acesso X51970.


http://www.unb.br/biologia
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3.10.3 Analisefilogenética

A andlise filogenética foi realizada para identificacdo genotipica por comparagéo
das diferentes cepas obtidas com as sequiéncias nucleotidicas ja conhecidas dos diferentes
gendtipos de VHB depositadas no GenBank. As andlises filogenéticas e de evolucéo
molecular foram conduzidas usando o programa MEGA versdo 3.1 (KUMAR, TAMURA e
NEI, 2004).

Na construcdo das arvores filogenéticas aplicou-se 0 modelo de Neighbor-Joining
(NJ). Os parametros definidos para esse modelo consideram principalmente as substituicoes
da 12 28 e 3 posicdes, 0 numero de sitios conservados e variaveis e as transversdes e
transicbes. O nivel de confianca foi obtido usando 0 método ndo paramétrico bootstrap
baseado em 1000 réplicas (umaréplica é igual a uma comparacdo). A classificagdo genotipica
foi realizada mediante andlise de similaridade das seqgiiéncias obtidas no estudo e sequiéncias
correspondentes aos gendtipos de A ao H obtidas GenBank. As sequiéncias externas estéo
identificadas com seus respectivos nimeros de acesso no banco de genes seguido da
subclassificagdo genotipica de cada um, segundo Norder et al., 2004. As seqiiéncias do estudo
estdo representadas pelas inicias MAO e LAB e o nimero de identificacdo de cada uma no

banco de dados
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da populacéo estudada

Participaram deste estudo um total de 80 individuos, sendo 60 procedentes de
Manaus e 20 do municipio de Labrea. O grupo caracterizou-se por um predominio de
individuos do género masculino (57%). No grupo procedente de L &brea predominou o género

feminino. Na Tabela 1 estdo distribuidos de acordo com o género os 80 individuos

participantes do estudo.
Género
M asculino Feminino Total
Procedéncia n % n % n %
Manaus 42 70% 18 30% 60 100%
Labrea 4 20% 16 80% 20 100%
Total 46 57,5% 34 42,5% 80 100%

Tabela 1 - Caracterizagéo da populacdo estuda quanto a procedéncia e género.

Em relacéo a faixa etéaria, dois individuos foram menores de 15 anos, 24 tinham

idade entre 15 e 30 anos, 35 entre 30 e 50 e 19 acima de 50 anos (Gréfico 1).

351
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20+

15+

10+

Y — 0> DS QO DO =T

0-15 16-30 31-50 51-

Faixa etaria

Grafico 1 - Perfil dafaixa etaria dos 80 individuos participantes do estudo.
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Quanto a naturalidade dos individuos envolvidos no estudo, das 60 amostras
coletadas no ambulatério de hepatite da FMT-AM, 31 foram de pacientes naturais do

municipio de Manaus e 29 de 19 municipios do interior do estado (Tabela 2).

Naturalidade N (%)
Anori 1(1,25)
Atalaiado Norte 1(1,25)
Canutama 1(1,25)
Carauari 6 (7,5)
Codajas 1(1,25)
Coari 1(1,25)
Eirunepé 5 (6,25)
Fonte Boa 2(2,5)
[tamarati 1(1,25)
Jurua 1(1,25)
Labrea 20 (25,00)
Manaus 31 (37,5)
Manicoré 1(1,25
Novo Airéo 1(1,25)
Pauini 1(1,25)
Santo Antonio do Ica 1(1,25)
S0 Paulo de Olivenca 1(1,25)
Tabatinga 1(1,25)
Tapaua 3(3,75)
Total 80 (100)

Tabela 2 — Naturalidade dos pacientes envolvidos na pesquisa. Em negrito os municipios de &reas endémicas do
VHB

4.2 Resultados da andlise sor ol6gica e molecular

A comparacdo entre o resultado da andlise sorol 6gica dos marcadores de infeccéo
pelo VHB e a andlise de deteccdo do DNA VHB por PCR mostrou que 37,5% das amostras
apresentaram-se positivas para 0 marcador HBsAg. Dessas, 36,25 % foram positivas DNA

VHB positivas. Um percentual equivalente foi observado também entre HBsAg, Anti-HBc
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total positivos. Enquanto que 10/19 ou 12,5% das amostras somente com o Anti-HBc total

positivo foram DNA VHB positivos (Tabela 3).

Amostras procedentes do ambulatério da FMT-AM

M ar cador es sor ol 6gicos ELISA DNA VHB *
n % n %
HBsAg" 30 37,5% 29 36,25%
HBsAg", Anti-HBc total” 29 36,25% 28 35%
HBsAg, Anti-HBc total 19 23,75 10 125%
Anti-HBe+, anti- HBc total+ 1 2,5 1 1,25%
Total 80 100% 68 85 %

Tabela 3 — Comparacdo entre a deteccdo dos marcadores sorol 6gicos de infeccdo pelo VHB e adetecgéo do
DNA VHB por PCR.

Embora ndo conste na tabela acima, das 20 amostras procedentes de Labrea
testadas para o marcador anti-HBs, somente uma foi anti-HBc total e anti-HBs positivo, sendo
DNA VHB negativo tanto na amplificagdo do gene S como do C. Das 19 amostras somente
Anti-HBc total positivo 10 foram procedentes de L abrea, sendo todas anti-HBs negativo nesta

faixafoi encontrado a menor percentagem de deteccdo do DNA VHB por PCR nas amostras.

4.3 Andlise da qualidade do DNA contido nas amostras

Os resultados da amplificagdo com os iniciadores 1SO05 mostraram que a
extracdo de DNA pelo método fenol/cloroférmio proposta para o desenvolvimento deste
trabalho foi adequada, podendo ent&o ser mantida como metodol ogia apara extragédo do DNA
VHB. A integridade do DNA obtido em todas as extragcdes foi equivalente ab mostrado nas
Figuras 7a e 7b abaixo. O produto obtido apds amplificagdo com o iniciador acima

correspondeu a um fragmento de 300 pb.



62

4 6 8 9101113 14 M B 16 20222327 2934 35 36 39
3 =
=3 _F =7 F—j_J—3= 300 ob
39 40 41 42 43 44 45 47 48 M 49 50 B 53
b) =
= 300 pb

Figura 7 (a e b)- Amplificacdo por PCR do microsatélite (GATA)13 do gene da golgina utilizando iniciadores
1SO05. B= branco ou controle negativo; M= marcador de peso molecular Ladder de 100 pb.

4.4 Resultado da amplificagdo do gene S

Das 80 amostras submetidas a reacdo da PCR para amplificacdo do gene S, 68
(85%) foram DNA VHB positivas e 12 (15%) foram DNA VHB n&o detectavel. Das 12
amostras DNA VHB néo detectavel 08 foram procedentes do inquérito de L&brea. As Figuras
8 e 9 mostram o perfil eletroforético obtido apds a amplificagdo semi-nested. Na Figura 10 o
perfil obtido daregido pré-S1/2 e S, amplificados com os pares de iniciadores 2821-214 e P1-
783, respectivamente. O produto de amplificagéo fina correspondeu a dois fragmentos de 680

a 700 pb, respectivamente.
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cC M 7 8§ 9 10 11 13 14 21 25

C+

600 pb

Figura 8 — Perfil eletroforético de amostras amplificadas por semi-nested PCR utilizando os iniciadores P1-783.
O produto amplificado corresponde a 600 pb. C*- controle positivo (HEMO); C controle negativo; M- marcador
de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life Technologies).

e

C+ 26 27 28 29 30 32 35 37 L38 40 41 45 47 C
4 - 600 pb

Figura 9 — Perfil eletroforético evidenciando amostras amplificadas por semi-nested PCR utilizando os
iniciadores P1-783. O produto amplificado corresponde a 600 pb. C*- controle positivo; C controle negativo; M-
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life Technologies).

Regido pré-Sle?2 Regido S
2821 e241 P1e783

8 9 2250 5 59 60 8 9 22 50 55 59 60 M
680 pb

600pb ¥

Figura 10 — Perfil eletroforético das amostras amplificadas. A esquerda (8-60) s30 7 amostras amplificadas por
semi-nested PCR utilizando os iniciadores 2821-241; a direita as mesmas amostras amplificadas com os
iniciadores P1 e 783 correspondentes a 600 e 680 pb, respectivamente. M- marcador de peso molecular de 100
pb (Invitrogen Life Technologies).



4.5 Resultado da amplificacdo do gene C

Para 0 gene C obteve-se um total de 35 amostras DNA-VHB positivas. O produto
da PCR foi equivalente a 580 pb para o sistema de PCR simples e 380 pb para o sistema
nested-PCR (Figura 11 e Figura 12), respectivamente. N& houve diferenca na amplificacéo
com o sistema de PCR simples e 0 nested-PCR, isto €, as amostras ndo amplificadas pelo

sistema de PCR em uma Unica reacéo também ndo amplificardo com o sistema nested-PCR.

9 14 22 26 28 35 45 48 50 M

580 pb
ey ‘_
C" 55 59 60 63 64 68lab32 C M

580 pb
<_

Figura 11 — Perfil eletroforético evidenciando amostras amplificadas com os iniciadores CMC1 e CMC2,
correspondentes a 580 ph. C*- controle positivo; C controle negativo; M- marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen Life Technologies)

9 14 22 26 28 35 48 60 C M
= |

380 pb

Figura 12 — Perfil eletroforético das amostras amplificadas por nested PCR utilizando os iniciadores 1680 e
2058, correspondentes a 380 pb. C controle negativo. M- marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life
Technologies).
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4.6 Total de sequiéncias do gene S e C obtidas apés edicao e alinhamento

Apbs sequenciamento e andlise, obteve-se um total de 51/68 sequéncias
nucleotidicas correspondentes ao gene S. Das 35 amostras positivas também para o gene C
submetidas ap sequenciamento obteve-se 25 seqiiéncias de boa qualidade, sendo que de 17
amostras obteve-se seqiiéncias correspondentes ao gene S e C completos, as demais foram

sequiéncias parciais de ambos ou de um anico gene (Gréfico 2).

mgene s e ¢c completo
m gene c parcial

Gene S Gene |S eC Cgene s parcial
completo comp etos
ene S completo
13 (25%) 17 (34%) 09 p

Gene C parcial
4 (8%)
Gene S parcial
17 (33%)

Grafico 2- Sequiéncias obtidas parao gene Se C.

4.7 Andlise filogenética baseada nas sequéncias do gene S

A andise filogenética agrupou 41 (80,4%) das seqiiéncias no grupo do gendtipo
A, 2 (3,9%) no gendtipo D e 7 (13,7%) no grupo formado por seqiiéncias do gendtipo F e H,
sendo que 6 (11,7%) apresentaram uma relacdo filogenética maior com o gendétipo H do que
com o F, dém de uma seqiiéncia MAO 57 que ndo teve correspondéncia com nenhuma das
seguiéncias usadas na andise e ficando portanto como ndo determinada. A amostra HEMO
agrupou-se no grupo de sequéncias do gendtipo D (Figura 13). Das 10 amostras dos
individuos procedentes de Labrea quatro agruparam-se junto aos gendtipos F e H. As

amostras MAO-35, MAO-45 e MAO-14 procedentes do ambulatério da FMT-AM e também
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agrupadas no grupo F/H sdo de pacientes naturais dos municipios de Eirunepé, Anori e
Manaus, respectivamente. A amostra MAO 68 classificada como do genétipo D é de um
paciente com cirrose hepética natural do municipio de Codajas. A amostra LAB-20.1 foi a
Gnica que apresentou maior proximidade com gendtipo F, agrupando-se no mesmo braco da

sequiéncia prototipo X69798. F2 isolada no Brasil.
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Figura 13 Arvore filogenética gerada pelo programa MEGA modelo Neigbor-Joining (NJ) a partir do
alinhamento de 51 seqliéncias nuclectidicas correspondentes ao gene S do VHB isoladas de pacientes
naturais do Estado do Amazonas e seqiiéncias dos diferentes genétipos do VHB obtidas no GenBank.
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4.8 Andlise molecular das sequiéncias nucleotidicasreferentesao gene S

A andlise molecular das sequéncias nucleotidicas do gene S conduzida no
programa MEGA mostrou que dos 1023 sitios analisados 798 sdo conservados (C), 225 sdo
variaveis (V) e 184 sdo parciméniainformativos (Pi).

Quanto as mutacdes, ndo foram observadas as mutagdes das posicdes: 110, 113,
29, 141 e 142, associadas a falha na vacinacdo. Na posicdo 140 (treonina-serina) foi
observada a mudanca de treonina para isoleucina (ACC-ATT) em 12 seqiéncias. A mutacéo
da posicéo 213 glicina-cisteina foi observada em 6 seqliéncias todas do grupo genotipico F/H.
MutacBes que geralmente especificam a variabilidade genotipica e subtipica do VHB
encontradas na posicdo 44/45 glicina (GGT) para adanina (GCA) foi detectada em 6
sequiéncias do gendtipo F, da posicdo 120 detectou-se em 7 sequiéncias do gendtipo F, da 126
em 30 segiiéncias e da posicdo 160 ndo foi detectada. O alinhamento completo de todas as

seqliéncias nucleotidicas do gene S obtidas no estudo encontra-se no ANEXO V.

4.9 Andlisefilogenética do gene C

A Figura 14 mostra a arvore filogenética de Neighbor-Joining (NJ) obtida a partir
de 25 seqguéncias nucleotidicas do gene C (incluindo amostra controle positivo) e seqiéncias
dos diferentes genttipos do VHB obtidas no GenBank. Os nimeros acima dos bracos sdo

valores de bootstrap, apenas os valores iguais ou acima de 70% foram considerados.



69

MAO -26 \

L MAO -76

|  ——MAO -50

L MAO -60

MAO -21
| — MAO -22
L MAO -64

LAB -3.2
EE—— MAO -48 A
MAO -09

——— AF297625 -Al
L M57663 -Al
MAO -59
———MAO -38
L MAO -63
MAO -15

L MAO -108
| ———X51970A2 J
— LAB -9.1
AF297621  -Al
\ X65259 -D
98 — U95551 D D

!—EMAO -HEM

81 [l X85254 -D3
AB048701  -D4
L wmaAO -68
87 D12980 -C1 C
— 98 [ X04615 -C
| = L——— AF330110 -C

95 AJ131133 -B2
78 D00330 -B2

| e, D00329 -Bl B
L

D 50521 -Bl1
MAO -14

[ MAO -45
[l 1AB -17.7
MAO -35

X75663 -F2 Col
‘ % X69798 -F2 Br FeH

AY090458 -H

| 8 ———— AB036912 -F2Vnz
L AF223962 -F2Arg

I ——
0.01

Figura 14- Arvore filogenética gerada pelo programa MEGA modelo Neigbor-Joining (NJ) a partir do
alinhamento de 25 seguiéncias nucleotidicas correspondentes ao gene central do genoma VHB isoladas de
pacientes naturais do estado do Amazonas e sequiéncias dos diferentes gendtipos do VHB obtidas no GenBank.

Das 25 seguéncias anaisadas 18 agruparam-se com 0 gendtipo A, duas (68 e
HEMO) com o gendtipo D e cinco (MAO-14, MAO-45, MAO-35, LAB-12.1 e LAB-17-7) no
grupo dos gendtipos F e H. De acordo com o resultado obtido somente a amostra LAB 9.1

parece ter mais similaridade com o gendtipo A2, sendo que as demais apresentam maior
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similaridade com cepas do gendtipo Al. A seqiéncia HEMO utilizada como controle positivo
no trabalho apresentou alta similaridade (bootstrap igual a 98%) com a seqiiéncia do gendtipo

D ndmero de acesso U95551.

4.10 Pesquisa das principais mutacdes do gene C

A andlise molecular das sequéncias nucleotidicas do gene C conduzida no
programa MEGA v.3.1 mostrou que o fragmento gendmico analisado possuia 594 sitios.
Destes, 419 foram conservados (C), 171/594 foram varidveis (V) e 124/594 foram parcimdnia
informativos (Pi). A andlise realizada no programa DNAsp 4.10.9 mostrou que dos 594 sitios
anaisados, 126 foram polimorficos ou variaveis (S), o numero total de mutagdes (Eta) foi 161
e adiversidade nucleotidica por sitio foi Pi=0,06954.

Quanto as mutactes do gene C, a Figura 15 mostra o alinhamento das seqiiéncias
nucleotidicas da posicdo 1750 a 1810, observa-se que muitas regides foram conservadas em
todas as seqliéncias, incluindo aregido hiper variavel (RHV) 1751-1755, 1789 e aregido 1795
ricaem AT (RH), essenciais para a replicacdo do virus. A mutaces da posi¢ao 1762-1764 na
regido do core promoter, causada por uma dupla substituicdo de AGG para TGA (stop cédon)
foi observado em 4 das 25 sequéncias (MAO-22, MAO-26, MAO-50 e MAO-60), todos do
gendtipo A. A mutacdo da posicéo 1896 da regido pré-core foi observada em uma Unica
seqliéncia de um individuo infectado com o gendtipo D (MAO-68). No nucleotideo 1858 foi
observada a mudanca de C para T em trés pacientes sendo dois infectados com o genétipo D,
sendo que em um deles coincidiu com a mutagdo da posicao 1896 (Figura 16). As sequéncias

nucleotidicas compl etas correspondentes ao gene C encontram-se no ANEXO V.
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Figura 15 — Alinhamento de 25 sequiéncias nuclectidicas de parte do gene C. O alinhamento baseou-se no tipo A-
X51970 indicado na primeiralinha. Em destaque a mutagdo pré-core 1896.
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Figura 16 - Alinhamento de 25 seqiiéncias nucleotidicas de parte do gene C. O alinhamento baseou-se na
seqiiéncia A X51970 indicada na primeira linha. Em destaque: RHV regido hiper variavel; amutagéo core
promoter e RH AT regido ricaem AT.
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Outras mutagdes observadas foram na posicdo 1721 G para A encontrada em

todas as amostras do gendtipo F; de G para A na posicdo 1757 observada na sequéncia
HEMO do gendtipo D; de C para T na posi¢éo 1802 em duas amostras (MAO-48 e MAO-64)
do gendtipo A; de A para T naposi¢éo 1850 observadaem 11 amostras (2 D, L Fe8 A); de A
paraT naposicdo 1858 em 3 amostras (2D e 1 A); de G para A em trés amostras (2 F e 1 D);
de C para T na posi¢ao 1740 em 15 das 25 sequiéncias; de C para T em duas amostras (F e D)
ede G para T em 16 seqiiéncias na posi¢éo 1862. Comparando o gene C com 0 gene S, 0 gene
C apresenta uma alta freqiiéncia de variacdo nucleotidica e uma baixa heterogeneidade de

aminoécidos.
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5 DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas gerais da populacao estudada

Ao analisar o grupo dos 80 individuos participantes do estudo, observou-se um
predominio do género masculino. Contudo, a0 analisar em separado o grupo de pacientes
procedentes do municipio de Labrea a grande maioria foi género feminino. Os resultados
encontrados em Labrea refleteem um dos problemas enfrentados pela equipe naguele
municipio, pois durante a coleta domiciliar das amostras na maioria das residéncias visitadas
encontrava-se somente a mée e os filhos menores ou as meninas, o pai e os filhos mais velhos
ou haviam falecidos, geralmente em decorréncia da infecgdo por VHB ou VHD, ou estavam
trabalhando em locais distantes da residéncia. Portanto, os resultados obtidos naguela
populacdo ndo significam obrigatoriamente que as mulheres sejam as mais infectadas, e sSim
em elas serem em maior nimero entre os entrevistados.

Em relacdo a faixa etaria dos participantes do estudo, a maioria encontrava-se na
faixa etaria adulta jovem o0 que nos permite sugerir a atividade sexua como uma das
principais formas de transmissdo do VHB na populagdo analisada. Esse aspecto fica mais
evidenciado pela diminuicdo do nimero de pessoas infectadas com idade superior aos
cinguenta anos. Um outro aspecto relevante e que contribui fortemente para esse quadro é
com relacdo a expectativa de vida dos portadores do VHB, como esses individuos geralmente
vivem menos, logo, o nimero de individuos infectados com idade avancada € menor em
relacdo aos individuos sadios.

Quanto a naturalidade dos individuos participantes do estudo, mediante os
resultados obtidos pbde se observar que o VHB encontra-se amplamente distribuido no
Estado do Amazonas, pois além dos municipios de Manaus e Labrea onde as coletas foram
realizadas in situ, verificou-se a presenca do VHB em 19 municipios do interior do estado,

sendo que 0s municipios que mais se destacaram foram Eirunepé e Carauari na calha do rio
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Jurud. Estes municipios ha tempos sdo caracterizados por diversos autores como areas de
média a elevada endemicidade da doenca no Estado. As calhas dos rios Solimdes, Purus e
Jurud destacam-se particularmente, no percentual de portadores de hepatite cronica e de
portadores assintomaticos do VHB (BENSABATH, 1973 e 1997; ALECRIM et al., 1986;
FONSECA, 1988 e 1989; MENDES, 1989; CLEMENS et a., 2000; BRAGA et a., 2001;

OLIVEIRA, 2001).

5.2 Deteccdo do DNA do VHB

Com relacdo a deteccéo do DNA do VHB por PCR, Douglas et a (1993) descreve
0 método nested-PCR como o0 mais sensivel e especifico para determinar a presenca do virus
da hepatite B em amostras de soro humano. Oliveira (2001) utilizou o sistema semi-nested
PCR na amplificagdo de amostras de pacientes portadores de hepatite cronica, hepatite aguda
e de portadores assintométicos tendo detectado o DNA do VHB em 89,7% das amostras
analisadas, sendo que os maiores percentuals obtidos foram em amostras com os marcadores
HBsAg e anti-HBc IgM positivas (90%) e amostras HBsAg negativo, anti-HBe ou anti-HBc
total positivo (100%). No presente estudo, também utilizando o sistema semi-nested PCR foi
possivel detectar percentuais equivalentes entre a reatividade dos diferentes marcadores
sorolégicos e a deteccdo por PCR. A maior diferenca foi entre as amostras HBsAg negativo e
anti-HBc total positivas que das 19 amostras positivas para os referidos marcadores somente
10 foram DNA VHB positivas. Sabe-se que um dos fatores que contribui fortemente para néo
amplificagdo do DNA VHB por PCR é a baixa carga viral. Pois, embora a PCR sga uma
técnica extremamente sensivel, estudos demonstram gue, amostras com carga viral muito
baixa ndo sdo amplificadas, devendo estas, serem diagnosticadas ndo como negativas, mais
como DNA VHB ndo detectavel. Wang et al (1991), por exemplo, analisou 206 amostras de

individuos doadores de sangue HBsAg negativos e anti-HBc positivo, sendo que o DNA VHB
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foi detectado em somente 9 (4%) dos casos, o limite minimo de deteccdo descrito foi 150
genomas por mL. Jardi et a (1996) analisou 163 amostras de soro de pacientes portadores
assintométicos e portadores de hepatite cronica detectando o DNA do VHB em 77,8% dos
casos. Por outro lado, Largura et a (2000) analisou um grupo de 50 amostras de soro de
doadores de sangue de uma regido com alta prevaléncia de hepatite B HBSAg negativo e anti-
HBc positivo com um limite minimo de deteccdo de 300 cdpias por mL e ndo detectou o
DNA em nenhuma das 50 amostras analisadas.

No presente estudo, ndo foi realizada a quantificagdo da carga viral, mais
provavelmente, este sgja um dos fatores que também contribuiu para ndo amplificacdo de
todas as amostras HBSAQ negativo e anti-HBc total positivo. Além disso, analisando os
resultados, verificou-se que das 19 amostras somente HBc total positivo 10 foram coletadas
em Labrea, sendo que dessas, 7 foram DNA VHB ndo detectavel, enquanto que das 9
amostras com 0 mesmo perfil coletadas no ambulatério da FMT-AM somente trés foram
DNA VHB néo detectavel. Entdo, mediante esses resultados acreita-se que 0 armazenamento
e transporte inadequado das amostras de Lébrea para Manaus tenham contribuido para a
degradacd do DNA VHB presente nas amostras e conseguientemente ndo deteccdo dos
mesmos pela PCR. Além disso, como o tamanho do menor produto obtido da PCR foi
equivalente a um fragmento de 380 pb para o gene C e 600 pb para 0 gene Sisso talvez tenha
acarretado em uma menor sensibilidade da técnica. Portanto, para estudos posteriores, sugere-
se a observagdo de dois pontos importantes, a necessidade de rever principamente a
metodologia de armazenamento e transporte de amostras coletadas em locais de dificil acesso
e que no diagnostico molecular de rotina sgjam utilizados iniciadores que amplifiquem um
fragmento gendmico do VHB menor, a fim de conseguir melhor eficiéncia nos resultados

principalmente em amostras anti-HBc total cuja cargaviral é geralmente muito baixa.
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5.3 Genotipagem do VHB por inferéncia filogenética

A utilizacdo de inferéncia filogenética congtitui hoje uma poderosa ferramenta
utilizada por pesquisadores do mundo inteiro para identificagdo genotipica e subtipica do
VHB a partir do sequenciamento. Utilizando-se dessa metodologia foram identificados até
entdo, oito gendtipos do VHB designados de A-H (OKAMOTO et a., 1987; STUYVER et
al., 2000; AURAZ-RUIZ et al., 2002). Entre os vérios trabalhos, Norder et a (2004), por
exemplo, realizou um estudo de diversidade genética relacionando a distribuicdo geogréfica
dos gendtipos e subgenétipos do VHB e o fluxo migratério humano a fim de tracar um elo
entre a histdria evolutiva desse virus e a distribui¢do da populacdo no mundo. Os gendtipos A
e F foram subdivididos em Al, A2 e F1, F2, respectivamente. O genotipo A2 foi
caracterizado como mais freqlente na Europa enquanto que o Al prevalece na América
Central e Africa do Sul. O genétipo F1 é mais fregiiente na América Central e o F2 na
América do Sul e Polinésia. No Brasil o genétipo Al e o F2 s8o os mais prevaentes. Os
gendtipos B, D e C apresentam quatro subgenétipos, desses o subgendtipo D3 é o que ocorre
com maior freqiéncia no Brasil.

Neste estudo utilizando-se da andlise filogenética obteve-se a caracterizacdo
genctipica das cepas de VHB que circulam no Estado do Amazonas, onde 80,4% das
amostras analisadas agruparam-se no genotipo A, 13,7% aos genétipos F e H, 3,9% ao D e
2% a gendtipo ndo determinado, ou sgja, ha certamente pelo menos trés diferentes gendtipos
do VHB circulando no Estado do Amazonas, sendo que a possibilidade do gendtipo H estar
presente na regido € muito alta. Além disso, a possibilidade de um novo gendtipo do VHB
ainda ndo descrito destaca a importancia de continuar essa investigagdo a fim de confirmar ou
ndo esses dados e talvez a caracterizacdo de um novo genétipo do VHB no Estado do

Amazonas.
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Com relagdo a distribuicdo geogréfica dos gendtipos identificados, o genétipo A €
sem duvida o predominante e encontra-se amplamente distribuido tanto na populacdo urbana
como na rural, enquanto que os gendtipos F e H foram mais freqlientes em amostras isoladas
de pacientes procedentes de municipios do interior do Estado, pois das 7 amostras
identificadas nesses gendtipos quatro foram de pacientes residentes no municipio de L&brea,
uma de Anori, uma de Eirunepé e somente uma de um individuo natural de Manaus. Com
relacdo a presenca do gendtipo A no municipio de Lébrea e demais municipios, reforcaaidéia
de que o gendtipo A talvez tenha sido introduzido na regido, pois em um outro estudo ndo
publicado, realizado paralelo a este naquele municipio pelo grupo de pesquisa da Geréncia de
Virologia da FMT-AM, com um nimero maior de amostras obtidas tanto da regido urbana
guanto rural, obteve-se no interior do municipio predominio do genétipo F enquanto que na
regido urbana o gendtipo A foi mais freguente. Crispim et al., 2006 analisando amostras de
doadores de sangue do Estado do Amazonas também encontrou resultados semelhantes a
estesisto é, predominéancia do gendtipo A seguido dos gendtipos F e D com predominancia do
gendtipo F em doadores naturais do interior do Estado. Deste modo, os resultados encontrados
no presente estudo estéo de acordo com o descrito na literatura que descrevem ser 0 gendétipo
F e o H com os mais freqlentes em populacdes indigenas na América do Sul e Centra
(Arauz-Ruiz et al. 1997, Norder et a. 1994, Nakano et al. 2001).
No Brasil, estudos de genotipagem do VHB tém identificado os genétipos A, C, D
e F, respectivamente, como mais fregientes (MORAES, et a., 1996; TELES, et al., 2002;
SOUZA, et d., 2003; ARAUJO, et d., 2004; SITNIK, et a., 2004). Na Amazbnia estudo
redizado por Bertoline et a (2000), em trés comunidades indigenas fechadas e uma
aculturada encontrou predominancia do genétipo F nas comunidades fechada enquanto que na
comunidade aculturada predominou o genétipo A em 100% dos participantes do estudo.

Oliveira (2001) estudou amostras isoladas de individuos de diferentes regides da Amazonia
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Ocidenta brasileira, identificou o gen6tipo A em 41 de 44 amostras anaisadas. Conde et al
(2004) redlizaram um estudo de prevaléncia genotipica em uma populacdo da Amazdnia
Ocidental brasileira e encontraram prevaléncia de 89,1% do gendtipo A no grupo estudado.
Mais recentemente, Crispim et a (2006), isolaram VHB de 62 amostras de candidatos a
doadores de sangue do Hemocentro de Manaus procedentes de diferentes regides da
Amazbnia Ocidental brasileira e também identificaram o gendtipo A com mais fregiéncia (35
das 62 amostras), 0 genttipo F em 15 e o gendtipo D em 12 amostras.

Diante do exposto, os resultados obtidos neste estudo confirmaram o estudo
anteriormente realizado pela autora e por outros pesquisadores tanto em nivel regional como
nacional. Como a hepatite B € uma doenca antiga no mundo, a ata freqtiéncia do genétipo A
em isolados de VHB no Estado do Amazonas, inclusive na populagdo interiorana pode ser
uma heranca relacionada ao periodo aureo da borracha quando para cd vieram muitos
europeus e gue até hoje o fluxo de turistas europeus e americanos naregido ainda é constante.
A presenca do gendtipo F em varios municipios do interior do estado, principamente aqueles
localizados nas margens dos rios, mostra que este virus segue 0s movimentos migratorios
humanos. Entdo estas evidéncias nos permitem sugerir que em estudos posteriores segja
também avaliado o perfil étnico da populacdo amazonense. A fim de se ter um embasamento

cientificamente comprovado da origem do VHB no Estado do Amazonas.

5.4 Analise de mutacdes do gene S

MutacGes na regido pré-S sdo constantemente encontradas em pacientes com
hepatite B ou cirrose e raramente encontradas em pacientes portadores assintométicos HBeAg
positivo (KAJVA et al., 2002). No presente estudo, para identificacdo das principais
mutacbes do gene S, as seqUéncias foram comparadas com seqiiéncias de outros VHB

depositadas no GenBank. A andlise de variabilidade genética das seqiiéncias nucleotidicas do
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gene S mostrou que os VHB que circulam na populagdo analisada apresentam pouca
variabilidade geneticamente, pois mais de 70% do gene matem-se conservado contra cerca de
17% geneticamente informativos. Esse Ultimo percentual embora pareca pouco expressa,
dentre outros fatores, a ata taxa de mutagcOes que a enzima transcriptase reversa pode causar
pela baixa fidelidade durante o mecanismo de replicagéo.

Quanto a presenca de mutacOes freqlentemente associadas a falha no processo de
vacinagdo, nas sequéncias analisadas néo foi possivel observar tal associagdo em nenhuma das
posicOes descritas. Por outro lado, na posicdo 140 foi possivel observar a mudanca de uma
treonina paraisoleucina (ACC-ATT) em 12 segiiéncias e ndo de uma treonina por uma serina
como a literatura descreve. O mesmo aconteceu com a mutagdo da posicdo 213 (glicina
cisteina) observada em 6 seqiéncias todas do gendtipo F. As MutacBes que geralmente
especificam a variabilidade genotipica e subtipica do VHB encontradas nas posicoes 44/45
glicina (GGT) para alanina (GCA) foi detectada em 6 sequiéncias do genétipo F, da posicéo
120 detectou-se em 8 sequiéncias do gendtipo F, da 126 em 30 seqiiéncias e da 160 ndo foi
detectada.

Esses resultados confirmam os anteriormente descritos mostrando que as
seguiéncias analisadas séo razoavelmente conservadas o que esté de acordo com a literatura
gue descrevem sequéncias de genes que codificam para proteinas como mais conservadas.
Além disso, o gendtipo A comparado aos gendtipos B e C é extensivamente descrito com o
gue raramente apresenta mutacles, principalmente na regido C e pré-C (LI et a.,1993;

ALESTIG et a., 2001; De CASTRO et al., 2001; SITNIK et a., 2004).
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5.5 Pesquisa das principais mutagdes do gene C

A andlise molecular das segiiéncias nucleotidicas referente ao gene C mostrou que
somente cerca de 20% dos sitios analisados apresentavam-se geneticamente variaveis.
Inclusive em regides tradicionalmente descritas como geramente hipervaridveis como na
posicdo 1750 a 1810 e a na posicdo 1795 rica em AT, essenciais para a replicacéo do virus.
Quanto a mutagbes da posicdo 1762-1764 do core promoter, causada por uma dupla
substituicdo de AGG no tipo selvagem para TGA no tipo mutante foi observado em quatro
seqliéncias do gendtipo A. Em outras duas amostras a mudanca foi somente de A paraT e G
para A isoladamente. A mutacdo da posicdo 1896 da regido pré-core foi observada em uma
das sequiéncias do genétipo D. Examinando a literatura verifica-se que as mutagdes acima
ocorrem com maior freqiéncia em pacientes infectados com os gendtipos B, C, D e F
(LINDH et al., 1999; XU et ad 2003; FRANCA et al., 2004; LIM et a., 2006) e raramente em
pacientes infectados com o gendtipo A (LI et a 1993). Portanto, como a grande maioria das
cepas analisadas no presente estudo foi do gendtipo A, os resultados obtidos estdo de acordo
com a literatura. Quanto a mutagcdo do nucleotideo 1858, seqliéncias isoladas trés pacientes
apresentaram essa mutacdo, sendo que duas dessas seqUéncias foram classificadas no
gendtipo D confirmando mais uma vez a literatura relacionada. Assim como os genétipos, as
cepas mutantes pré-core também tém uma distribuicdo irregular no mundo. Ocorrem mais em
individuos asiéticos e do Mediterraneo, infectados principalmente com os genétipos B, C ou
D e raramente na América do Norte e Europa, onde o genétipo A € predominante
(RODRIGUES-FRIAS et ., 1995; LINDH et a., 1997; XU et a., 2003; LIM et al., 2006).

No Brasil poucos estudos foram redlizados, De Castro et a (2001) encontrou
baixa fregiéncia (7/29) de mutantes pré-core em portadores anti-HBe positivos; Sitnik et a
(2004) encontrou a frequiéncia de 32/102 pacientes com VHB mutante pré-core, sendo que 22

foram do gendtipo D.
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A interpretacdo da mutacéo pré-C tém sido discordante, pois estatem sido descrita
tanto em pacientes com hepatite fulminante e hepatite crénica, como também em portadores
assintométicos. Alguns autores associam a mutagdo na regido promoter e pré-C como
responsavel por um maior grau de severidade da doenca, sendo mais freqiiente no genétipo D
(FRIEDT et al., 1999; ERHARDT et a., 2000; FUNK et a., 2002). Para outros, a presenca de
mutacdo pré-C ndo é pré-requisito ou responsavel pela evolugdo mais agressiva da infeccéo
(KIDD-LJUNGGREN et a., 2004; LIM et al., 2006) principamente quando associada ao
gendtipo A (CONDE et al., 2004). Dentre as vérias interpretagdes, parece que o grau de
severidade das cepas VHB também é fortemente influenciado por outras mudangas tais como,
mutagdes na regido promouter ou uma combinacdo de outras mutagdes. Em alguns pacientes,
as dteracbes A-T ndo foram associadas as mutagdes da posicdo 1896 da regido pré-C,
sugerindo que essa mutagdo na regido central talvez possa promover a diminuigdo dos niveis
de HBeAg no soro. Por outro lado, a presenca da mutacdo A-T em pacientes HBeAg
portadores de hepatite crénica deixa dividas sobre o papel da mutacdo central na diminuicéo
dos niveis de HBeAg (OKAMOTO, et al., 1992; CHAN, et d., 1999; KID-LJUNGGREN, et
al., 2002).

Nas sequiéncias de VHB isoladas no Brasil tem-se percebido uma baixa freqiéncia
de mutacdes na regido pré-core. Os autores acreditam que a baixa freguiéncia de mutactes
pré-core estgja associada a quase auséncia da substituicdo C para T no nucleotideo 1858 do
mesmo gene. Como a maioria das seqiiéncias analisadas neste trabalho permaneceu com a C
na posicao 1858, a quase auséncia de mutagbes na regido pré-core foi compativel com os
dados da literatura.

No estudo também foi verificada a presenca de algumas substituicdes que podem
aparecer como exclusiva de cada gendtipo, mais que isoladas ndo sd0 necessariamente

suficientes para determinar o genétipo. Na posicdo 1721, por exemplo, foi verificada a
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substituicdo de uma G por uma A em todas as amostras do gendtipo F, ja a substituicdo C para
T/1802 e G para T/1803 n&o mostrou relagdo, 0 mesmo aconteceu com as substituicdes A
para T/1850 e C para T/1858 presentes tanto em amostras do genétipo F comodo D e A. A
baixa taxa de mutagdes juntamente com a baixa diversidade genotipica observada na regido
sugere que o VHB que circula na regido tenha uma historia evolutiva recente. Um outro fator
gue também merece ser ressaltado é que a coleta de amostras desses pacientes for realizada
antes que eles fossem submetidos a qual quer tratamento com antiviral.

Para finalizar este trabalho vale ressaltar a importancia de alguns pontos
anteriormente abordados. Dentre esses 0 Estado do Amazonas apresenta uma prevaléncia
intermediaria de infeccdo pelo VHB, porém aguns municipios apresentam uma elevada
endemicidade. E uma doenca importante que depois de 18 anos da introducdo da vacina,
continua fazendo as pessoas adoecerem causando inclusive oObitos. SO em 2006 foram
registrados 25 novos casos da doenca no Estado, povos indigenas como os do vale do rio
Javari, por exemplo, estdo totalmente infectados pelo VHB. Apesar disso, ainda existem
poucas informagdes disponiveis sobre a variabilidade genética das cepas de VHB circulantes
na regido. Portanto acredita-se ter cumprido os objetivos propostos no inicio deste trabalho,
dentre esses sequenciar e determinar os gendtipos do VHB que circulam no Estado do
Amazonas contribuindo assim para uma melhor interpretagdo desses variantes na regiéo.

Lembrado ainda que este trabalho consiste na continuidade de um estudo pioneiro
gue iniciou em 2001 com a padronizacdo da técnica da PCR para o diagnéstico molecular,
seguenciamento e identificacdo das cepas de VHB que circulam na Amazobnia brasileira, até
entdo desconhecidas. Este estudo trouxe, portanto, além do conhecimento cientifico dos
variantes VHB, uma melhoria da qualidade de vida para os portadores do virus, pois todos os

individuos que participaram do estudo tiveram como contrapartida, a oportunidade de ter seu



83
diagndstico clinico esclarecido e, de acordo com os resultados e as recomendagdes clinicas,
muitos foram submetidos a terapia adequada e até encaminhados para transplante de figado.

Acreditamos assim, ter cumprido a proposta inicia deste estudo, porém com a
certeza de que muito ainda precise ser feito, sobretudo a continuidade da caracterizacdo das
cepas e quantificacBo da carga viral, que € uma importante ferramenta no seguimento

terapéutico e a questdo do escape vacinal que precisa ser exaustivamente estudado.
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6 CONCLUSOES
Os resultados obtidos no presente estudo nos permitiram fazer as seguintes
conclusdes:
1. O DNA VHB foi detectado em 85% das amostras submetidas a amplificacdo do gene
S,
2. A andlise filogenética com base nas seqiiéncias do gene S identificou os genétipos A,
DeFouH,
3. Ogendtipo A foi o mais frequiente seguido dos gendtipos F/H e D;
4. O gendtipo A encontra-se amplamente distribuido no Estado do Amazonas,
5. Os gendtipos F e H, tipico de etnias indigenas, foram mais freqlientes em amostras de
individuos naturais dos municipios do interior do Estado;
6. Pelo menos uma sequéncia apresentou um perfil sugestivo de um novo gendétipo do
VHB néo relacionado aos descritos na literatura utilizados como controle externo;
7. A mutacdo pré-core no nt. 1896 que causa stop cédon no gene C foi detectada em uma
Unica amostras de um paciente do gen6tipo D com cirrose hepética;
8. A mutacdo da posicdo 1858 relacionada a auséncia de resposta a terapia com
interferon foi detectada em 3/25 (12 %) das sequéncias;

9. Quatro amostras apresentaram mutacfes no gene S relacionado ao escape vacinal.
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ANEXO I
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL

DIRETORIA DE ENSINO, PESQUISA E CONTROLE DE ENDEMIAS COORDENADORIA
DE PESQUISA
GERENCIA DE VIROLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Investigador: CintiaMara Costa de Oliveira
Instituicio: Fundagéo de Medicina Tropical e Universidade Federal do Amazonas
Telefone: (092) 238-1711 (092) 238-1711  Ramal: 200

Titulo: Analise molecular e implicagBes biol6gicas do virus da hepatite B, em pacientes naturais do
Estado do Amazonas

Patrocinador e Executor: Fundacédo de Medicina Tropical e Universidade Federal do Amazonas

Descricao e objetivos do estudo
Este € um estudo biatecnol 6gico. Seu proposito € investigar 0s aspectos da biologia molecular do virus
da hepatite B (VHB) que infectam os pacientes na Amazdnia.

Eu recebi a explicacdo de que eu serei participante deste estudo. Minha participacéo € absolutamente
voluntéria

Este estudo tem por objetivo a andlise molecular da estrutura gendmica do virus da hepatite B,
na Amazb6nia Ocidental brasileira. Se eu voluntariamente concordar em participar do estudo,
ser & colhida uma amostra de sangue na quantidade de 5 M|, de onde seré isolado o virus, para
extracao, amplificacdo e sequenciamento das regides de interesse para analise molecular e para
se estabelecer o diagndéstico molecular dos mutantes do virus de hepatite B pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Nao precisarei realizar outros testes laboratoriais e nem precisarei de
hospitalizacdo. Todos os procedimentos ser 8o realizados em apenas uma ocasido. As amostras de
sangue ndo ser do utilizadas para outros fins além dos relacionados ao estudo.

Retirada de amostras de sangue: o seu maior desconforto € no momento em que a pele for ferida
por uma agulha.

Riscos associados ao estudo

Beneficios

Participando deste estudo, eu ndo obterei qualquer beneficio adicional, mas estarei contribuindo
paraum conhecimento de possiveis mutantes do virus da hepatite B naregiéo.

Confidenciaidade e avaliagdo dos registros

Minha participacdo neste estudo serd confidencial e os registros ou resultados dos testes
relacionados ao estudo ser&o mostrados apenas a representante da FMT/IMT-AM, bem como a
autoridades normativas nacionais e internacionais, com o objetivo de garantir informactes de
pesquisa clinica ou para fins normativos. Minha identidade permanecer4d sempre na
confidencialidade. Serei ressarcido por eventuais despesas decorrentes da participagdo na
pesquisa, bem como podere ser indenizado diante de eventuais despesas decorrentes do estudo.
O patrocinador me assegura que isto acontecerd, de acordo com as normas/lels regulatdrias de
protecdo nacionais e/ou internacionais.

Direito aretirada do estudo

Eu tenho o direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou conhecidos para
mim durante minha participacdo neste estudo.
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Eu serel natificado com referéncia a qualquer nova informagéo relacionada com o estudo, eu
serel capaz de contatar Cintia Mara Costa de Oliveira, cujo numero de telefone é (092) 238-1711,
Ramal 200.

Eu tenho direito deretirar minha participagdo neste estudo a qualquer momento.

Participagéo voluntaria

A minha participacdo neste estudo é voluntéria. Se eu recusar a participagdo neste estudo, ndo
haver & qualquer tipo deretaliacéo ou perda de beneficios a que eu tenha direito.

Eu tenho direito de manter uma cépia assinada deste documento.

Consentimento p6s-informagéo

Apos ter recebido informacdes claras sobre o contelido deste termo, livremente, expresso meu

consentimento, eu concor do com minha participacdo, como sujeito, no estudo.

Data / /

Assinatura— Paciente

Data / /

Assinatura— Pesquisador Responsavel

Impressdo
datiloscopica
(p/n&o alfabetizado)
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i ANEXO Il
QUESTIONARIO INDIVIDUAL DO PROJETO

“ANALISE MOLECULAR E IMPLICACOESBIOLOGICASDO ViIRUSDA HEPATITE B, EM
PACIENTESNATURAISDO ESTADO DO AMAZONAS”?

I- IDENTIFICACAO DO PACIENTE N° do prontuério:

1. Nome: 2.Sexo: [JF [IM
3. ldade: 4,

Naturalidade:

5. Ender eco:

6. Municipio:

7. Tempo em que vive neste local: 8. Procedéncia:

II. ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS
1. Grau deinstrucéo: 2. Ocupacéo:

I1l. FONTES DE CONTAGIO
1. Houve contato com suspeito de hepatite? ( ) sm ( ) n&o. Quando?
2. Trabalhanaéreadesaide? ( )sim ( ) n&o.
3. Assinalar as ocorréncias pertinentes nos Gltimos 6 meses:
() transfusdo de sangue, componentes ou derivados. Data provavel / /
( )usodedrogasinjetaveis ( ) tatuagem ( ) manicureem saldo ( ) barbeiro( ) acupuntura
()cirurgia( ) tratamento dentério( ) endoscopia( ) injecdo ( ) homossexualismo ( )
doencas sexualmente transmissiveis. Qual?
4. Compartilha um dos seguintesitens? ( ) roupaintima( ) escovadedentes( ) aparelhode
barbear/ depilar ( ) mat. de manicure( ) seringaseagulhas( ) utensilios domeésticos (copo, prato,
talher).
5. Presenca delesdesnapele( ) ssim () ndo. Tipo
6. Etilismo? () sm () ndo. Tempo:
7. Ingtitucionalizado? () sim ( ) n&o. Onde?
8. Nos ultimos meses fez algumaviagem () sim () n&o. Local:
IV. ASPECTOS CLINICOS
1. Hipo6tese diagnéstico: ( ) Agudo( ) Cronico( ) Portador assintoméatico
2. Datadoiniciodossintomas____/ l_
4. Antecedentes de hepatite? ( ) sim () nado
5. Foi vacinado contra hepatite B? () sm () ndo
6.gravida? () Sm( ) ndo.
V. OBSERVACOES:

VI. RESULTADO DOS TESTES SOROL OGICOS

Marcador Amostra base

Anti-HAV IgM [ ]Pos [ ]1Neg
HBsAg [ 1Pos [ ] Neg
Anti-HBc IgM [ TPos [ ] Neg
HBeAg [ 1Pos [ ]Neg
Anti-HBe [ TPos [ ] Neg
Anti-HCV [ 1Pos [ ]Neg
HCV RNA [ TPos [ ]Neg
Anti-HD IgM [ 1Pos [ ]Neg
Anti-HD total [ 1Pos [ ] Neg
Anti-HEV IgM [ 1Pos [ ]Neg
Anti-HEV 1gG [ 1Pos [ ]Neg
Anti-HBc total [ 1Pos [ ]Neg

Data da entrevista / /
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ANEXO IV
Mltiplo alinhamento das 50 sequiéncias nucleotidicas do gene S isoladas de pacientes naturais do estado do
Amazonas.
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ANEXO V
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