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RESUMO

As hepatites B e D séo endémicas na Amazonia Ocidental Brasileira, mas poucos estudos tém
buscado investigar a variabilidade genética de ambos os virus. O virus da Hepatite B (VHB)
tem uma alta variabilidade genética, sendo definidos oito genotipos distintos (A-H). O virus
da hepatite D (VHD), na atual classificacdo, também é sugerido apresentar oito genétipos (I-
VIII). O presente estudo teve o objetivo de descrever os gendtipos do virus B e D na
Amazodnia Ocidental Brasileira. Selecionamos 190 amostras de portadores cronicos do virus
da hepatite B, sendo que, destas, 50 apresentavam infeccdo dupla com o VHD. As amostras
de soro do VHB foram submetidas a genotipagem por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), com iniciadores tipo especificos. Em amostras reativas para 0 VHD RNA
por RT-PCR foi realizada a genotipagem por Andlise do Polimorfismo do Tamanho de
Fragmentos de Restricdo (RFLP). Foi detectado o gendtipo A como o mais freqliente em 91
participantes (56,5%), seguido pelo F em 41(25,5%), e 0 D em 29 (18,0%). Na genotipagem
para 0 VHD encontramos somente o gendtipo I11. Este estudo mostrou que os gendtipos A, D
e F do VHB e o genétipo Il do VHD, representam 0s genotipos predominantes na Amazonia
Ocidental Brasileira.

Palavras chaves: 1.Virus Hepatite B 2.Virus Hepatite D 3. Genotipos 4. Amazoénia Ocidental
Brasileira
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ABSTRACT

Hepatitis B and D are endemic in the Western Brazilian Amazon region , but few studies have
been conducted to investigate the genetic variability of both viruses. The hepatitis B virus
(HBV) has a high genetic variability, with eight different genotypes defined (A-H). In present
classification hepatitis D virus (HDV) is also supposed to present eight different genotypes (I-
VIII). The aim of this study was to describe the genotypes of the virus B and D of the Western
Brazilian Amazon region. We selected 190 samples of chronic carriers with HBV and 50 of
them presented double infection with HDV. The serum samples of HBV were submitted to
the genotyping through Polymerase Chain Reaction (PCR), with type-specific “primers”. In
the reactive samples for HDV RNA by RT-PCR was used the genotyping by Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (RFLP). The genotype A of HBV was detected as the most
frequent, in 91 participants (56,5%), following by genotype F, in 41 (25,5%), and genotype D,
in 29 (18,0%). In the HDV genotyping, we found only the genotype Ill. This study showed
that the genotypes A, D and F of VHB and the genotype Il of HDV represented the
predominant genotypes in the Western Brazilian Amazon.

Key words: 1. Hepatitis B Virus 2. Hepatitis D virus 3. Genotypes 4. Western Brazilian
Amazon
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INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, houve um enorme avango nas pesquisas referentes as hepatites
virais. Atualmente, reconhecemos diferentes agentes etiologicos, causadores de doencas
infecciosas de evolucdo aguda e crénica, 0s quais sdo citados como virus da hepatite A, virus
da Hepatite B, virus da hepatite C, virus da hepatite D (delta), virus da hepatite E, virus da

hepatite F e virus da hepatite G .

As infecgdes pelo virus das hepatites B (VHB) e D, ou Delta, (VHD) constituem dois
graves problemas para a saude pablica em certas regides do mundo e estima-se que existam
aproximadamente 17 milhGes de pessoas infectadas pelo VHD, entre os 350 milhdes de
portadores crénicos do VHB. Os individuos com infeccdo dupla por VHB e VHD tém risco
maior de desenvolver doenca hepética severa e maior de letalidade, quando comparados aos

pacientes com infeccdo Unica por VHB (HADLER et al., 1992; FATTOVICH et al., 2000).

O virus da Hepatite Delta é um virus defectivo que necessita do antigeno de superficie
do virus da Hepatite B (HBsAQ) para sua sintese e replicacdo (RIZZETTO et al., 1980). O
estado de portador cronico, definido do ponto de vista sorolégico como persisténcia do
antigeno de superficie do VHB (HBsAQ) por mais de seis meses, constitui provavelmente, o
principal fator epidemiolégico para a disseminacdo do VHD em areas de alta endemicidade,
como na Amazébnia Brasileira. (BENSABATH et al.,, 1987; FONSECA et al., 1987;

FONSECA et al., 1994).

Em certas &reas da América do Sul, tais como a Venezuela, Peru, Colémbia, Bolivia e
Brasil, a infec¢do pelo VHD tem sido associada a surtos de hepatites fulminantes, com altas
taxas de morbidade e mortalidade (HADLER et al., 1984; LJUNGGREN, 1985; BUITRAGO

et al., 1986; BENSABATH et al., 1987).
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Na Amazonia brasileira, estudos pioneiros sobre a frequéncia do Antigeno Australia
foram realizados por Bensabath e Boshel (1973) que caracterizaram a alta endemicidade da
infeccdo pelo VHB na regido. Posteriormente, inquéritos soro-epidemioldgicos confirmaram a
elevada prevaléncia do VHB na Amazoénia Ocidental, sendo ainda agravada pela co-infecgédo
ou superinfeccdo pelo VHD (GAYOTTO et al.,, 1984; GARBES-NETO et al.,, 1995;

KIESSLICH, 1996).

Apesar de muitos estudos mostrarem esta regido como de alta prevaléncia, até o
momento existem poucos registros dos gendtipos circulantes de ambos os virus, considerando
as diversas areas geograficas da bacia amazonica, bem como a crescente importancia do papel

dos gendtipos na histdria natural de ambas infeccdes.

1.1 Virus da Hepatite B

1.1.1 Historico do VHB

Na década de sessenta, a descoberta do virus da hepatite B impulsionou as pesquisas
das hepatites virais. Em 1965, Baruch Blumberg e colaboradores, um geneticista que
trabalhava no National Institute of Health (NIH), na Filadélfia, descobriu no soro de um
aborigine Australiano um antigeno que reagia com o soro de dois doentes hemofilicos
politransfundidos, ao qual foi atribuido o nome de antigeno Australia.

A associacdo desse antigeno com a hepatite B foi feita em 1968, por Alfred Prince, do
New York Blood Center (PRINCE, 1968), a0 demonstrar que 0 mesmo antigeno estava
relacionado com a hepatite pos-transfusional, recebendo o nome de antigeno de superficie da
hepatite B (HBsAg). Ainda em 1968, Okochi e Murakami, no Japao, também observaram a
associacdo do antigeno Australia com o desenvolvimento de hepatites pos-transfusionais, em

receptores de unidades transfusionais positivas para este antigeno.
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A particula viral integra do VHB foi visualizada pela primeira vez por Dane et al., em
1970, sendo entdo denominada “particula de Dane”. No ano seguinte, Almeida et al. (1971),
apos aplicacdo de detergente, verificaram que a particula de Dane era constituida por um
involucro externo e um nucleo, sendo que o involucro externo correspondia ao antigeno
Australia, que passou a designar-se antigeno de superficie do virus B (HBsAQ).

Em 1972, Magnius e Espmark, utilizando testes de imunodifusdo, descobriram um
novo antigeno, o antigeno “e” do virus da hepatite B (HBeAg), como marcador de replicacao
viral.

Em 1988 foi identificada a seqliéncia completa de nucleotideos do genoma do VHB, o
qual foi clonado a partir do soro de um chimpanzé infectado (VAUDIN et al., 1988).

A vacinacao contra a hepatite B, como atividade de rotina de satde publica no Brasil,

teve inicio em 1989, no Municipio de Labrea, e, em seguida nos municipios dos rios Purus,

Jurué e Médio Solimdes (JUAREZ, 1991).

1.1.2 Estrutura do VHB

O virus da hepatite B é um virus DNA, de 42nm, classificado na familia
Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus. Trés tipos de particulas relacionadas ao virus
podem estar presentes no sangue de individuos infectados. Duas delas ndo sdo infecciosas,
sendo, no entanto, imunogénicas. A terceira, denominada particula de Dane, constitui o virion
completo do VHB (DANE et al., 1970). Esta, contém um nucleo composto pelo antigeno do
core (HBcAg) e o antigeno ‘e’ (HBeAg), uma molécula individual de DNA, parcialmente
dupla, e uma DNA-polimerase (HOOFNAGLE et al., 1981). O nucleo é envolvido por um

envelope contendo os principais determinantes antigénicos de superficie (LEE, 1997).
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O genoma do virus consiste em cerca de 3200 pares de base, contendo quatro
estruturas de leitura sobrepostas, corrrespondentes aos genes C, S, P e X, responsaveis pela
expressao das proteinas do nucleocapsideo e do antigeno “e”, proteinas do envelope viral;

polimerase e fatores de transcricdo, respectivamente. (LEE, 1997) (Figura 1). Um esquema do

genoma do virus da hepatite B pode ser visto na figura abaixo.

833

o )
Y & X(154aa) =

Figura 1 - Representacdo esquematica dos componentes do VHB e seus antigenos
associados (Adaptado de WEI et al., 1994).

1.1.3 Epidemiologia do VHB

Os achados epidemiolégicos e modos de transmissdo do VHB variam muito de acordo
com a endemicidade da infeccdo nas diferentes regides do mundo, como pode ser observado
na figura 2.

A endemicidade do VHB pode ser classificada em trés diferentes padrdes,
determinados a partir da prevaléncia do HBsSAg e anti-HBc e o modo de transmissdo

predominante (DAMME; VELLING, 1998).
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Endemicidade Portadores % Soroprevaléncia Vias de Transmissao
Geral %
Alta 8-20 70-90 Perinatal Horizontal
Intermediaria 2-7 20-55 Horizontal
Baixa 0-2 <20 Sexual Parenteral

Quadro 1 - PadrGes de endemicidade e vias de transmissdo do VHB. Adaptado (DAMME;
VELLING, 1998).

S4o consideradas areas de alta endemicidade o continente africano, o sudeste da Asia,
Ilhas do Pacifico, a China, alguns Estados da Indonésia, parte do Oriente Médio, e alguns
paises do leste Europeu e o Norte da América do Sul. Nestas areas, a infeccdo € adquirida na
infancia geralmente por transmisséo perinatal ou horizontal, levando a um maior ndmero de
portadores cronicos (DAMME; VELLING, 1998; MADDREY, 2000).

As areas de endemicidade intermediaria incluem parte do Oriente Médio, América do
Sul e Central, Asia Central e algumas regides do Sudeste e Leste Europeu. Nestas areas, 0
modo de transmissdo predominante é horizontal e sexual, atingindo todos 0s grupos etarios.
(MADDREY, 2000).

As areas de baixa endemicidade compreendem a América do Norte, Ocidente
Europeu, Australia e algumas regides da América do Sul. Nestas, a maioria das infec¢fes
ocorrem em adultos jovens e adultos, em geral a transmissdo é por via parenteral ou sexual

(MADDREY, 2000).
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Distribuicao Mundial da Infec¢ao Crénica por
HBV

350 milhées de individuos portadores cronicos

-

HBsAg Prevaléncia
O >8% - Alta
B 2-7% - Intermediaria

Fonte: CDC . <2% - Baixa

Figura 2 - Distribuicdo geografica mundial da infeccdo crénica por VHB.
Adaptado de CDC, 2007.

No Brasil, a distribuicdo do VHB € heterogénea. A regido Sul é considerada area de
menor endemicidade, enquanto que as regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste de
endemicidade intermediéria, e a regido Amazonica, o Estado do Espirito Santo e a regido
Oeste do Estado de Santa Catarina sdo considerados de alta endemicidade (SOUTO, 1999;
SILVA & PINHO, 2001).

Na Amazobnia Brasileira o padrdo epidemiologico das infecgdes pelo VHB néo €
uniforme em toda a regido. As areas consideradas de alta endemicidade localizam-se
principalmente nos vales dos rios Jurua, Purus e Madeira, na Amazo6nia Ocidental, e no vale
do rio Tapajos na Amazonia Oriental (BENSABATH et al., 1987; FONSECA et al., 1988).

Estudo realizado entre gestantes residentes na Amazonia Ocidental, confirmou uma alta
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prevaléncia do antigeno de superficie na populacdo de estudo, particularmente na regido dos
rios Jurua e Purus, identificando elevada viremia entre algumas pacientes, indicando um risco

potencial de transmisséo vertical. (KIESSLICH, 2003b)

1.2 Virus da Hepatite D (Delta) - VHD

1.2.1 Histérico do VHD

O virus da hepatite D foi descoberto em 1977 por Rizzeto et al. (1977), em Turim,
Italia, enquanto examinavam bidpsias hepaticas de pacientes portadores do antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg). Este novo antigeno foi denominado de antigeno
Delta. No inicio dos anos 80, pesquisadores reconheceram que a particula antigénica estava
coberta com o antigeno de superficie do VHB. O antigeno entdo encontrado foi associado nas

formas mais graves de hepatite B, aguda ou crénica (RIZZETO et al., 1980).

Em 1986, o genoma viral do VHD foi clonado e seqiienciado, 0 que permitiu
estabelecer caracteristicas que o destacam como Unico entre os virus que infectam animais,
porém compartilna semelhancas com os virus que infectam plantas (DAROS; FLORES,

1995).

1.2.2 Estrutura do VHD

O virus da hepatite D (VHD) € o Unico representante da familia Deltaviridae, género
Deltavirus (GERIN, 1994). E um virus defectivo, que depende da presenca do VHB para

replicar (NEGRO; RIZZETO, 1995).
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O VHD ¢ constituido por uma pequena particula esférica, com diametro de 36 a 43
nm, encapsulada pelo antigeno de superficie do virus B (HBsAg) (HE et al., 1989). Esta
capsula, além de assegurar a integridade do VHD, também é importante para que o virus delta
possa completar seu ciclo bioldgico. O nucleocapsideo € composto pelo antigeno da hepatite
Delta (HDAQ) e o0 genoma do VHD.No seu interior encontra-se o nucleocapsideo de 19 nm de
didmetro.

O antigeno do VHD (HDAQg) é composto por duas proteinas: uma curta denominada
de S — AgHD e outra longa chamada de L — AgHD (RIZZETTO et al., 1977). Ambas sédo
idénticas, exceto pelo fato que a forma L contém 19 aminoacidos a mais na extremidade do
carbono terminal. A proteina curta € requerida para a replicacdo viral RNA, enquanto a
proteina longa inibe a replicacéo e promove o empacotamento do RNA (KUO et al., 1989).

O genoma viral é formado por um RNA circular de hélice simples de 1,7 Kb,
semelhante com os virus RNA das plantas. (TAYLOR, 1990). A particula viral constitui-se de
2 componentes: o envelope viral, cuja origem ¢é do VHB , e 0 RNA gendmico ligado ao

antigeno delta (Figura 3).

S-HBsAg s L-HDAg
-HDA
L-HBsAg S-HDAg
M-HBsAg — " HOV RNA
VHB VHD

Figura 3 — Representacdo esquematica do virus da hepatite D. Adaptado de SUREAU, 2006.
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1.2.3 Epidemiologia do VHD

A hepatite por virus Delta (VHD) nédo pode se manifestar sem a coexisténcia de VHB,
por isso as caracteristicas epidemioldgicas de ambas encontram-se relacionadas. A

distribuicdo geografica da Hepatite Delta pode ser observada na figura 4.

Distribuicao Geografica do VHD

-%—8 Talwan
lihas Pacifico

] Alta
Intermediaria
Baixa
Muito Baixa
Sem Dades

Figura 4 — Distribuicdo geografica de infeccdo cronica pelo VHD.
Adaptado de CDC, 2007.

Em geral, o padrdo de infeccdo pelo VHD acompanha a prevaléncia do VHB, com
algumas particularidades. Em paises com baixa prevaléncia de portadores, como os EUA e
Austrélia, ocorre também baixa prevaléncia da infec¢cdo (CDC, 2007).

Ja em paises com prevaléncia moderada ou alta de VHB, como no Sul da Itélia, parte

da Radssia e Roménia, a prevaléncia da infeccdo pelo VHD é alta. Porém, em outras regies
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como o norte da Itdlia, Espanha, Turquia e Egito que também apresentam moderada
prevaléncia de VHB, o VHD ocorre com freqliéncia moderada (CDC, 2007).

O VHD ¢é mais prevalente nos paises mediterraneos e do Oriente Médio, na Africa
sub-sahariana, e no norte da America do Sul, onde predomina na bacia Amazoénica. Estudos
realizados na regido Amazoénica tém relatado um padrdo de doenca mais grave, acometendo
grupos populacionais em surtos epidémicos, com elevada morbidade e mortalidade,
conhecidos como “Hepatite Fulminante de Labrea”; no Brasil, “Hepatite Fulminante de Santa
Marta”, na Colombia e “Hepatite Fulminante da Tribo Yucpa”, na Venezuela (HADLER et al,

1984; BENSABATH et al., 1987; BUITRAGO et al 1986).

Estudos realizados no Brasil, ndo tém registrado a presenca de infec¢cdo no restante do
pais. (FIGUEIREDO MENDES 1984; STRAUSS et al.,1987; LYRA et al.,1991). No Mato
Grosso foram registrados cinco casos sugerindo a contaminacdo do VHD através da migracao
interna devido a proximidade com os Estados do Acre e Amazonas (RIBEIRO; SOUTO,

2000).

1.3 Genotipos do VHB e VHD

A variabilidade genética do VHB e VHD tém sido objeto de inimeros estudos
recentes, que tém buscado avaliar seu impacto sobre a evolucao clinica, sobre o diagndstico

imunologico e molecular, alem da resposta terapéutica.

Em termos de variabilidade genética, além de mutacOes decorrentes da pressdo imune,
diferentes genoétipos de ambos os virus tém sido descritos, 0s quais compreendem formas
estaveis, resultantes de alteragfes ao acaso, selecionadas ao longo da evolugdo. (WEBER,
2005). Para o VHB, ao todo, oito gendtipos sdo descritos no mundo, identificados pelas letras

de A a H, os quais divergem entre si em mais de 8% do genoma completo (OKAMOTO et al.,
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1988; NAUMANN et al., 1993; NORDER et al., 1994; STUYVER et al., 2000; ARAUZ-
RUIZ et al., 2002). Para o VHD, a classificacdo atual estima uma variabilidade semelhante a
do VHB, ao classifica-lo também em oito clados, designadas pelos nimeros de 1 a 8. Para 0s
genomas do VHD conhecidos atualmente, o percentual de divergéncia na seqiiéncia de

nucleotideo varia de 19 a 38% , entre seqliéncias de diferentes genotipos (DENY, 2006).

1.3.1 Distribuicdo Geografica dos Gendtipos do VHB

Antes do advento das técnicas moleculares, a classificacdo das variantes antigénicas permitiu
a identificacdo de nove subtipos diferentes: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+
e adrg- (COUROUCE-PAUTYet al., 1983). Em 1988, Okamoto e colaboradores
sequenciaram o genoma completo do VHB e identificaram os gendtipos A, B, C e D.
Posteriormente, 0s genotipo F, E, G e H foram descritos seqiiencialmente. (NAUMAN et al,

1993; NORDER et al., 1994; STUYVER et al., 2000; ARAUZ-RUIZ et al., 2002).

Analise filogenética tem mostrado que o gendétipo F pode ser classificado em dois
clados: uma da Ameérica Central e outra da América do Sul (ARAUZ-RUIZ et al., 1977b;
2002). Outra subdivisdo do gendtipo F tem definido trés clusters, designado I, II, Il e IV
(MBAYED et al., 2001), sendo que o cluster Ill corresponderia ao genétipo H (ARAUZ-

RUIZ et al., 2002).

Stuyver et al. (2000) descreveram o genétipo G em soro de pacientes franceses e
americanos com infecgdo cronica pelo VHB. Observaram, ainda, uma inser¢do de 36
nucleotideos (12 aminoacidos) na parte terminal do HBcAg, e a presenca de dois codons de

terminacdo na regido pré-core (TAA no cédon 2 e TAG no cddon 28).
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Arauz-Ruiz et al. (2002) propuseram um oitavo genétipo VHB, o gendtipo H, isolado

em cepas virais da Nicaragua, México e Estados Unidos. Estes autores identificaram, através

de analise filogenética, um ramo que se distanciava das seqliéncias do gendtipo F, embora

apresentasse similaridade com este. Na comparacao de 82 sequiéncias completas, observaram

divergéncias de 6.8 a 17.1 % entre 3 cepas que poderiam representar um novo genatipo.

O Quadro 2 representa 0s genotipos e os subtipos do VHB, e a figura 5 a distribuicéo

dos gendtipos no mundo.

Gendtipo Subtipo Distribuicao Geogréfica
A Adw2, aywl Noroeste da Europa,EUA, Africa Central,india
B Adw2, Aywl Indonésia, China, Vietna
Aywl Vietna
C Adw2 Leste Asiatico
Adrg+ Coréia, China, Japdo, Taiwan
Adqgr-,ayr, adr Polinésia, Coréia, China, Japdo, Australia,
EUA, Vietna
D Ayw2, ayw3 Regido Mediterranea
Ayw4 india, Russia, EUA
E Ayw4 Africa Ocidental
F Adw4g- Polinésia, Estados Unidos (raro)
Adw2, ayw4 América Central e do Sul, Europa
G Adw2 Europa, EUA
H Adw4 América Central e do Sul

Quadro 2 - Distribuicdo geografica dos gendtipos e subtipos do VHB. Adaptado de KAO,

2002; WEBER, 2005.
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DISTRIBUICAQ GEOGRAFICA DOS
GENOTIRPOS; DO VHB

Adaptado de TENGAN: ARAUJO, 2006.

Figura 5 — Distribuicdo geografica dos gendtipos do VHB no mundo.

Adaptado de TENGAN e ARAUJO, 2006.

O gendtipo A, embora pandémico, é encontrado principalmente no Noroeste da
Europa, América do Norte, Africa e India e os gen6tipos B e C ocorrem em as populacdes do

Sudeste da Asia e Extremo Oriente. (OKAMOTO et al., 1988; NORDER et al., 1993).

O genotipo D, também € pandémico, porém ocorre com maior frequéncia no Sudeste
Europeu, Africa do Norte, na India, e no Oeste e Sul da Africa (BOWYER et al., 1997;
NORDER et al., 1993). O gendtipo E é caracteristico de populagdes do Oeste e Sul da Africa
e 0 gendtipo F, é caracteristico de populagdes nativas da America Central e do Sul, sendo o
mais divergente do ponto de vista filogenético (BOWYER et al., 1997; NORDER et al., 1994;
ARAUZ-RUIZ et al., 1997b; NORDER et al., 1993; BLITZ et al., 1998; MBAYED et al.,

1998). Este gendtipo seria originario do Novo Mundo, enquanto que a presenca de genotipos
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A e D na América do Sul estaria relacionada a imigracdo proveniente do Nordeste e Sudeste

da Europa.

De ocorréncia mais rara, o gendtipo G foi descrito na Franca e Estados Unidos,
enguanto o genotipo H, o dltimo a ser identificado, € também caracteristico de amerindios,
supondo-se que tenha se diferenciado do genotipo F, a partir dos primeiros genomas

ancestrais comuns estabelecidos. (STUYVER et al., 2000).

A prevaléncia dos genétipos de VHB no Brasil ainda ndo esta bem estabelecida devido
a escassez de estudos em algumas regides do pais. A distribuicdo das diversas regides do
Brasil, mostra a predominancia dos genotipos A, D e F (CARRILHO, 2001; CONDE, 2001;

TELES et AL., 2002; SITNIK, 2002).

Os avancos na area da biologia molecular tém permitido comparacdes filogenéticas
entre as seqliéncias gendémicas do VHB, habilitando hipoteses de rota de transmissédo do VHB
com a migracgdo de portadores séos. O gendtipo do VHB encontrado em um individuo € mais
relacionado ao seu pais de origem, ou ao local de residéncia na infancia, do que a sua

residéncia atual. (GASPAR e YOSHIDA,1987).

A distribuicdo geografica do VHB no Brasil, segundo os subtipos foi descrita por
Gaspar e Yoshida (1987). Segundo os autores, na regido Norte, ha predominancia do subtipo
adw4 (provavel genotipo F), na regido Nordeste prevalece o subtipo adw2 (provavel genétipo
A), na regido Sudeste, colonizada por portugueses e imigrantes da Italia, Espanha, Libano e
Japdo, entre outros, ocorre maior incidéncia do subtipo adw2 (provavel genotipo A), seguido
do ayw3 (provavel genotipo D). Na regido Centro-Oeste, 84% dos subtipos de VHB sdo
adw?2 (geno6tipo A), e no Sul, a maior incidéncia de determinante y (ayw2 e ayw3) decorre da
ascendéncia européia da populacdo, principalmente italianos e alemédes (GASPAR e

YOSHIDA, 1987; NAUMANN et al., 1993).
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Atualmente, diversos sdo os métodos para determinar os genoétipos dos virus das
hepatites B . O padrdo ouro para genotipagem € a analise por sequenciamento do genoma
completo, ou partes deste, porém os procedimentos sdo complexos e extensamente laboriosos,
0 que inviabiliza a aplicacdo em larga escala, em amostras clinicas (OKAMOTO et al., 1988).
Outras metodologias tém sido empregadas como alternativa para reducao de custo e do tempo
para obtencdo do resultado, tais como iniciadores especificos, ensaios sorologicos, RFLP, e
técnicas de hibridizacdo. Uma limitacdo importante desta metodologias citadas é a baixa
acuracia para detectar populacdes mistas. Evidéncias crescentes tém indicado que
recombinacfes entre gendtipos sdo possiveis e que infecces com mdltiplos gendtipos, ou
repetidas infeccbes com o mesmo genotipo também podem ocorrer (BOLLYKY et al., 1996,
OWIREDU et al., 2001; SUGAUCHI et al., 2002).

Finalmente, o mais recente método de genotipagem tem sido baseado na PCR em
Tempo Real. Trata-se de uma reacdo de PCR cuja detec¢cdo dos produtos de amplificacdo é
simultanea a amplificacdo. Apresenta como vantagens a alta sensibilidade, alta capacidade de
amplificar grande nimero de amostras simultaneamente, baixo risco de contaminacdo, alta

precisdo e reprodutibilidade(WEIZEL, 2006).

1.3.2 Distribuicéo geografica dos Gendtipos do VHD

Trés genotipos tém sido bem identificados: I, 1l e Ill. Recentemente 04 novos
gendtipos tém sido classificado por Radjef et al., 2004 (gendtipo V), distribuido em Taiwan e

ilhas de Okinawa, e gendtipos V — VII, encontrado no oeste e Africa .
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No Quadro 3 representa a classificacdo atual dos genotipos do VHD.

Clade Genotipo proljstﬁi)rf?;;?a do I\:JC?SZZO Tar(r:]a;)nho Referéncia
VHD-1 I Italy-A20 X04451 1679 Wang et al., 1986
VHD-2 la Japan-S X60193 1683 Imazeki et al., 1991
VHD-3 I Peru-I L22063 1676 Casey et al., 1993
VHD-4 Ib TW-2b AF018077 1676 Wu et al., 1998
VHD-5 dFr-910 AJ584848 1697 Radjef et al., 2004
VHD-6 dFr-48 AJ584847 1687 Radjef et al., 2004
VHD-7 dFr-45 AJ584844 1672 Radjef et al., 2004
VHD-8 dFr-644 AJ584849 1680 Radjef et al., 2004

Quadro 3 - Nomenclatura proposta para oito clados do VHD (1-8) do género Deltavirus
(Adaptado DENY, 2006).

O gendtipo | é o de mais ampla distribuicdo geografica, prevalece nos Estados Unidos

da América do Norte (CASEY et al., 1993), na Europa, principalmente Italia, Franga, Grécia,

Oriente médio, oeste da Asia e Sul do Pacifico (NIRO, 1997).

O gendtipo 11 tem sido encontrado somente no leste da Asia, especialmente em Taiwan

e Japdo (LEE, 1996) e o seu padrao clinico da doenca foi associado a um curso mais

moderado ao do genotipo | (SAKUGAWA et al., 1999).
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O genotipo 11 foi encontrado somente na América do Sul (CASEY et al., 1993; 1996),
na Colémbia (BUITRAGO et al., 1986) e na Venezuela (HADLER, 1983). No Brasil, estado
do Amazonas (KIESSLICH et al., 2003a) caracterizou o gendtipo Ill em amostras de
gestantes procedentes dos rios Jurua, Purus e regido do Médio Amazonas. Este gendtipo
parece ser relacionado com formas de hepatite fulminante, em particular aquelas que se
verificam nas regifes do norte da Ameérica do Sul. Estudos de Nakano e colaboradores (2001)
detectaram que o VHD genotipo 111 associado com o genotipo F do VHB circula entre indios

Yucpas na Venezuela e esta associado em surtos de hepatite fulminante.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Identificar os genotipos do virus da hepatite B (VHB) e Hepatite D (VHD) em

individuos procedentes da Amazonia Ocidental Brasileira.

2.2 Especificos

2.2.1 Identificar os gendtipos do virus B (VHB), em amostras de soro de individuos

HBsA(Q reativos;

2.2.2 Descrever a freqiéncia dos genétipos do VHB segundo a naturalidade do

portador cronico;

2.2.3 ldentificar os genétipos do virus delta (VHD), em amostras de soro de individuos

VHD RNA positivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo de Estudo

Estudo descritivo sobre a frequéncia dos gendtipos do virus da hepatite B (VHB) e do virus da
hepatite D (VHD), entre individuos procedentes da Amazonia Ocidental Brasileira.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP), da

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas — FHEMOAM, cujo

numero de processo foi 06/2002.

3.2 Populacgéo de Estudo

A populagdo de estudo foi constituida por amostras de soro de individuos

cronicamente infectados pelo virus da Hepatite B.

3.2.1 Amostras

Foram selecionadas 190 amostras de soro reativas para HbsAg ha mais de seis meses.
Destas, 130 eram de doadores de sangue do interior e da capital do Amazonas, e 60 amostras
eram de pacientes atendidos no Ambulatério de Hepatites Virais da Universidade Federal do

Amazonas. A sele¢do foi realizada no periodo de dezembro 2003 a novembro de 2006.

3.2.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao

3.2.2.1 Critérios de Incluséo
e Ser reativo para o marcador HBsAg, ha mais de 6 meses ;
e Ser procedente da Amazonia Ocidental Brasileira;

e Ter idade superior a 18 anos e inferior a 60 anos.
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3.2.2.2 Critérios de Excluséo
e Ser reativo para os virus da Hepatite C (anti-VHC), virus da Imunodeficiéncia

Humana adquirida (anti-HIV) e virus linfotropico das células T humanas (anti-HTLV)

3.3 Fluxo de Procedimento

Portador Crbnico

HBsAg (+)

VHD

ELISA

GENOTIPAGEM
Iniciadores tipo-

especificos Anti-Delta

RT - PCR

Figura 6 — Fluxo de procedimento. VHD - RNA

GENOTIPAGEM

RFLP
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3.4 Coleta e Armazenamento das amostras

Foram coletados cerca de 10 mL de sangue total de cada participante, em tubo sem
anticoagulante. Apos centrifugacdo a 3.500 rpm, durante 10 minutos, aliquotas de soro, com
aproximadamente 1 mL, foram estocadas a — 20 °C para os testes sorologicos, e a —70°C

destinadas aos testes moleculares.

3.5 Pesquisa de Marcadores Sorologicos

Foram empregados testes imunoenzimaticos comerciais do tipo ELISA, para a
deteccdo de HBsAg (MUREX/Abbot, EUA), anti-HBc (Biomerieux, Franca), anti-VHC, anti-
HIV e anti-HTLV /Il (MUREX/Abbott, EUA), sendo estes realizados na rotina de triagem
soroldgica de doadores, no Laboratério de Sorologia da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Amazonas - FHEMOAM.

Amostras de pacientes provenientes do Ambulatério Aradjo Lima, foram testadas no
Laboratorio de Pesquisa da Fundacdo HEMOAM, com 0s mesmos conjuntos diagnosticos
empregados nas amostras de doadores.

Além dos marcadores descritos acima, foram pesquisados anticorpos dirigidos contra
0 antigeno delta  (DIASORIN, Italia), em todos os participantes, sendo estes também
realizados no Laboratorio de Pesquisa do Hemocentro do Amazonas.

Para a deteccdo de anticorpos contra o anticorpo do virus da hepatite delta utilizou-se
um ensaio imunoenzimatico baseado no principio do tipo competitivo simultaneo. Os pogos
das microplacas estavam revestidos com antigeno delta recombinante, constituindo os
antigenos em fase solida. A amostra a ser testada foi adicionada a cada cavidade, juntamente
com os anticorpos anti-VHD marcados com a enzima peroxidase. Os anticorpos anti-VHD da

amostra e os anticorpos anti-VHD marcados com a enzima peroxidase competiram pelo



36

antigeno em fase sélida. Se a amostra continha anti-VHD, a reacgéo era incolor. A intensidade
da coloracdo medida por um espectrofotdmetro, indicava, de maneira inversamente
proporcional, a presenca dos anticorpos anti-VHD da amostra. As leituras do valor de
absorbancia para amostras foram comparadas com um valor limite determinado com base na

absorbancia média do calibrador, conforme a bula do fabricante (DIASORIN, Italia).

3.6 Procedimentos Moleculares

3.6.1 VHB

3.6.1.1 Extracdo do DNA do VHB

Foi utilizado o protocolo de extracdo do kit comercial QlAamp DNA (QIAGEN,
Alemanha), conforme instrucdo do fabricante.

Adicionou-se 20 puL de proteinase K em 200 pL de soro e 200 pL de tampéo de lise.
Incubou-se a 56°C por 10 minutos. Em seguida adicionou-se 200 pL de etanol 96%. Esta
solucgéo foi transferida para tubo contendo a coluna de purificagdo, a quali centrifugada a
8.000 rpm por um minuto. Descartado o material que passou, a coluna foi lavada com tampao
500 pL de tampdo AWL1 e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. Descartado o liquido
resultante, foi realizada nova lavagem com 500 pL de tampdo AW2, e centrifugado a 14.000
rpm por 3 minutos. Para eluir o DNA, foi adicionado 50 pL de tampé&o AE e o produto obtido

foi armazenado a -20°C até o momento do uso.
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3.6.1.2 Genotipagem do VHB por Iniciadores Tipo-Especifico

Amostras identificadas como HBsAg positivas foram submetidas ao sistema de
genotipagem utilizando-se nested PCR com iniciadores tipo-especifico que determinam os
genotipos A , B, C, D e F do virus da hepatite B, de acordo com a metodologia descrita por
Naito et al., 2001(Figura 7). A primeira PCR amplifica a regido da superficie do VHB, pré-
Sle S e geram produtos de 1.063 pb. A segunda PCR consiste em duas misturas especificas
para os gendtipos. A Mistura A é especifica para os genétipos A,B e C e a mistura B €

especifica para os genotipos D, E e F.

HBV genome
ni 2848 172 I
r pre-51 pre-51 5 |
Pl— 1063 bp +—51-2
Ist PCR pre-S1 pre-S2 8 |

!

Ind PCR with rﬁne—spel:iﬁc primers

Mix B-2 Mix A-2

19 b 68 b
Type D Hllllihﬂit ml:nhmlﬂ Type A

281 bp
TypeE Bt &m B BBIR Type B
97 by 111
Type F [IFll__p_le mﬁncm Type €

Figura 7 — Estratégia para a genotipagem do VHB por PCR usando os iniciadores tipo-
especificos. (Adaptado de NAITO et al., 2001)
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3.6.1.2.1 Preparacao dos Iniciadores

Os iniciadores utilizados nas reacgdes para a amplificacdo do genoma do HBV foram: P1,
S1-2, B2, BALIR, BB1R, BC1R, BD1, BE1, BF1, B2R (NAITO et al., 2001) sintetizados pela

empresa Life Technologies (Quadro 4).

Iniciadores Sequéncia® (posicao, polaridade e especificidade)
Primeira PCR
Pl e, 5°-TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-39 (nt 2823-2845, sense universal,)
SL-2eieeee e 5-CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-39 (nt 685704, antisense, universal,)
Segunda PCR
Mix A
B2 5-GGC TCM AGT TCM GGA ACA GT-39 (nt 67-86, tipos A to E sense, especifico,)
BALR ..o 5°-CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-39 (nt 113-134, tipo A antisense,especifico,)
BBIR.....oiieieee e 5-CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A-39 (nt 324-345, tipo B, antisense,especifico)
BCLR....oiiiciicieeee s .5"-GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-39 (nt 165-186, tipo C antisense,especifico)
Mix B
BD1 ..o 5-GCC AAC AAG GTA GGA GCT-39 (nt 2979-2996, tipo D sense,especifico,)
BE1......... 5-CAC CAG AAA TCC AGA TTG GGA CCA-39 (nt 2955-2978, tipo E sense,especifico)
BF1 ........ 5-GYT ACG GTC CAG GGT TAC CA-39 (nt 3032-3051, tipo F sense,especifico)

B2R...oiiieeeeee e 5-GGA GGC GGA TYT GCT GGC AA-39 (nt 3078-3097, tipos D to F ,antisense,especifico)

Legenda: ? “M” representa um nucleotideo que poderia ser tanto uma A ou uma C; o “Y” representa um nucleotideo que
Eoderia ser tantouma C ouuma T.
A seqiiéncia para o “primer” P1 foi determinada por LINDH et al. (1998).

Quadro 4 — Sequéncia de iniciadores usados para a genotipagem do VHB por nested PCR. Adaptado
de NAITO et al. (2001)

3.6.1.2.2 Metodologia da nested PCR

a) Primeira PCR: Cada microtubo continha a mistura de 50 pL da reacdo constituida
por 37,8 uL de agua ultrapura, 5 pL de tampdo 10X (Promega Gold Star) contendo 500mM
KCI, 100 mM Tris HCI (pH 8.3), 15 mM MgCI2, 1% Triton X-100, 160ug/mL BSA, 2mM
cada dNTP (pH 8.2-8.4); 1 pL de cada um dos iniciadores contendo 50 pMol cada: P1 e S1-2
e 0,2 pL de Taq Platinum DNA polimerase (Life Technologies), acrescentaram-se 5 pL de
amostra extraida. As amostras foram submetidas a repetidos ciclos de variacdo de
temperatura, que consistiu de 1 ciclo de 95°C por 5 minutos para desnaturagdo; 40 ciclos de
94°C por 20 segundos (desnaturacéo), 58°C por 20 segundos (anelamento), 72°C por 1 minuto

(extensdo), 1 ciclo de 72°C por 5 minutos e 4°C por tempo indeterminado.
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A cada protocolo da reagdo foi acrescentada uma amostra de dgua como controle
negativo e uma amostra como controle positivo.

b) Segunda PCR: A cada 49 puL da mistura da segunda Mix/PCR, constituida por
39,8uL de &gua Milli Q, 5 pL de tampédo 10X (Promega Gold Star), 1 pL de cada um dos
“iniciadores” contendo 50 pMol cada: B2, BA1R, BBI1R, BCIR, para 0 Mix A, e 0s
“oligonucleotideos” BD1, BE1, BF1, B2R para 0 Mix B; e 0,2 pL de Tag DNA polimerase
(Life Technologies), foi adicionado 1 pL do produto da primeira reacdo de PCR. As amostras
foram submetidas a repetidos ciclos de variacdo de temperatura, que consistiu de 1 ciclo de
95°C por 5 minutos para desnaturacdo; 20 ciclos de 94°C por 20 segundos (desnaturagéo),
58°C por 20 segundos (anelamento), 72°C por 30 segundos (extensdo), mais 20 ciclos de 94°C
por 20 segundos (desnaturagdo), 60°C por 20 segundos (anelamento), 72°C por 30 segundos
(extensdo), 1 ciclo de 72°C por 5 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

A cada protocolo da reacdo foi acrescentada uma amostra de agua como controle

negativo e uma amostra como controle positivo.

3.6.1.2.3 ldentificacdo do Produto da PCR

Apos a amplificacdo, a identificacdo do produto obtido pela nested PCR, foi realizada
por eletroforese em gel de agarose 2,5%. Para isto, foram aplicados 6 pL do produto final
misturado com 2 pL de tampédo de amostra (glicerol 40% e azul de bromofenol 0.1%) em gel
de agarose 3% preparado em tampéoTris-Borato EDTA (TBE 0.5X) com 0.005% de brometo
de etidio. O controle positivo e 0s negativos, além de um marcador de peso molecular de 50pb

(Life Technologies), foram também aplicados ao gel.
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O Mix A permitiu a deteccao especifica dos produtos de PCR para os gendtipos A, B,
C; e 0 Mix B permitiu a deteccdo dos gendtipos D, E e F. Os produtos de PCR genotipo
especifico foram reconhecidos claramente pelos diferentes tamanhos na eletroforese. Assim,

0s tamanhos para os respectivos genotipos foram:

e Gendtipo A 68 pb
e GenodtipoB  281pb
e GendtipoC 122 pb
e GenodtipoD 119pb
e GendtippE 167 pb

e Genotipo F 97 pb

3.6.2 VHD

3.6.2.1 Extracédo do RNA do VHD

Foi utilizado o protocolo de extracdo do kit comercial QIAamp RNA (QIAGEN,
Alemanha), conforme a instrucdo do fabricante.

Adicionou-se 560 pL de buffer AVL preparado contendo o carrier RNA em 140 pL
de soro. Incubou-se a temperatura ambiente (15 a 25°C) por 10 minutos. Em seguida
adicionou-se 560 pL de etanol (96-100%). Em seguida 630 pL desta solucgéo foi transferida
para tubo contendo a coluna de purificagdo, e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto.
Descartado o material que passou, trocou-se a coluna para um tubo limpo e transferido mais
630 pL para a coluna de purificacdo, e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. Descartado o
material que passou, a coluna foi lavada com tampéo 500 pL de tampdo AW1 e centrifugado
a 8.00 rpm por 1 minuto. Descartado o liquido resultante, foi realizada nova lavagem com 500

puL de tampdo AW?2 e centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos. Para eluir o RNA, foi
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realizado uma dupla eluicdo, usou-se 2 vezes 40 ul de Buffer AVE e armazenado a -70°C até o

momento de usar.

3.6.2.2 Preparacdo dos Iniciadores

Os iniciadores usados para a sintese do cDNA foram randémicos, comercialmente
disponiveis (Invitrogen Life Technologies). Para a PCR utilizou-se os iniciadores 5414 e 5415
(Quadro 05) conforme protocolo da literatura (Casey, 1996)

Os iniciadores foram diluidos com &gua ultrapura na concentragdo de 50 pMoles

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

A Posicéo Pares
Nome Sequéncia
Genoma Base
5414 |5’- GAG ATG CCA TGC CGA CCC GAA GAG -3’ 883-906 405
5415 |5-GAA GGA AGG CCC TCG AGA ACA AGA -3’ 1288-1265

Quadro 5 — Iniciadores do VHD utilizados na reagdo da PCR.

3.6.2.3 RT-PCR VHD

Em todas as amostras de soro positivas para o marcador anti-delta foi realizada a
deteccdo do VHD RNA através da técnica de semi-nested RT-PCR, de acordo com a

metodologia descrita por Casey et al. (1996).

3.6.2.3.1 Sintese do cDNA

O extrato RNA foi transferido para um tubo de 0,5 mL e submetido a desnaturagdo por
3 minutos. Cerca de 1 pg de RNA foi adicionado a 10 pL de reacdo de transcricdo reversa
contendo 4,5 pg/uL de iniciador randémico (Invitrogen Life Technologies, USA), 0,1mM de
DTT (Invitrogen Life Technologies, USA), 200 mM de cada desoxinucleotideo trifosfato

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen Life Technologies, USA), 10 unidades de inibidor



42

ribonuclease (RNaseOUTTM Invitrogen Life Technologies, USA), 200 unidades de
Transcriptase reversa. Esta solucdo contendo o material a ser transcrito foi submetido a
repetidos ciclos de variacdo de temperatura, em um termociclador (Eppendorf Mastercycler
gradient), que consistiu de 1 ciclo de 37°C por 15 minutos; 1 ciclo de 42°C por 15 minutos; 1
ciclo de 95°C por 5 minutos e 1 ciclo de 72°C por 7 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

Nesta etapa, 0 RNA viral presente na aliquota através da acao da transcriptase reversa
foi totalmente transcrito em DNA complementar (cDNA). O cDNA sintetizado foi entdo

adicionado diretamente a reacéo de amplificacdo ou armazenado a -20° C.

3.6.2.3.2 Determinacdo qualitativa do VHD RNA (Amplificacdo do cDNA)

Um total de 10 puL de cDNA foi amplificado em 40 pL a mistura da reacdo, contendo
20 mM de Tris-HC(pH 8.0), 50 mM de KCI, 50 mM de MgCl2, 10 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 25 pmoles de oligonucleotideos
5414 e 5415, 5 unidades de Tag Polimerase (Invitrogen Life Thecnologies). Esta solucdo
contendo o material a ser amplificado foi submetido a repetidos ciclos de variagcdo de
temperatura, em um termociclador (Eppendorf Mastercycler gradient), que consistiu de 1
ciclo de 95°C por 5 minutos para desnaturacdo; 35 ciclos de 94°C por 1 minutos
(desnaturacao), 55°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensdo), 1 ciclo de
72°C por 5 minutos e 4°C por tempo indeterminado. O produto final obtido deveria produzir
um fragmento de aproximadamente 405 pares de base.

Para cada reacdo da PCR foram incluido um controle positivo e um controle negativo

(4gua).
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3.6.2.4 Genotipagem do VHD por Analise do Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos

de Restricdo (RFLP) com por Enzima de Restricdo Sma |

As amostras positivas para 0 HDV RNA foram submetidas a genotipagem atraves da
metodologia RFLP. O produto amplificado obtido foi digerido com a enzima de restricao,
Sma | (Invitrogen Life Thecnologies) a partir da seguinte reacdo : 5 uL do produto da PCR
foram incubados por 2 horas a 37°C, com 5U da enzima de restricao.

Esta técnica permite a deteccéo especifica dos produtos da PCR para os genotipos I, 11
e 11 (CASEY et al.,1996). Os sitios de restricao da enzima Smal encontram-se abaixo:

5-CCC GGG-¥»
3-GGG CCC-¥%

Esta metodologia ja foi validada em estudo anterior, comparando-a com o
sequencimento direto dos produtos da PCR (CRISPIM et al., 2005).

3.6.2.4.1 Identificacdo do produto por RFLP com enzima de restri¢cdo

Apds a incubacdo com a enzima Sma I, a identificacdo do produto da digestdo foi
detectado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Para isto, foram aplicados no gel 10
uL do produto digerido, ao qual foi adicionado 2 pL do tampao de amostra (glicerol 40% e
azul de bromofenol 0,1%). Na corrida utilizou-se o tampdo tris-borato EDTA (TBE 1X) .
Controle positivo e o controle negativo, além de um marcador de peso molecular de 50 pb
(Invitrogen TM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), foram também aplicados no gel.
Apos a corrida, o gel foi visualisado e analisado em sistema de fotodocumentagdo, com
transiluminador UV (Vilber Lourmar). O produto da digestdo foi analisado de acordo com o
quadro abaixo :

Gendtipos Analise do produto digerido

I 227 pb + 178pb
I 405 pb (ndo digere)
| 298 pb + 107 pb

Quadro 6 — Polimorfismo dos genotipos baseado na analise por RFLP do produto do VHD-RT-PCR
usando enzima restricdo Sma |
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da Populacdo Amostral

A populacéo de estudo foi constituida por 54 individuos do sexo feminino (28,4%) e
136 do sexo masculino (71,6%), cuja média de idade foi 38,0 anos (DP=9,5) e 37,0 anos
(DP=10,6), respectivamente.

Na tabela 8 encontra-se a distribui¢cdo do nimero de amostras de doadores de sangue e
pacientes, segundo a sub-regido de nascimento, de acordo com o Anuéario Estatistico do

Amazonas (2001).

Tabela 1

Distribuicdo das amostras segundo a sub-regido de nascimento dos participantes

Doador Paciente

Sub-regibes Amazonas e N N N %
outros Estados
1.Alto Solimdes 05 01 06 3,2
2. Jutai/Solimdes/Jurua 04 04 08 4,2
3. Purus 11 13 24 12,6
4. Jurua 10 16 26 13,7
5. Madeira 03 03 1,6
6. Alto Rio Negro 01 01 02 1,1
7. Rio Negro/Solimdes 58 14 72 37,9
8.Médio Amazonas 06 01 07 3,6
9. Baixo Amazonas 01 - 01 0,5
10. Outras UF Norte 18 09 27 14,2
11. Demais regides (*) 13 01 14 7,4
Total 130 60 190 100,0

(*) Individuos procedentes da Amazdnia Ocidental Brasileira
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O maior percentual de amostras foi proveniente da sub-regido Rio Negro/Solim&es 72/190
(37,9%), a qual inclui os municipios de Manaus, Anamd, Anouri, Autazes, Careiro, Coari,
Codajés, Manacapuru e Manaquiri, onde se concentra a maioria da populacdo do Estado do

Amazonas.

4.2 Anélise dos Genotipos do VHB

Entre as 190 amostras de soro submetidas para genotipagem do VHB, somente 161
(84,7%) puderam ser genotipadas pela metodologia com iniciadores tipo-especificos, sendo que
29 (15,3%) ndo amplificaram na PCR.

Na Figura 8 encontra-se o perfil eletroforético obtido apds amplificacdo dos produtos da
nested PCR, com iniciadores especificos, correspondentes aos trés gendtipos encontrados no
presente estudo. O Mix A permitiu a deteccdo especifica dos produtos da PCR para o genotipo A,
correspondente a 68pb; e o Mix B permitiu a deteccdo dos genotipos D e F, correspondente a

119pb para o gendtipo D e 97pb para o genotipo F.

Gendtipo A Gendtipo D Gendtipo F
Mix A Mix R Mix R

119 bp

68 bp 97 bp

Figura 8 — Perfil eletroforético de amostras amplificadas por nested PCR utilizando iniciadores
especificos. O produto final amplificado corresponde a 68pb para o gendtipo A, 97 pb gendtipo F e 119 pb
gendtipo D. M-marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life Technologies).
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Os resultados dos genoétipos do VHB das 161 amostras mostraram a presenca dos
genotipos A, D e F, sendo que o gendtipo mais frequente foi o A, encontrado em 56,5% (n=91)
das amostras. O segundo genotipo mais frequente foi o F 25,5% (n=41), seguido do gendtipo D
18,0% (n=29). A distribuicdo dos gendtipos encontrados entre as 161 amostras esta representada

na Figura 9.

56,5%

O Gendtipo A
B Genétipo D
O Gendétipo F

25,5% 18,0%

Figura 9 — Distribuicdo dos genétipos do VHB procedentes da Amazobnia Ocidental
Brasileira  (n=161).

4.2.1 Distribuicdo dos Gendtipos do VHB de acordo com a Naturalidade do Participante

Em nosso estudo, foram incluidos individuos procedentes de diferentes areas da
Amazonia Ocidental brasileira. Para a apresentacdo dos resultados, optou-se por analisar 0s
gendtipos segundo a sub-regido de nascimento do participante.

A Tabela 2 apresenta a distribuicdo dos genoOtipos, segundo a naturalidade do
participante, onde se observa que o genotipo A € predominante em todas as microrregides, 0
genotipo D é encontrado com maior freqiiéncia entre os individuos cuja naturalidade e de
outras regides do pais, enquanto o geno6tipo F encontra-se distribuido em todas as sub-regides

de modo uniforme.



Distribuicéo dos gendtipos do VHB, segundo a naturalidade do participante.

Tabela 2

a7

Sub-regibes Amazonas e Genotipos VHB Total
outros Estados A D

n % n % n % n

1.Alto Solimdes 03 75.0 - - 01 25.0 04
2. Jutai/Solimdes/Jurua 03 42.8 02 28.6 02 28.6 07
3. Purus 11 50.0 05 22.7 06 27.3 22
4., Jurua 13 52.0 03 12.0 09 36.0 25
5. Madeira 01 33.3 - - 02 66.7 03
6. Alto Rio Negro 01 50.0 - - 01 50.0 02
7. Rio Negro/Solimdes 30 55.5 10 18.5 14 25.9 54
8. Médio Amazonas 06 85.7 - - 01 14.3 07
9. Baixo Amazonas 01 100.0 - - - - 01
10. Outras UF Norte 15 68.2 04 18.2 03 13.6 22
11. Demais regifes(*) 07 50.0 05 41.4 02 14.3 14

TOTAL 91 56.5 29 18.0 41 25.5 161

(*) Individuos procedentes da Amazénia Ocidental Brasileira

4.2.2 Distribuicao dos Gendtipos do VHB de Acordo com a Reatividade para Anti-Delta

Testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos anti-delta foram realizados em 190

amostras de soros de individuos reativos para o0 HBsAg, procedentes das diversas areas da

Amazoénia Ocidental Brasileira. Entre as amostras estudadas, 50 (26,3%) amostras foram

positivas para o anti-delta e as demais 140 (73,7%) foram negativas para este marcador

soroldgico.
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Oanti-delta reativo

Oanti-delta nao
reativo

Figura 10 — Distribui¢do dos gendtipos do VHB de acordo com a reatividade anti-delta.

A tabela 3 apresenta os resultados dos genotipos do HBV de acordo com a reatividade
para anti-delta. Ndo houve diferenca significante entre os genétipos do VHB a reatividade
para anti-delta, embora tenha ocorrido uma freqiiéncia maior do gendétipo A entre 0s pacientes

n&o reativos para anti-delta e de F entre os pacientes anti-delta reativos.

Tabela 3

Distribuicdo dos gendtipos do VHB, de acordo com a reatividade para anti-delta.

L. Anti-Delta Anti-Delta Total
Genotipos . ~ .
HBY reativo N&o Reativo
n % n % n %
A 18 45,0 73 60,3 91 56,5
D 7 175 22 22,0 29 18,0
F 15 37,5 26 18,2 41 25,5
Total 40 100,0 121 100,0 161 100,0

Qui-quadrado=4,28 p=0,11
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Entre as 50 amostras anti-delta positivas que foram submetidas para genotipagem
do VHB, somente 40 (80%) puderam ser genotipadas pela metodologia com iniciadores tipo-
especificos, sendo que 10 (20%) nao amplificaram na PCR.

Na Tabela 4 apresenta-se a distribuicdo dos genoétipos do VHB, segundo a
naturalidade de acordo com as sub-regides nas quais foram detectados os individuos anti-delta
reativos, na qual observa-se que o gendtipo A é predominante em todas as microrregides,
seguido do genotipo F e D.

Tabela 4

Distribuicdo dos gendtipos do VHB, segundo as sub-regides em que foram
detectados os individuos anti-delta reativos

Sub-regibes Amazonas Gendtipos VHB Total
e outros Estados A D F

n % n % n % n
1.Alto Solimdes 01 100,0 - - 01
2. Jutai/Solimdes/Jurua 01 33,3 02 66,7 - 03
3. Purus 03 333 01 11,1 05 55,6 09
4. Jurud 09 474 02 105 08 42,1 19
5. Madeira - - 01 100,0 01
6. Alto Rio Negro 01 50.0 - - 01
7. Rio Negro/Solimdes - 02 66,7 01 333 03
10. Outras UF Norte 03 100,0 - - 03

TOTAL 18 450 07 175 15 375 40
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4.3 Analise dos Genétipos do VHD

43.1RT-PCRdo VHD

Das 50 amostras positivas para anti-delta, 34(68%) foram positivas para 0 VHD RNA,

sendo que 16 (32%) amostras ndo amplificaram na RT-PCR. O tamanho do fragmento

amplificado nesta etapa, como esperado, correspondeu a cerca de 405pb, conforme Figura 11.

405pb

Figura 11 — Perfil Eletroforético dos Produtos de amplificacdo do RNA do VHD por RT-PCR. 1 - 10
Amostras positivas para 0 RNA viral a partir dos iniciadores 5414 e 5415; 11 — controle positivo. M —
Marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen Life Technologies).

4.3.2 Genotipagem VHD através de Enzima de Restri¢éo

Todas as 34 amostras positivas para 0 VHD RNA foram submetidas a genotipagem
com a enzima de restricdo Smal (Invitrogem Life Technology). O genotipo identificado nas
34 amostras amplificadas foi somente o gendtipo 111, sendo que ndo encontramos 0s gendtipos
I e Il do VHD. O produto da digestdo encontrado no genotipo Il é caracterizado por dois

fragmentos de 107 pb e 298 pb respectivamente, como mostra a figura 12.



51

405ph

298bp

107 pb

Figura 12 — Resultado da genotipagem por enzima de restricdo. M — marcador de peso molecular
(Ladder de 100 pb); os numeros 1, 3, 5 e 7 com 405 pb representam amostras ndo digeridas; Os
nameros 2, 4 e 6 representam amostras digeridas com a enzima de restricdo Smal com 107 pb e 298
pb; e os nimeros 9 e 10 os controles positivo digerido e negativo respectivamente.
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5. DISCUSSAO

As amostras de soro selecionadas para este trabalho, representam um amplo aspecto da
populacdo amazonense, visto que o Estado do Amazonas recebe um grande nimero de
migrantes procedentes de varias regides, particularmente da Amazonia Ocidental, constituida
pelos Estados do Acre, Roraima, Ronddnia, além do Amazonas. O mesmo acontece com 0S
pacientes do Ambulatorio de Hepatites Virais da Universidade Federal do Amazonas, que
recebe individuos oriundos do interior do Amazonas, e de outros Estados da regido Norte, que
se deslocam de seu municipio em busca de diagnostico. O maior percentual de amostras
obtidas foi representado por participantes cujo local de nascimento foi a sub-regido Rio
Negro/Solimdes (37,9%) que inclui Manaus e municipios proximos a Manaus, devido a
maior proximidade dos centros de diagndstico.

Houve predominio do sexo masculino (71,2%) no universo do estudo, devido aos
participantes serem doadores de sangue, em suas maioria, com uma razao entre 0 Sexo
masculino e feminino igual a 2,5.

Genotipos do VHB

O método de genotipagem empregado permitiu a detec¢cdo dos gendétipos do VHB em
161 amostras (84,7%). Apesar de 29 amostras nado terem sido amplificadas, possivelmente
devido a uma baixa carga viral, podemos considerar também problemas na especificidade
dos iniciadores empregados, em decorréncia de possivel variabilidade genética do VHB, na
regido geografica estudada.

Os genotipos B, C e E do VHB nao foram encontrados em nossas amostras, uma vez
que sdo gendtipos encontrados em populacdes da Africa e Sudeste da Asia, embora,
paciente procedente de Angola, e raros casos dos gendtipos B e C foram descritos entre

imigrantes asiaticos. (STINIK et al; 2002; STINIK et al; 2004 ).
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Os gendtipos G e H nao foram pesquisados, devido a metodologia utilizada no
presente estudo detectar somente os genotipos de A — F. Ressalta-se que o gendtipo G foi
raramente encontrado entre pacientes dos Estados Unidos e Franca, tendo sido isolado em
trés pacientes, no Rio de Janeiro. (STUYVER et al., 2000; BOTTECCHIA et al., 2006).

Neste estudo a genotipagem das amostras do VHB mostrou que 54,6% pertenciam ao
gendtipo A, o qual foi 0 mais prevalente , e 25,8% o0 gendtipo F o segundo mais freqiiente, e
19,6% gendtipo D o qual foi o menos freqliente.

Na Amazoénia Ocidental e Oriental estudos tém confirmado um predominio do
gendtipo A, seguido pelo F, sendo o D menos freqliente o que confirma os nossos achados.
(CONDE et al, 2004; VIANA et al, 2005; OLIVEIRA; 2007). Nas demais regides brasileiras,
o0s estudos também demonstram o genotipo A como o mais prevalente no pais ( DE CASTRO,
2001; STINIK et al , 2004; TELES et al, 1999; MORAES, 1996)

A analise da freqiéncia dos genotipos segundo a naturalidade dos participantes,
permitiu observar que o genétipo A foi predominante em todas as sub-regides estudadas, que
0 gendtipo D é encontrado com maior freqliéncia entre os individuos de outras regiGes do
pais, enquanto que o gendtipo F encontra-se distribuido em todas as sub-regides de modo
uniforme.

A maior prevaléncia de infec¢cdo com o gendtipo A, o qual é pandémico, poderia ser
explicada pelos intensos movimentos migratérios de europeus e africanos para o Brasil,
durante a colonizagio, uma vez que este gendtipo é caracteristico da Europa, América, india e
Africa.

O gendtipo D, caracteristico de paises mediterraneos, Estados Unidos e india foi o
menos freqlientemente encontrado na Amaz6nia Ocidental, sendo, entretanto, o mais
prevalente entre individuos, cuja naturalidade era de outras regides geograficas brasileiras,

sugerindo uma introducdo mais recente na regido amazonica.
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O gendtipo F, o segundo mais freqiientemente encontrado, é o mais distante do ponto
filogenético, sendo caracteristico das populacdes amerindias, o que pode refletir uma antiga
segregacdo dos gendtipos entre o Velho e o Novo Mundo. Sua ocorréncia foi bastante
semelhante entre as sub-regiGes, confirmando a sua circulacdo entre as populacdes
amazonicas. No estudo de Bertolini et al (2000), o genoétipo F foi detectado em 77,3% dos
casos em trés comunidades indigenas da regido amazonica.

A genotipagem das amostras provenientes de cinco paises da América Central
(Nicaragua, Costa Rica, Guatemala, El Salvador e Honduras) detectou a presenca do genotipo
F em 79% das amostras, além de 14% do genotipo A, 6% do D e 1% do C, reforcando o F
como o gendtipo nativo da regido (ARAUZ RUIZ et al., 1997a).

Importancia clinica dos genétipos de VHB

A associagdo entre os gendétipos do VHB com a historia natural da infec¢do e com a
resposta ao tratamento tem sido extensivamente investigada. Na Asia, onde os gendtipos B e
C sdo prevalentes, o genétipo C tem sido associado a um maior risco de cirrose e
hepatocarcinoma, em contraste com o genétipo B (KAO,2002). Achados similares tém sido
reportados no Japdo, uma vez que, em individuos com cirrose foi detectado um maior nimero
de pacientes com genotipo C comparado ao genétipo B (KOBAYASHI et al.,, 2002).
Hepatocarcinoma tem sido mais prevalente em pacientes com gendtipo C do que o geno6tipo B
na China e Japdo (ORITO et al., 2001; DING et al., 2001).

Em relacdo a soroconversdo do HBeAg para anti-HBe € mais freqliente entre
individuos infectados com o genétipo B do que o genétipo C (ORITO, 2001;.CHU et al,
2002; SUMI et al, 2003; KAO, 2003; YUEN et al, 2004).

Os gendtipos do VHB também tém sido relacionados a resposta terapéutica. Pacientes
com gen6tipos C e D tém uma baixa resposta ao interferon alfa quando comparados com

gendtipos A e B e entre pacientes que usam Lamivudine, a resposta tem sido melhor no
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gendtipo B do que no genotipo C (KAO et al, 2000; HOU et al , 2001). E ZOLLNER et al
(2001) observaram que portadores do VHB subtipo adw (indicativo do gendtipo A)
apresentam 20 vezes mais risco de desenvolverem resisténcia a lamivudina do que pacientes
infectados pelo subtipo adw (indicativo do VHB genotipo D da Europa (ZOLLNER et al,
2001).

Estudos prévios sobre a historia da evolucdo do VHB tém sugerido que recombinacéo
inter-gendtipos e complexos padrbes de substituicdo de nucleotideos provocados por selecdo
natural, teriam levado a atual classificacdo. (FARES e HOLMES, 2002)

A evolucdo dos gendtipos do VHB em primatas e humanos é ainda obscura, havendo
duas teorias divergentes para explica-la. A primeira propde que isolados de VHB de uma
mesma localizacdo geografica poderiam ter sofrido cruzamento entre as espécies, isto é, entre
humanos e primatas, ao passo que a segunda propde que todos os gendtipos do VHB
evoluiram de uma cepa ancestral, que se diferenciou quando os humanos migraram da Africa
ha , aproximadamente, 100.000 anos. ( SIMMONDS, 2001; FARES e HOMES, 2002)

E possivel que a infeccdo tenha emergido entre humanos, a partir do contato com
diferentes primatas infectados com genotipos espécie-especificos, semelhantemente, ao que
ocorreu com o HIV. A origem a partir de primatas € suportada pela observacdo de que areas
de alta prevaléncia de VHB em humanos sao aquelas onde o contato e a transmissao cruzada a
partir de primatas sd0 mais provaveis, como a América do Sul, Africa Sub-Sahariana e
Sudeste da Asia. (SIMMONDS, 2001)

Por outro lado, a presenca do F em populagdes nativas da América, é inconsistente
com a presenca dos gendtipos B e C em asiaticos da Mongolia, ja que as duas populagdes sao
geneticamente aparentadas. (SIMMONDS, 2001)

No estagio atual do conhecimento, as hipdteses existentes ndo permitem conclusdes

sobre a origem do VHB.
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Genotipos do VHD

Encontramos em nosso estudo somente o genotipo Il do VHD, confirmando os
achados de estudos anteriores, 0s quais tém reportado que o genotipo Il do VHD ¢ exclusivo
da América do Sul, predominando nas populacGes indigenas da bacia amazbnica. Na
Amazonia brasileira, Kiesslich et al (2003a) caracterizaram pela primeira vez o gendtipo Il
do VHD, entre pacientes oriundos da Amazoénia Ocidental.

Entretanto, estudo em 23 amostras, coletadas em doze municipios do Estado do Acre,
mostrou um predominio do genétipo | em 70% , sendo o gendtipo 111 encontrado em 26%, e
somente um paciente apresentou infeccdo mista do genotipo | e do gendtipo 1l (4%)
(MOLINET, 2004). O genotipo | do VHD foi descrito também por Quintero na Venzuela, que
identificou um caso isolado entre amerindios da Venezuela, possivelmente, relacionado a
transmissdo através de imigrante europeu (QUINTERO et al., 2001).

Estudos realizados no Peru, Coldmbia e Venezuela tém encontrado o gendtipo Il do
VHD associado ao genotipo F do VHB, porém, em nosso estudo ndo observamos associacdo
entre o genotipo 11 e os gendtipos do VHB, uma vez que, em nossa amostra de pacientes com
VHD, 45% apresentavam o gendtipo A, 17,5% o genotipo D e 37,5% o gendtipo F.. (CASEY,
1993; CASEY et al, 1996; NAKANO et al, 2001).

Relevancia clinica dos genétipos do VHD

Considerando a variabilidade genética do VHD e os padres clinicos, atualmente ja
descritos, € possivel sugerir que had uma associagdo entre os gendétipos do VHD e as
manifestacdes clinicas. Estudos realizados tém mostrado que o genotipo | apresenta maior
severidade na agressdo hepatica, quando comparado ao gendtipo Il. Entretanto, diversos
relatos tém indicado o genétipo Il como o mais agressivo, uma vez que este, tem sido

associado a formas graves de hepatites, inclusive fulminantes. Lesdes especificas do figado,
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incluindo células em morula, foram descritas em pacientes com hepatite grave (CASEY et al.,
1993). E considerado que o gendtipo 111 do VHD, em associacdo com o gendtipo F do VHB,
conduziria a uma hepatite aguda severa. Por contraste, o genotipo 1l e 1V estariam associados
a doenca menos severa. (WU et al, 1995). Porém, estudos recentes entre pacientes das ilhas de
Miyako e Okinawa sugerem que a variante 1B, que na nova classificacdo corresponde ao
gendtipo IV, levaria a uma maior progressao para hepatite cronica e cirrose (WATANABE et
al, 2003). Certamente, outros fatores como o tempo, a duracdo da infeccdo, a carga viral, o
aparecimento de mutacdes, o genotipo do VHB e a imunidade do paciente podem contribuir
para a historia natural da infeccdo. (DIEYE et al. 1999; LE GAL et al, 2005; WU et al., 2005).

A associacdo de um genoOtipo, em particular genotipo Ill, com a forma grave de
hepatite que ocorre na regido norte da América do Sul, apdia a hipdtese que fatores genéticos
do VHD possam ser determinantes na patogénese da hepatite Delta. A proteina curta (S-
HDag) é necessaria para a replicacdo viral do RNA e a proteina longa (L-HDag),
especificamente a regido do carbono terminal, inibe a replicacdo e promove o empacotamento
do RNA do virus. A principal diferenca entre os genotipos do VHD reside no carbono
terminal da proteina longa do HDAg e no grupo amino(N) terminal. E possivel que as
diferencas nestas regides entre os diferentes gendétipos, determinam variacGes na capacidade
do empacotamento do RNA viral com 0 HBsA(g, graus variaveis de inibi¢do da replicacdo do
RNA do virus, ou diferentes interacbes com fatores do hospedeiro, incluindo o sistema
imunoldgico (CASEY et al., 1993).

Outra caracteristica genotipica que poderia estar relacionada com a patogénese, é que a
estrutura formada pelo genotipo 111, apresenta diferengas em rela¢do ao genétipo I. O gendtipo
| exibe uma estrutura particular de bases pareadas, esta estrutura é requerida para a maxima
edicdo do RNA. No caso do gendtipo 11, as bases pareadas sdo interrompidas por uma série

de 5 aminoacidos na regido da sequéncia a ser editada (CASEY e GERIN, 1998).
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Esta alteracdo na estrutura do gendtipo Ill, pode resultar em uma menor formacao de
ARN, e desta maneira limitar a quantidade de proteina longa. A L-HDAg é postulada para
reduzir a replicacdo genémica e limitar a infeccdo. A diminuicdo desta proteina em pacientes
portadores do genotipo Ill, provocaria um aumento da replicacdo viral, podendo influenciar
na patogénese da hepatite fulminante, causada pelo genétipo I11 do VHD.

Estudos do gendtipo | e 111, em cultura celular, da replicacdo de clones dos genotipos |
e Il demonstrou a forte inibicdo de replicacdo do RNA do Gendtipo | pelo AgHD do
gendtipo Ill, o que poderia ter implicacBes para esclarecer a biologia molecular e a
epidemiologia deste agente, como também para o desenvolvimento de terapias modernas. A
forma curta do AgHD do gendtipo 11 tem as caracteristicas de ligar-se debilmente ao ARN do
gendtipo I. Uma possibilidade alternativa envolve a interacdo direta entre a forma curta do
HDAQg-S dos gendtipos | e I11 de maneira que a atividade da replicacdo do AgHD do genoétipo
| seja inibido. Neste caso, a auséncia de inibicdo da replicacdo do RNA do gendtipo Il pelo
AgHD do Gendtipo | poderia ser explicado se 0 complexo de agHD | — Il alterasse a
conformacdo ou a acessibilidade da regido amino-terminal do AgHD do genétipo I, que é
requerido para a replicacdo do ARN do genotipo |, mas tem pouco efeito para gendtipo I11.
Embora o mecanismo da inibicdo do gendtipo | pelo gendtipo 11, sugere a possibilidade do
gue no ambiente natural, o genotipo 111 pode ter uma competitividade numa coinfec¢do com
ambos 0s gendtipos. A analise adicional desta atividade inibitéria poderia ser usada para
desenvolver terapias para inibir a replicacdo do genétipo | do HDV em pacientes infectados

(CASEY e GERIN., 1998).
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6. CONCLUSOES

Os gendtipos A, D e F do VHB sao os gendtipos prevalentes na Amazonia Ocidental
Brasileira;

O gendtipo A foi o mais freqliente, seguido dos gendtipos F e 0 menos freqliente foi o
gendtipo D;

O gendtipo D foi o gendtipo mais prevalente entre individuos, cuja naturalidade eram
de outras regides geograficas brasileiras;

O genotipo 111 do VHD é o predominante na Amazénia ocidental Brasileira;

N&o ha associagdo entre os gendtipos do VHB e a infeccdo pelo virus D em pacientes
cronicamente infectados;

A metodologia da PCR com iniciadores tipo-especifico utilizada para genotipar o
Virus da Hepatite B e a metodologia da RT-PCR com RFLP utilizada para
genotipar o Virus da Hepatite Delta sdo ferramentas Uteis para o conhecimento dos

genotipos de ambos os virus.
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Abstract

Background: Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis D virus (HOV) represent important public bealth problems in
the Westem Amazon region with repored cases of fulminant hepatitis. This cross sectional study describes HBV
and HDV genotypes circulating in the Brazilian Amazon region.

Methods: HEsAg positive individuals (n= 224) were recuited in Manaus/Amazonas State (130 blood donars from
the Hematology and Hemotherapy Foundation from Amazonas HEMOAM, 80 subjects from outpatient dinic) and
in Eirunepe cty (n=34) from 2003-2009. Most participants (n =153) lived in Manaus, 83 were from 20 remate
isolated municipalities, 8 lived outside Amazonas State. Genotyping was based on PCR products: HEV genotype
A-F spedfic primers, restricted length polymorphism for HDV HOV isolates were directly sequenced (delta antigen
405 nudeotide fragment) and phylogenetic analysis performed (MEGA; neighborjoining, Kimura's two parameter).
Results: Maost participants were young adult males and HEV mongo-infection predominated (70.5%, 158/224).
Amang blood donors, outpatient subjects and individuals from Brunepe, HEV/A prevailed followed by HBV/D and
F (p>005L HEV/A was more frequent in blood donors (p < 0050 HEVC-HDY coinfection rate was 85% in blood
donors (11/130), 65.0% (39/%0) in outpatient subjects and 4700 (16/34) in individuals from Eirurepe. Compared to
blood donors, coirfection was higher in outpatient subjects (85.0% versus B5%; RR =50; T 34-79; p < 0.0001) and
in subjects from Hrunepe (47.0% versus B5%; RR=155; 0 3.059.9; p < 0.0001). HEV-HDV coinfection mtes were higher

in patients from highly endemic remote cities. Only HOV genotype 3 was detected, HBW/F-HOW3 predominated
(20/38; 52.7%), followed by HEV/A-HDVY3 (31.6%; 12/38) and HEWD-HDVY3 (15.8%; 6/38).

Conclusions: The description of HBV and HDV genotypes circulating in the western Amazon can contribute to a
better understanding of their relevance on the regional epidemics. These infections are highly endemic in the
Amazon where their control is challenged by it vast temitorial dimension with small, hard-to-reach municipalities
dispersed into the jungle and populated by diverse ethnic groups.

Keywords: Hepatitis delta virus, Hepatitis B virus, Genotypes, Maolecular epidemiology, Western Amazon, Brazil
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Background

Worldwide more than 350 million subjects have chronic
infection with hepatitis B virus (HBV) and around 15-20
million people are coinfected with hepatitis D virus (HDVW)
[1]. HDV is a defective RNA virus that requires the hepa-
titis B surface antigen (HBsAg) to become infectious [2].
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HBV and HDV share similar transmission routes, primarily
parenteral and sexual routes, but in areas of high en-
demicity as the Amazon basin, vertical and childhood
horzontal transmission of HBV also occurs [34]. Several
reports have shown that chronic HDV-HBV coinfection is
associated with more severe liver disease than chronic HBY
monoinfection [56]. HDV can be acquired by coinfection
with HBV or by superinfection of HBV carrier and the clin-
ical outcome of HDV depends on the modality of infection.
Coinfection leads mostly to clearance of HBV-HDV in 95%
of patients, whereas superinfection results in chronic
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infection in over 90% of the patients [7]. HDV is a highly
pathogenic virus but the mnge of clinical manifestations
vary from mild disease to fulminant hepatitis, as well as a
rapidly progressive form of chronic viral hepatitis [8].

Delta hepatitis was endemic in southern Europe where
between 1980-1990 the prevalence of anti-HDV anti-
bodies among HBsAg-positive individuals was higher
than 20%. Following the implementation of HBV vaccin-
ation programs in the 1990s a significant decline in inci-
dence was reported [9]. However, incidence Is increasing
in northern and central Europe because of immigration
from highly endemic areas and intravenous drug use. In
the Mediterranean region, in Africa, and in the Middle
East, high rates of HBsAg carriers can be coinfected with
HDV whereas in the USA, HDV remains rare and re-
stricted to high-risk groups such as intrmvenous drug users
and hemophiliacs [1011]. Currently eight different HDW
genotypes have been reported and HDW genotype 3 is char-
acteristic of the Amazon region in South America [12-14].

The western Amazon basin (including Brazil, Peru,
Ecuador, Venezuela and Colombia) presents one of the
highest rates of HBV infection in the wordd [15-17].
HBV is a DNA virus of high genetic varability compris-
ing eight well-recognized genotypes, A-H and two new
proposed genotypes, 1 and | that show distinct geo-
graphic distribution [15,18,19]. HBV genotypes together
with viral load and specific viral mutations play a role in
disease progression and in particular, HBV genotype can
be predictive of clinical outcomes and response to inter-
feron treatment [20]. HBV genotype A prevails in Brazil
followed by genotypes D and F, the later one, prevalent
in indigenous communities [21,22].

The Brazilian Amazon mainly the Jurd, the Solimbes,
and the Purus river basins in the State of Amazonas are
considered highly endemic regions for HBV and HDV
where they represent important public health issues with
severe cases of acute and chronic HDV hepatitis [23-26].
Molecular epidemiology studies in this geographic region
of continental dimension, including remote and hard-to-
reach villages dspersed into the jungle, diverse population
composed by different ethnic groups and low demo-
graphic density can help delineate improved control mea-
sures for HBV-HDV coinfection. In this context, this study
describes HBV and HDV genotypes circulating in the
Western Amazon region in Brazil and these data contrib-
ute to compose the molecular epidemiology map of these
viruses indicating their pattern of endemicity in this highly
endemic area

Methods

Study area and subjects

This cross sectional study included individuals with con-
firmed diagnosis of HBV infection, most of them living in
the western Amazon. Individuals were recruited in two
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cities (Manaus and Eirunepe) located in the Amazonas
State, North Brazil from 2003-2009.

In Manaus city, two different groups of HBsAg positive
participants were included and evaluated separately: A.
Blood donors, asymptomatic subjects recruited at the main
public health reference blood bank in the noth Brazilian
region “Hematology and Hemotherapy Foundation from
Amazonas’ /HEMOAM (n = 130} B. Symptomatic subjects
recruited at an outpatient clinic ("Araujo Lima Hepatitis
Ambulatory Hospital, Federal University of Amazonas”;
n =60). Manaus (the capital of Amazonas State) is the
largest city in the Amazon region and is located in
the center of the Brazilian Amazon rainforest (great
metropolitan area with around 2.2 million inhabitants, sit-
uated by the Megro River a few miles before it meets the
Solimdes River to form the Amazon River). Mamaus was
historically populated by several local indigenous tribes
(mainly “Manats") and by Portuguese and Spanish immi-
grants (16th century).

In Eirunepe city, HBV infected subjects were identified
after a serological screening for HBsAg positivity among
720 individuals perfformed in 2009 (34/720; 472% preva-
lence of HBsAg positivity, Kiesslich D unpublished data).
Eirunepe city (30665 inhabitants) is located 1160 kilometers
away from Manaus, in the southwest part of Amazonas
State by the Jurud Valley and is considered a highly
endemic region for HBV and HDV infections [27,28].
Eirunepe represents a rather isolated municipality that can
be reached only by the Jurud River and by airplane, It was
populated during the Rubber Cycle (19th century) result-
ing from the miscegenation of indigenous people (Kulinad
tribe), Brazilians from the northeast region, Turkish,
Portuguese and Spanish immigrants. No indigenous par-
ticipant was included in any of the study groups.

Participants

Individuals from both genders, =18 years old, with positive
HBsAg serology (Murex, Abbot, USA) were included.
Serological marker for HDV infection was determined by
anti-HD IgG ELISA kit (DiaSorin, Saluggia, Italy). Anti
HBV-HDV coinfection was defined by HBsAg positivity
and anti-HD positivity. Exclusion criteria were: colnfection
with hepatitis C virus (MUREX/Abbot, EUA), or human T
cell lymphotropic virus (MUREX/ Abbot, EUA), or human
immunodeficiency virus (MUREX/Abbot, EUA); patients
under intefferon or antiviral medication, chronic aleohol
consumption and illegal drug use.

HEV genatyping

DMNA was extracted from serum using silica-membrane-
based nucleic acid purification kit (QLAmp DNA, Qiagen,
Gemmany) and amplified by nested PCR. The fist PCR
round included primers for the complete HBV surface and
in the second round, primers specific for genotypes A, B,
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C, D, E, F were included, as previously described [29].
HBV genotypes were identified in PCR products analyzed
in 1.5% agarose gel electrophoresis,

HDV genotyping

RMA was extracted from serum using silica-membrane-
based nucleic acid purification kit (QlAmp viral ENA,
Qiagen, Germany), RNA was reverse ranscribed (Super-
script TM One step BT PCR Platinum Tag; Invitrogen,
Germany) and specific primers for nucleotide (nt) 833
906 and 1288-1265 positions of HDV genome were
used [30]. For restriction fragment length polymorphism
(RFLP) the amplification products were detected in 1.5%
agarose gel and digested with restriction enzyme Swial
(5 U} (Life Technologies). Digested products were analyzed
by electrophoresis through 6% acrylamide gels according
o the size of the fragments: genotype 1 (227-178 bp),
genotype 2 (no digestion), genotype 3 (298-107 bp) [30]

HDV sequencing and Phylogenetic Analysis

For a subset of HBV-HDV coinfected patients, HDV iso-
lates were submitted to direct sequencing of the partial
delta antigen genomic region (405 nucleotide fragment
within nuclectide positions 8383-1288) using internal
primers (Big Dye terminator DNA sequencing kit, Applied
Biosystems, Foster City, CA) [30]. The sequences were
edited manually (BioEdit V.509) and alignment, phylo-
genetic and molecular analyses were performed using
MEGA wersion 4 with neighbor-joining method under
Kimura's two parameter. A bootstrap test and reconstruc-
tion was done 1000 times to confirm the reliability of
the phylogenetic tree. HDV sequences from this study
were deposited at the GenBank under accession numbers:
KF278974 to KF278994

Statistical analyses

Proportions of genders, different HBV genotypes and
HDV infections among groups of participants were com-
pared by chi square and Fisher's exact test. Comparisons
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of ages among groups employed ANOVA and Student’s
t test. Results yielding p < 0.05 were considered statisti-
cally significant.

Ethics statement

This study was approved by Instiutional Review Boards
(“Comite de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Amazonas/UFAM” and “Fundacio de Hematologia do
Estado de Amazonas/HEMOAM”) and all participants
provided signed informed consents,

Results

Main features of participants

This molecular study included a total of 224 HBsAg
positive individuals from the Brazilian western Amazon
that were analyzed according o the recruitment site: A.
Blood donors (n=130); B. Outpatient subjects (n=60);
C. Subjects from Eirunepe (n=34). In this study group
(Table 1) males predominated among blood donors and
outpatient subjects while females prevailed among par-
ticipants from Eirunepe (p< 00001). Outpatient subjects
were older than blood donors and than subjects from
Eirunepe (p < 0.0007). The majority of patients (153/224;
6830%) lived in Mamaus while 63 individuals lived in 20
different remote municipalities located in the interor of
the Amazomas State. Four individuals were from Librea, a
highly endemic region for both infections. Addiionally, 8
patients lived outside Amazonas State: three were from
Boa Vista city capital, of Roraima State; one was from
Tarauacd city, one from Sena Madureira, Acre State; two
participants came from [taituba and Tucurul, gold mining
cities in Para State and one participant was from Patu city,
Rio Grande do Norte State, northeast Brazil.

HEV infection and HEV genotypes

Overall among 224 HBsAg positive cases incuded in
this study, 8526% (191/224) were genotyped for HBY:
8461% (110/130) of blood donors, 86.66% (52/60) of

Table 1 Main demographic features, HEV genotypes in Western Amazon, Brazil

Study group Manaus Eirunepe Total
Blood donors Outpatients
Number () 130 &0 4 124
Male: femal=# 08:32 B0 1322 -
Aged media, range 35 (18500 A0 {19-68) 33{18-500 -
Genotyped HEV samples (n) 10 52 ] 191
% HEV A (nftotall® 618 (88/110) 442 (23/52) 483 (14/29) 105
% HEV I in/totall® 154 (1771100 21.1(11/52) 172 (%29 33
% HEV F in/totall® 228 (5/110) 346 (18/52) 3.5 (10/25) 53

*p > 05 for Chil squane comparitons of HBYV genmtypes amondg Mansus blood donors, Manms outpatients and Brnepe individuals, *p <0005 for Fishess exact
test comparison of HBV A freguencies between Manaws blood donors and outpatients; #p < 0001 for ANOVA comparisons of ages and Chi sguare comparison o
malefemale ratiod among Manaws blood donors, Mansus cutpatients and Brunepe individuals.
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individuals from outpatient clinic in Manaus and 85.29%
(29/34) of participants from Erunepe.

HBV genotypes A, [} and F were detected in all three
groups: blood donors, subjects recruited in Manaus and
in Eirunepe. The frequency of HBV genotypes identified
among outpatient subjects and among participants from
Eirunepe was similar (p > 005); therefore comparisons
were performed between blood donors versus subjects
from Manaus and versus subjects from Eirunepe. In
these analyses, the only significant difference in HBV
genotype distribution was the higher frequency of HBV/
A among blood donors compared to outpatient subjects
(p <005).

HEV-HDV coinfection and genotypes

In this study, the majority of participants (70.5%, 158/
224) had HBV mono-infection whereas around one third
were HBV-HDV coinfected (Table 2). Compared to blood
donors, HBV-HDV coinfection was more frequent among
subjects from outpatient clinic (65.0% wversus 8.5%;
RRE =50; Cl 34-79; p<0.0001) and among participants
from Eirunepe (47.0% versus 85% RR =55 CI 3.0-9.9
p = 0.0001).

Among 66 HBV-HDV coinfected individuals, 52 had
HBV genotyped and 38 had both HBV and HDW genotyped
(Table 2). HDV genotype 3 was identified in all coinfected
patients recruited in the western Amazon region. HBV/F-
HDW/3 predominated (20/38; 527%), followed by HBV/ A-
HDV/3 (31.6% 12/38) and HBV/D-HDV/3 (15.8%; 6/38).
The frequency of HDV/ 3 coinfection among blood donors
was lower (RR=0.53 CI 0.24-1.11; p=0.054). HDV/3
coinfecion was not significandy associated with HBV
genotypes A or F. The relative risk of HDV/3 coinfection
among outpatient subjects harboring HBV/D was border-
line (RR = 0.51; C10.22-1.5; p = 0.07).

HDV phylogenetic analysis
The phylogenetic analysis of 21 isolates showed that HDV
genotype 3 sequences circulating in the western Amazon

Table 2 HDV-HEV co-infection and genotypes in the
Western Amazon, Braxzil

Study group Manaus Eirune pe Tatal
Blood donors  Outpatients

Participants {n) 130 4] 34 234

HEW HDW 85 (1171300 650035800 470 (1634) [:4]

coinfection %

Genotyped HEV &M 3339 116 SafeaT

samipkes {n)

HEV/A HDVA 1 9 2 12

HEVYTD HDVA 3 3 - &

HEV/F HDWA 2 13 5 0

*Among 66 HBY-HDV co-infeced individuals, 52 had HBV genatyped and 38 had
bath HBY and HDV genotyped.
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in Brazil are intermixed with sequences from other
western Amazon countres as Venezuela, Colombia and
Peru (Figure 1). Four HDW/3 sequences of patients coming
from Librea region were intermixed with other geno-
type 3 sequences from Venezuela, Peru and other Brazilian
sequences (GenBank accession numbers KF278933,
KF2789384, KF278988 and KF278993).

In Eirunepe, HDV genotype 3 sequences (KF273985
and KF278996) with high bootstrap were identified in
individuals that did not have any clear epidemiological
link, indicating a small local transmission cluster in the
Jurud Valley, HDWV/3 sequences from individuals living
in several remote, isolated cities located in Puris, Negro
and Amazonas basins indicate that this genotype is widely
dispersed throughout the Amazonas State.

Discussion

This molecular epidemiology study describes HBV and
HDV genotypes circulating in the Brazilian western
Amazon including Manaus city, the capital and largest
metropolitan area of Amazonas State and several small,
remote municipalities dispersed into the Amazon jungle.
Blood donors from Manaus, outpatient subjects from sev-
eral interior cities and subjects from Eirunepe city, located
by the Jurud Valley, a highly endemic area were investi-
gated. In this study, HBV monoinfection with genotype A
predominated and genotypes D and F were also detected.
HDV genotype 3 was the only genotype identified. HBV
genotypes A, D and Fand HDV/3 cases identified in sub-
jects from the western Amazon depicted in Figure 2 con-
firm the wide distribution of these varants within this
highly endemic area. In particular, HDV/3, which seems
to be unigue to the Amazon basin, is indeed disseminated
throughout the area. Since HBV genotypes are known to
impact clinical outcomes, surveillance studies remain im-
portant to identify prevailing genotypes and the possible
introduction of new ones,

Brazil and Colombia were the first Latin American
countries to introduce universal vaccination against HBV.
In the western Amazon region, a widespread vaccination
program was implemented in 1999, however, HBV and
HDV infections currently remain important public health
problems given the high burden reported by public health
services. Additionally, the effect of HBV vaccination on
mortality is not clear [31]. Even under universal HBV
vaccination programs, surveillance in westem Amazon
should be continued to help delineate improved measures
to control these infections and molecular epidemiology
studies are important to define the regional pattern of en-
demicity. The importance of survelllance studies can be
highlighted by the recent reports of high rates of HBV and
HDV coinfection in developed countries mainly due to the
immigration of patients from highly endemic regions
and to the increased intravenous drug use [32-34]. The
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Amazon region attracts a significant number of migrants
and tourists from all over the world and should be moni-
tored regarding the possible introduction of different HBV
and HDV genotypes that circulate in other countries,
as well as their potential impact on clinical outcomes of
coinfection regionally.

In this study, HBV genotypes A, D and F were identi-
fied and genotype A predominated among blood donors
recruited in Manaus city. Our data corroborate previous
reports showing that HBV genotype A prevails in Brazil
including the northern region, followed by genotypes D
and F [21,35-40]. In general, these studies have shown
that about half of HBV circulating in Brazil is genotype
A, probably introduced from Africa by slave trade, and
in the north region, Furopean and Lebanese immigrants
have also played a role in genotype A introduction Im-
plications of genotype A in HBV therapy and disease
progression have been well reported. Patients infected
with HBV genotypes A and B have better responses to
interferon-based thempy than patients infected with
genotypes C and D. The predominance of HBV genotype
A in the Brazlian western Amazon region, especially in
Mamaus, indicates that the majority of these individuals
may benefit from interferon therapy.

Some molecular epidemiology studies from the Brazilian
Amazon have also shown the circulation of HBV genotype

F [38-40]. In the Amazon, HBV/F has been described in
isolated tribes that did not have contact with non-indigen-
ous population, whereas among tribes that had contact
with non-indigenous populations, genotypes A and D
have been introduced [2241]. In our sudy, no indigenous
participant was included and genotype F predominated
among subjects recruited in an outpatient clinic that came
from interior cities indicating that genotype F circulates
beyond indigenous populations.

HDV/3 is considered the most divergent genotype and
previous studies indicate that it is common in the Amazon
Basin although genotype 1 has also been described in this
region [42]. Results from the current study indicate wide
dissemination and predominance of HDV genotype 3 in
coinfected individuals from the western Amazon. As
expected, the phylogenetic analyses showed that the HDV
genotype 3 sequences from this study were intermixed
with sequences from other western Amazon countries
such as Colombia, Peru and Venezuela. Four HBV-HDV
coinfected patients came from the highly endemic Librea
region where a severe hepatitis outbreak caused by HDV,
known as Librea hepatitis or black fever was reported
[23]. In the current study, most coinfected patients that
were genotyped harbored HBV/F-HDV/3 combination as
previously reported [14], however, HEV/A-HDV/3 and
HBEV/D-HDV/3 coinfections were also detected. In Europe,
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maost HEV-HDV coinfected patients harbor HBV genotype
D but infection with genotype A can also occur [43] Our
study corroborates the diversity of HBV genotypes in HDV
colnfection.

One interesting molecular finding was that the majore-
ity of HBV/F-HDV/(3 cases from the current study was
detected among subjects recruited in an outpatient clinic
in Manaus. The severity of HDV infection seems to be
influenced by the HDV genotypes and HDV/3 has been
associated with higher pathogenicity, generally fulminant
hepatitis [1244]. In South America HBV/F-HDV/3 co-
infection has been associated with increased severity of
the disease. Although out of the scope of the present
study, the identification of higher frequency of HBV/F-
HDW/3 genotypes among symplomatic patients with
liver disease seeking medical care in an outpatient clinic,
confirms the poorer clinical outcomes determined by
these genotypes. A previous study from our group in
the same geographic region, suggested a role for HBV
genotype in disease progression in which more severe
liver inflammation was seen in HDV/3-HBV/F coin-
fected patients compared to patients mono infected
with HBV/F [45]. The combination of HBV/F-HDV/3
is highly, if not invariably pathogenic, however in the
current study HBV/F-HDV/3 coinfection was also detec-
ted in a low proportion of healthy blood donors. This
finding indicates that this association is not “per se” patho-
genic, although for unexplained reasons, the risk of liver
disease in patients with this viral combination is indeed
increased.

In this study, the frequency of HDV coinfection was
lower in blood donors from Manaus and the higher rate
of coinfection detected in Eirunepe city, probably reflects
the high endemicity for these viruses already described in
this region located by the Jurud Valley, PCR amplification
rates and identification of HBV penotypes in this study
was around 85% and around 79% for HDV. This amplifi-
cation rate for HBV can be considered high, since HDV
coinfection spontaneously suppresses HBY, limiting amp-
lification rates and amalysis of HBV genotypes [45,46].
Standardization of “in house"-HDV-RN A assays is import-
ant to alow comparisons of results among studies. The
HDV genotype 3 sequences generated in this smdy and
deposited in a public gene bank contribute to the some-
what limited number of HDV sequences available from
this endemic region. Although a significant number of
individuals participated in this study, we acknowledge that
our sample size may not be representative of the vast
geographic territory of the western Amazon. However,
molecular studies from this region need to take into
account limitations and logistic difficulties to reach and
screen inhabitants of remote, small municipalities disper-
sed into the jungle, such as the screening pedformed in
Eirunepe city.
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Conclusion

The description of HBY and HDV genotypes circulating
in the western Amazon is important to reveal both their
pattern of endemicity and their relevance on the regional
epidemics. The Amazon is a highly endemic region for
these infections and their control is challenged by its
vast territorial dimension, with small, hard-to-reach mu-
nicipalities dispersed into the jungle, and by the diverse
ethnic composition of those affected. Surveillance of HBV
and HDV genotypes in the western Amazon region, to-
gether with universal HBV wvaccination, better educa-
tional programs about these viruses including their
modes of transmission and improvements in socioeco-
nomic conditions in these remote areas remain the
cornerstone for better control strategies.
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