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RESUMO 

 

 

 

 

 

 

 

As hepatites B e D são endêmicas na Amazônia Ocidental Brasileira, mas poucos estudos têm 

buscado investigar a variabilidade genética de ambos os vírus. O vírus da Hepatite B (VHB) 

tem uma alta variabilidade genética, sendo definidos oito genótipos distintos (A-H). O vírus 

da hepatite D (VHD), na atual classificação, também é sugerido apresentar oito genótipos (I-

VIII). O presente estudo teve o objetivo de descrever os genótipos do vírus B e D na 

Amazônia Ocidental Brasileira. Selecionamos 190 amostras de portadores crônicos do vírus 

da hepatite B, sendo que, destas, 50 apresentavam infecção dupla com o VHD.  As amostras 

de soro do VHB foram submetidas a genotipagem por meio da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR), com iniciadores tipo específicos. Em amostras reativas para o VHD RNA 

por RT-PCR  foi realizada a genotipagem por Análise do Polimorfismo do Tamanho de 

Fragmentos de Restrição (RFLP).  Foi detectado o genótipo A como o mais freqüente em 91 

participantes (56,5%), seguido pelo F em 41(25,5%), e o D em 29 (18,0%). Na genotipagem 

para o VHD encontramos somente o genótipo III. Este estudo mostrou que os genótipos A, D 

e F do VHB e o genótipo III do VHD, representam os genótipos predominantes na Amazônia 

Ocidental Brasileira.        

 

 

Palavras chaves: 1.Vírus Hepatite B  2.Vírus Hepatite D  3. Genótipos 4. Amazônia 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 III. This study showed 

that the genotypes A, D and F of VHB and the genotype III 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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INTRODUÇÃO 
 

Nos últimos 30 anos, houve um enorme avanço nas pesquisas referentes às hepatites 

virais. Atualmente, reconhecemos diferentes agentes etiológicos, causadores de doenças 

infecciosas de evolução aguda e crônica, os quais são citados  como vírus da hepatite A, vírus 

da Hepatite B, vírus da hepatite C, vírus da hepatite D (delta), vírus da hepatite E, vírus da 

hepatite F e  vírus da hepatite G . 

As infecções pelo vírus das hepatites B (VHB) e D, ou Delta, (VHD) constituem dois 

graves problemas para a saúde pública em certas regiões do mundo e estima-se que existam 

aproximadamente 17 milhões de pessoas infectadas pelo VHD, entre os 350 milhões de 

portadores crônicos do VHB. Os indivíduos com infecção dupla por VHB e VHD têm risco 

maior de desenvolver doença hepática severa e maior de letalidade,  quando comparados aos 

pacientes com infecção única por VHB (HADLER et al., 1992; FATTOVICH et al., 2000).  

O vírus da Hepatite Delta é um vírus defectivo que necessita do antígeno de superfície 

do vírus da Hepatite B (HBsAg) para sua síntese e replicação (RIZZETTO et al., 1980).  O 

estado de portador crônico, definido do ponto de vista sorológico como persistência do 

antígeno de superfície do VHB (HBsAg) por mais de seis meses,  constitui provavelmente, o 

principal fator epidemiológico para a disseminação do VHD em áreas de alta endemicidade, 

como na Amazônia Brasileira. (BENSABATH et al., 1987; FONSECA et al., 1987; 

FONSECA et al., 1994). 

Em certas áreas da América do Sul, tais como a Venezuela, Peru, Colômbia, Bolívia e 

Brasil, a infecção 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). 



16 

  

Na Amazônia brasileira, estudos pioneiros sobre a freqüência do Antígeno Austrália 

foram realizados por Bensabath e Boshel (1973) que caracterizaram a alta endemicidade da 

infecção pelo VHB na região. Posteriormente, inquéritos soro-epidemiológicos confirmaram a 

elevada prevalência do VHB na Amazônia Ocidental, sendo ainda agravada pela co-infecção 

ou superinfecção pelo VHD (GAYOTTO et al., 1984; GARBES-NETO et al., 1995; 

KIESSLICH, 1996).  

Apesar de muitos estudos mostrarem esta região como de alta prevalência, até o 

momento existem poucos registros dos genótipos circulantes de ambos os vírus, considerando 

as diversas áreas geográficas da bacia amazônica, bem como a crescente importância do papel 

dos genótipos na história natural de ambas infecções. 

 

1.1 Vírus da Hepatite B 

 

1.1.1 Histórico do VHB 

Na década de sessenta, a descoberta do vírus 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 

aborígine Australiano um antígeno que reagia com o soro de dois doentes hemofílicos 

politransfundidos, ao qual foi atribuído o nome de antígeno Austrália. 

A associação desse antígeno com a hepatite B foi feita em 1968, por Alfred Prince, do 

New York Blood Center (PRINCE, 1968), ao demonstrar que o mesmo antígeno estava 

relacionado com a hepatite pós-transfusional, recebendo o nome de antígeno de superfície da 

hepatite B (HBsAg). Ainda em 1968, Okochi e Murakami, no Japão, também observaram a 

associação do antígeno Austrália com o desenvolvimento de hepatites pós-transfusionais, em 

receptores de unidades transfusionais positivas para este antígeno. 
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A partícula viral íntegra do VHB foi visualizada pela primeira vez por Dane et al., em 

1970, sendo então denominada  “partícula de Dane”. No ano seguinte, Almeida et al. (1971), 

após aplicação de detergente, verificaram que a partícula de Dane era constituída por um 

invólucro externo e um núcleo, sendo que o invólucro externo correspondia ao antígeno 

Austrália, que passou a designar-se antígeno de superfície do vírus B (HBsAg). 

Em 1972, Magnius e Espmark, utilizando testes de imunodifusão, descobriram um 

novo antígeno, o antígeno “e” do vírus da hepatite B (HBeAg), como marcador de replicação 

viral. 

Em 1988 foi identificada a seqüência completa de nucleotídeos do genoma do VHB, o 

qual foi clonado a partir do soro de um chimpanzé infectado (VAUDIN et al., 1988). 

A vacinação contra a hepatite B, como atividade de rotina de saúde pública no Brasil, 

teve início em 1989, no Município de Lábrea, e, em seguida nos municípios dos rios Purus, 

Juruá e Médio Solimões (JUAREZ, 1991). 

 

1.1.2 Estrutura do VHB 

O vírus da hepatite B é um vírus DNA, de 42nm, classificado na família 

Hepadnaviridae, gênero Orthohepadnavirus. Três tipos de partículas relacionadas ao vírus 

podem estar presentes no sangue de indivíduos infectados. Duas delas não são infecciosas, 

sendo, no entanto, imunogênicas. A terceira, denominada partícula de Dane, constitui o vírion 

completo do VHB (DANE et al., 1970). Esta, contém um núcleo composto pelo antígeno do 

core (HBcAg) e o antígeno ‘e’ (HBeAg), uma molécula individual de DNA, parcialmente 

dupla, e uma DNA-polimerase (HOOFNAGLE et al., 1981). O núcleo é envolvido por um 

envelope contendo os principais determinantes antigênicos de superfície (LEE, 1997). 
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O genoma do vírus consiste em cerca de 3200 pares de base, contendo quatro 

estruturas de leitura sobrepostas, corrrespondentes aos genes C, S, P e X, responsáveis pela 

expressão das proteínas do nucleocapsídeo e do antígeno “e”, proteínas do envelope viral; 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática dos componentes do VHB e seus antígenos 

associados (Adaptado de WEI et al., 1994).  

 

1.1.3 Epidemiologia do VHB 

 

Os achados epidemiológicos e modos de transmissão do VHB variam muito de acordo 

com a endemicidade da infecção  nas diferentes regiões do mundo, como pode ser observado 

na figura 2. 

A endemicidade do VHB pode ser classificada em três diferentes padrões, 

determinados a partir da prevalência do HBsAg e anti-HBc e o modo de transmissão 

predominante (DAMME; VELLING, 1998). 
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Endemicidade Portadores % Soroprevalência 

Geral % 

Vias de Transmissão 

Alta 8-20 70-90 Perinatal Horizontal 

Intermediária 2-7 20-55 Horizontal 

Baixa 0-2 <20 Sexual Parenteral 

 

Quadro 1 - Padrões de endemicidade e vias de transmissão do VHB. Adaptado (DAMME; 

VELLING, 1998). 

 

 

São consideradas áreas de alta endemicidade o continente africano, o sudeste da Ásia, 

Ilhas do Pacífico, a China, alguns Estados da Indonésia, parte do Oriente Médio, e alguns 

países do leste Europeu e o Norte da América do Sul. Nestas áreas, a infecção é adquirida na 

infância geralmente por transmissão perinatal ou horizontal, levando a um maior  número de 

portadores crônicos (DAMME; VELLING, 1998; MADDREY, 2000). 

As áreas de endemicidade intermediária incluem parte do Oriente Médio, América do 

Sul e Central, Ásia Central e algumas regiões do Sudeste e Leste Europeu. Nestas áreas, o 

modo de transmissão predominante é horizontal e sexual, atingindo todos os grupos etários. 

(MADDREY, 2000).  

As áreas de baixa endemicidade compreendem a América do Norte, Ocidente 

Europeu, Austrália e algumas regiões da América do Sul.  Nestas, a  maioria das infecções 

ocorrem em adultos jovens e adultos, em geral a transmissão é por via parenteral ou sexual 

(MADDREY, 2000). 
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Figura 2 - Distribuição geográfica mundial da infecção crônica por VHB. 

                  Adaptado de CDC, 2007. 

 

No Brasil, a distribuição do VHB é heterogênea. A região Sul é considerada área de 

menor endemicidade, enquanto que as regiões Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste de 

endemicidade intermediária, e a região Amazônica, o Estado do Espírito Santo e a região 

Oeste do Estado de Santa Catarina são considerados de alta endemicidade (SOUTO, 1999; 

SILVA & PINHO, 2001). 

Na Amazônia Brasileira o padrão epidemiológico das infecções pelo VHB não é 

uniforme em toda a região. As áreas consideradas de alta endemicidade localizam-se 

principalmente nos vales dos rios Juruá, Purus e Madeira, na Amazônia Ocidental, e no vale 

do rio Tapajós na Amazônia Oriental (BENSABATH et al., 1987; FONSECA et al., 1988). 

Estudo realizado entre gestantes residentes na Amazônia Ocidental, confirmou uma alta  
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prevalência do antígeno de superfície na população de estudo, particularmente na região dos 

rios Juruá e Purus, identificando elevada viremia entre algumas pacientes, indicando um risco 

potencial de transmissão vertical.  (KIESSLICH, 2003b) 

 

1.2  Vírus da Hepatite D (Delta) - VHD 

 

1.2.1 Histórico do VHD 

 O vírus da hepatite D foi descoberto em 1977 por Rizzeto et al. (1977), em Turim, 

Itália, enquanto examinavam biópsias hepáticas de pacientes portadores do antígeno de 

superfície do vírus da hepatite B (HBsAg). Este novo antígeno foi denominado de antígeno 

Delta.  No início dos anos 80, pesquisadores reconheceram que a partícula antigênica estava 

coberta com o antígeno de superfície do VHB. O antígeno então encontrado foi associado nas 

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

 Em 1986, o genoma viral do VHD foi clonado e seqüenciado, o que permitiu 

estabelecer características que o destacam como único entre os vírus que infectam animais, 

porém compartilha semelhanças com os vírus que infectam plantas (DAROS; FLORES, 

1995). 

  

1.2.2 Estrutura do  VHD 

 O vírus da hepatite D (VHD) é o único representante da família Deltaviridae, gênero 

Deltavirus (GERIN, 1994). É um vírus defectivo, que depende da presença do VHB para 

replicar (NEGRO; RIZZETO, 1995). 
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O VHD é constituído por uma pequena partícula esférica, com diâmetro de 36 a 43 

nm, encapsulada pelo antígeno de superfície do vírus B (HBsAg) (HE et al., 1989). Esta 

cápsula, além de assegurar a integridade do VHD, também é importante para que o vírus delta 

possa completar seu ciclo biológico. O nucleocapsídeo é composto pelo antígeno da hepatite 

Delta (HDAg) e o genoma do VHD.No seu interior encontra-se o nucleocapsídeo de 19 nm de 

diâmetro.  

O antígeno do VHD (HDAg) é composto por duas  proteínas: uma curta denominada 

de S – AgHD e outra longa chamada de L – AgHD (RIZZETTO et al., 1977). Ambas são 

idênticas, exceto pelo fato que a forma L contém 19 aminoácidos a mais na extremidade do 

carbono terminal. A proteína curta é requerida para a replicação viral RNA, enquanto a 

proteína longa inibe a replicação 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 vírus RNA das plantas. (TAYLOR, 1990). A partícula viral constitui-se de 

2 componentes:  o envelope viral, cuja origem  é do VHB , e o RNA genômico ligado ao 

antígeno delta (Figura 3). 

 

  
Figura 3 – Representação esquemática do vírus da hepatite D. Adaptado de SUREAU, 2006. 
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1.2.3 Epidemiologia do VHD 

   

A hepatite por vírus Delta (VHD) não pode se manifestar sem a coexistência de VHB, 

por isso as características epidemiológicas de ambas encontram-se relacionadas.  A 

distribuição geográfica da Hepatite Delta pode ser observada na figura 4. 

 

Figura 4 – Distribuição geográfica de infecção crônica pelo VHD.  

Adaptado de CDC, 2007. 

 

Em geral, o padrão de infecção pelo VHD acompanha a prevalência do VHB, com 

algumas particularidades. Em países com baixa prevalência de portadores, como os EUA e 

Austrália, ocorre também baixa prevalência da infecção (CDC, 2007). 

Já em países com prevalência moderada ou alta de VHB, como no Sul da Itália, parte 

da Rússia e Romênia, a prevalência da infecção pelo VHD é alta. Porém, em outras regiões 
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como o norte da Itália, Espanha, Turquia e Egito que também apresentam moderada 

prevalência de VHB, o VHD ocorre com freqüência moderada (CDC, 2007). 

O VHD é mais prevalente nos países mediterrâneos e do Oriente Médio, na África 

sub-sahariana, e no norte da América do Sul, onde predomina na bacia Amazônica. Estudos 

realizados na região Amazônica têm relatado um padrão de doença mais grave,  acometendo 

grupos populacionais em surtos epidêmicos, com elevada morbidade e mortalidade, 

conhecidos  como “Hepatite Fulminante de Lábrea”; no Brasil, “Hepatite Fulminante de Santa 

Marta”, na Colômbia e “Hepatite Fulminante da Tribo Yucpa”, na Venezuela (HADLER et al, 

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

Estudos realizados no Brasil, não têm registrado a presença  de infecção no restante do 

país. (FIGUEIREDO MENDES 1984; STRAUSS et al.,1987; LYRA et al.,1991). No Mato 

Grosso foram registrados cinco casos sugerindo a contaminação do VHD através da migração 

interna devido à proximidade com os Estados do Acre e Amazonas (RIBEIRO; SOUTO, 

2000). 

 

1.3  Genótipos do VHB e VHD 

 

A variabilidade genética do VHB e VHD têm sido objeto de inúmeros estudos 

recentes, que têm buscado avaliar seu impacto sobre a evolução clínica, sobre o diagnóstico 

imunológico e molecular, além da resposta terapêutica.  

Em termos de variabilidade genética, além de mutações decorrentes da pressão imune, 

diferentes genótipos de ambos os vírus  têm sido descritos, os quais compreendem formas 

estáveis, resultantes de alterações ao acaso, selecionadas ao longo da evolução. (WEBER, 

2005). Para o VHB, ao todo, oito genótipos são 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 classificação atual estima uma variabilidade semelhante a 

do VHB, ao classificá-lo também em oito clados, designadas pelos números de 1 a 8. Para os 

genomas do VHD conhecidos atualmente, o percentual de  divergência na seqüência de 

nucleotídeo varia de 19 a 38% , entre seqüências de diferentes genótipos (DENY, 2006).    

 

1.3.1 Distribuição Geográfica dos Genótipos do VHB 

  

Antes do advento das técnicas moleculares, a classificação das variantes antigênicas permitiu 

a identificação de nove subtipos diferentes: ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ 

e   adrq- (COUROUCÉ-PAUTYet  al., 1983). Em 1988, Okamoto e colaboradores 

sequenciaram o genoma completo do VHB e identificaram os genótipos A, B, C e D. 

Posteriormente, os genótipo F, E, G e H foram descritos seqüencialmente.  (NAUMAN et al, 

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

Análise filogenética tem mostrado que o genótipo F pode ser classificado em dois 

clados: uma da América Central e outra da América do Sul (ARAUZ-RUIZ et al., 1977b; 

2002). Outra subdivisão do genótipo F tem definido três clusters, designado I, II, III e IV 

(MBAYED et al., 2001), sendo que o cluster III corresponderia ao genótipo H (ARAUZ-

RUIZ et al., 2002). 

Stuyver et al. (2000) descreveram o genótipo G em soro de pacientes franceses e 

americanos com infecção crônica pelo VHB. Observaram, ainda, uma inserção de 36 

nucleotídeos (12 aminoácidos) na parte terminal do HBcAg, e a presença de dois códons de 

terminação na região pré-core (TAA no códon 2 e TAG no códon 28). 
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Arauz-Ruiz et al. (2002) propuseram um oitavo genótipo VHB, o genótipo H, isolado 

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

de análise filogenética, um ramo que se distanciava das seqüências do genótipo F, embora 

apresentasse similaridade com este. Na comparação de 82 seqüências completas, observaram 

divergências de 6.8 a 17.1 % entre 3 cepas que poderiam representar um novo genótipo. 

 

O Quadro 2  representa os genótipos e os subtipos do VHB, e a figura 5 a distribuição 

dos genótipos no mundo. 

Genótipo Subtipo Distribuição Geográfica 

A Adw2, ayw1 Noroeste da Europa,EUA, África Central,Índia 

B Adw2, Ayw1 Indonésia, China, Vietnã 

Ayw1 Vietnã 

C Adw2 

Adrq+ 

Adqr-,ayr, adr 

Leste Asiático 

Coréia, China, Japão, Taiwan 

Polinésia, Coréia, China, Japão, Austrália, 

EUA, Vietnã 

D Ayw2, ayw3 

Ayw4 

Região Mediterrânea 

Índia, Rússia, EUA 

E Ayw4 África Ocidental 

F Adw4q- 

Adw2, ayw4 

Polinésia, Estados Unidos (raro) 

América Central e do Sul, Europa 

G Adw2 Europa, EUA 

H Adw4 América Central e do Sul 

            

            Quadro 2 - Distribuição geográfica dos genótipos e subtipos do VHB. Adaptado de KAO, 

2002;    WEBER, 2005. 
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DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA DOS
GENÓTIPOS DO VHB
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Figura 5 – Distribuição geográfica dos genótipos do VHB no mundo.  

Adaptado de TENGAN  e ARAÚJO, 2006. 

 

O genótipo A, embora pandêmico, é encontrado principalmente no Noroeste da 

Europa, América do Norte, África e Índia e os genótipos B e C ocorrem em as populações do 

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

O genótipo D, também é pandêmico, porém ocorre com maior freqüência no Sudeste 

Europeu, África do Norte, na Índia, e no Oeste e Sul da África (BOWYER et al., 1997; 

NORDER et al., 1993).  O genótipo E é característico de populações do Oeste e Sul da África 

e o genótipo F,  é característico de populações nativas da América 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 genótipo seria originário do Novo Mundo, enquanto que a presença de genótipos 

Adaptado de TENGAN; ARAÚJO, 2006. 
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A e D na América do Sul estaria relacionada à imigração proveniente do Nordeste e Sudeste 

da Europa. 

De ocorrência mais rara, o genótipo G foi descrito na França e Estados Unidos, 

enquanto o genótipo H, o último a ser identificado, é também característico de ameríndios, 

supondo-se  que tenha se diferenciado do genótipo F, a partir dos primeiros genomas 

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

A prevalência dos genótipos de VHB no Brasil ainda não está bem estabelecida devido 

a escassez de estudos em algumas regiões do país. A distribuição das diversas regiões do 

Brasil, mostra a predominância dos genótipos  A, D e F (CARRILHO, 2001; CONDE, 2001; 

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

Os avanços na área da biologia molecular têm permitido comparações filogenéticas 

entre as seqüências genômicas do VHB, habilitando hipóteses de rota de transmissão do VHB 

com a migração de portadores sãos. O genótipo do VHB encontrado em um indivíduo é mais 

relacionado ao seu país de origem, ou ao local de residência na infância, do que à sua 

residência atual. (GASPAR e YOSHIDA,1987).  

A distribuição geográfica do VHB no Brasil, segundo os subtipos foi descrita por 

Gaspar e Yoshida (1987). Segundo os autores, na região Norte, há predominância do subtipo 

adw4 (provável genótipo F), na região Nordeste prevalece o subtipo adw2 (provável genótipo 

A), na região Sudeste, colonizada por portugueses e imigrantes da Itália, Espanha, Líbano e 

Japão, entre outros, ocorre maior incidência do subtipo adw2 (provável genótipo A), seguido 

do ayw3 (provável genótipo D).  Na região Centro-Oeste, 84% dos subtipos de VHB são 

adw2 (genótipo A), e no Sul, a maior incidência de determinante y (ayw2 e ayw3) decorre da 

ascendência européia da população, principalmente italianos e alemães (GASPAR e 

YOSHIDA, 1987; NAUMANN et al., 1993). 
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Atualmente, diversos são os  métodos para determinar os genótipos dos vírus das 

hepatites B . O padrão ouro para genotipagem é a análise por sequenciamento do genoma 

completo, ou partes deste, porém os procedimentos são complexos e extensamente laboriosos, 

o que inviabiliza a aplicação em larga escala, em amostras clínicas (OKAMOTO et al., 1988). 

Outras metodologias têm sido empregadas como alternativa para redução de custo e do tempo 

para obtenção do resultado, tais como iniciadores específicos, ensaios sorológicos, RFLP, e 

técnicas de hibridização. Uma limitação importante desta metodologias citadas é a baixa 

acurácia para detectar populações mistas. Evidências crescentes têm indicado que 

recombinações entre genótipos são possíveis e que infecções com múltiplos genótipos, ou 

repetidas infecções com o mesmo genótipo 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 reação de PCR cuja detecção dos produtos de amplificação é 

simultânea a amplificação. Apresenta como vantagens a alta sensibilidade, alta capacidade de 

amplificar grande número de amostras simultaneamente, baixo risco de contaminação, alta 

precisão e reprodutibilidade(WEIZEL, 2006). 

 

1.3.2 Distribuição geográfica dos Genótipos do VHD 

 

Três genótipos têm sido bem identificados: I, II e III. Recentemente 04 novos 

genótipos têm sido classificado por Radjef et al., 2004 (genótipo IV), distribuído em Taiwan e 

ilhas de Okinawa, e genótipos V – VII, encontrado no oeste e África .  
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No Quadro 3 representa a classificação atual  dos genótipos do VHD.  

 

Clade Genótipo 
Referência 

prototipo isolado 

Número 

Acesso 

Tamanho 

(nt) 
Referência 

VHD-1 I Italy-A20 X04451 1679 Wang et al., 1986 

VHD-2 IIa Japan-S X60193 1683 Imazeki et al., 1991 

VHD-3 III Peru-I L22063 1676 Casey et al., 1993 

VHD-4 IIb 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 gênero Deltavirus 

(Adaptado DENY, 2006). 
  

O genótipo I é o de mais ampla distribuição geográfica, prevalece nos Estados Unidos 

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

Oriente médio, oeste da Ásia e Sul do Pacífico (NIRO, 1997). 

O genótipo II tem sido encontrado somente no leste da Ásia, especialmente em Taiwan 

e Japão (LEE, 1996) e o seu padrão clínico da doença foi associado a um curso mais 

moderado ao do genótipo I (SAKUGAWA et al., 1999). 
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O genótipo III foi encontrado somente na América do Sul (CASEY et al., 1993; 1996), 

na Colômbia (BUITRAGO et al., 1986) e na Venezuela (HADLER, 1983). No Brasil, estado 

do Amazonas (KIESSLICH et al., 2003a) caracterizou o genótipo III em amostras de 

gestantes procedentes dos rios Juruá, Purus e região do Médio Amazonas. Este genótipo 

parece ser relacionado com formas de hepatite fulminante, em particular aquelas que se 

verificam nas regiões do norte da América do Sul. Estudos de Nakano e colaboradores (2001) 

detectaram que o VHD genótipo III associado com o genótipo F do VHB circula entre índios 

Yucpas na Venezuela e está associado em surtos de hepatite fulminante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

  

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Geral 

 

Identificar os genótipos do vírus da hepatite B (VHB) e Hepatite D (VHD) em 

indivíduos procedentes da Amazônia Ocidental Brasileira. 

 

2.2 Específicos 

 

2.2.1 Identificar os genótipos do vírus B (VHB), em amostras de soro de indivíduos 

HBsAg reativos; 

2.2.2 Descrever a freqüência dos genótipos do VHB segundo a naturalidade do 

portador crônico; 

2.2.3 Identificar os genótipos do vírus delta (VHD), em amostras de soro de indivíduos 

            VHD RNA positivo.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1 Modelo de Estudo 

 

Estudo descritivo sobre a frequência dos genótipos do vírus da hepatite B (VHB) e do vírus da 

hepatite D (VHD), entre indivíduos procedentes da Amazônia Ocidental Brasileira.   

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEP), da 

Fundação de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas – FHEMOAM, cujo 

número de processo foi  06/2002.      

 

3.2   População de Estudo  

 

A população de estudo foi constituída por amostras de soro de indivíduos 

cronicamente infectados pelo vírus da Hepatite B. 

 

3.2.1  Amostras  

 

Foram selecionadas 190 amostras de soro reativas para HbsAg há 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 Ambulatório de Hepatites Virais da Universidade Federal do 

Amazonas. A seleção foi realizada no período de dezembro 2003 a novembro de 2006. 

 

3.2.2 Critérios de Inclusão e Exclusão 

 

3.2.2.1 Critérios de Inclusão 

 

 Ser reativo para o marcador HBsAg, há mais de 6 meses ; 

 Ser procedente da Amazônia Ocidental Brasileira;  

 Ter idade superior a 18 anos e inferior a 60 anos. 
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3.2.2.2 Critérios de Exclusão 

 Ser reativo para os vírus da Hepatite C (anti-VHC), vírus da Imunodeficiência 

Humana adquirida (anti-HIV) e vírus linfotrópico das células T humanas (anti-HTLV) 

 

3.3 Fluxo de Procedimento 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 6 – Fluxo de procedimento. 
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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. Após centrifugação a 3.500 rpm, durante 10 minutos, alíquotas de soro, com 

aproximadamente 1 mL, foram estocadas a – 20 °C para os testes sorológicos, e a –70°C 

destinadas aos testes moleculares. 

 

3.5 Pesquisa de Marcadores Sorológicos 

            

Foram empregados testes imunoenzimáticos comerciais do tipo ELISA, para a 

detecção de HBsAg (MUREX/Abbot, EUA), anti-HBc (Biomerieux, França), anti-VHC, anti-

HIV e anti-HTLV I/II (MUREX/Abbott, EUA), sendo estes realizados na rotina de triagem 

sorológica de doadores, no Laboratório de Sorologia da Fundação  de Hematologia e 

Hemoterapia do Estado do Amazonas - FHEMOAM. 

Amostras de pacientes provenientes do Ambulatório Araújo Lima, foram testadas no 

Laboratório de Pesquisa da Fundação HEMOAM, com os mesmos conjuntos diagnósticos 

empregados nas amostras de doadores.  

Além dos marcadores descritos acima, foram pesquisados anticorpos dirigidos contra 

o antígeno delta   (DIASORIN, Itália), em todos os participantes, sendo estes também 

realizados no Laboratório de Pesquisa do Hemocentro do Amazonas.  

Para a detecção de anticorpos contra o antícorpo do vírus da hepatite delta utilizou-se 

um ensaio imunoenzimático baseado no princípio do tipo competitivo simultâneo. Os poços 

das microplacas estavam revestidos com antígeno delta recombinante, constituindo os 

antígenos em fase sólida. 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 
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antígeno em fase sólida. Se a amostra continha anti-VHD, a reação era incolor. A intensidade 

da coloração medida por um espectrofotômetro, indicava, de maneira inversamente 

proporcional, a presença dos anticorpos anti-VHD da amostra. As leituras do valor de 

absorbância para amostras foram comparadas com um valor limite determinado com base na 

absorbância média do calibrador, conforme a bula do fabricante (DIASORIN, Itália). 

 

3.6  Procedimentos Moleculares  

 

3.6.1  VHB 

 

3.6.1.1 Extração do DNA do VHB 

 

Foi utilizado o protocolo de extração do kit comercial QIAamp DNA (QIAGEN, 

Alemanha), conforme instrução do fabricante. 

Adicionou-se 20 µL de  proteinase K em 200 µL de soro e 200 µL de tampão de lise. 

Incubou-se a 56°C por 10 minutos. Em seguida adicionou-se 200 µL de etanol 96%. Esta 

solução foi transferida para tubo contendo a coluna de purificação,  a quali centrifugada a 

8.000 rpm por um minuto. Descartado o material que passou, a coluna foi lavada com tampão 

500 µL de tampão AW1 e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. Descartado o líquido 

resultante, foi realizada nova lavagem com 500 µL de tampão AW2, e centrifugado a 14.000 

rpm por 3 minutos. Para eluir o DNA, foi adicionado 50 µL de tampão 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-Específico 

 

Amostras identificadas como HBsAg positivas  foram submetidas ao sistema de 

genotipagem utilizando-se  nested PCR com  iniciadores tipo-específico que determinam os 

genótipos A , B, C, D e F do vírus da hepatite B,  de acordo com a metodologia descrita por 

Naito et al., 2001(Figura 7). A primeira PCR amplifica a região da superfície do VHB,  pré-

S1e  S e geram produtos de 1.063 pb.  A segunda PCR consiste em duas misturas específicas 

para os genótipos. A  Mistura A  é específica para  os genótipos A,B e C e a  mistura B é 

específica para os genótipos D, E e F.  

 

 

Figura 7 – Estratégia para a genotipagem do VHB por PCR usando os iniciadores tipo-

específicos. (Adaptado de NAITO et al., 2001) 
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3.6.1.2.1 Preparação dos Iniciadores 

 

Os iniciadores utilizados nas reações para a amplificação do genoma do HBV foram: P1, 
 

S1-2, B2, BA1R, BB1R, BC1R, BD1, BE1, BF1, B2R (NAITO et al., 2001) sintetizados pela 

empresa Life Technologies (Quadro 4). 

 

 

Iniciadores     Sequência
a 
(posição, polaridade e especificidade)  

Primeira  PCR 

             P1 ............................ .................5´-TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-39 (nt 2823–2845, sense universal,) 

             S1-2............................................5´-CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-39 (nt 685–704, 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,) 

          BA1R .........................................5´-CTC GCG GAG ATT GAC GAG ATG T-39 (nt 113–134, tipo A antisense,especifico,) 

          BB1R..........................................5´-CAG GTT GGT GAG TGA CTG GAG A-39 (nt 324–345, tipo B , antisense,especifico) 

          BC1R........................................ .5´-GGT CCT AGG AAT CCT GAT GTT G-39 (nt 165–186, tipo C antisense,especifico) 

     Mix B 

        BD1 .......................................... 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........................................... 5´-GGA GGC GGA TYT GCT GGC AA-39 (nt 3078–3097, tipos D to F ,antisense,especifico) 

Legenda:  a “M” representa um nucleotídeo que poderia ser tanto uma A ou uma C; o “Y” representa um  nucleotídeo que 

poderia ser tanto uma C ou uma T. 
bA seqüência para o “primer” P1 foi determinada por  LINDH et al. (1998).  

 

Quadro 4 – Sequência 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 µL da reação constituída 

por 37,8 µL de água ultrapura, 5 µL de tampão 10X (Promega Gold Star) contendo 500mM 

KCl, 100 mM Tris HCl (pH 8.3), 15 mM MgCl2, 1% Triton X-100, 160µg/mL BSA, 2mM 

cada dNTP (pH 8.2-8.4);  1 µL de cada um dos iniciadores contendo 50 pMol cada: P1 e S1-2 

e  0,2 µL de Taq Platinum DNA polimerase (Life Technologies), acrescentaram-se 5 µL de 

amostra extraída. As amostras foram submetidas a repetidos ciclos de variação de 

temperatura, que consistiu de 1 ciclo de 95
o
C por 5 minutos para desnaturação; 40 ciclos de 

94
o
C por 20 segundos (desnaturação), 58

o
C por 20 segundos (anelamento), 72

o
C por 1 minuto 

(extensão), 1 ciclo de 72
o
C por 5 minutos e 4

o
C por tempo indeterminado. 
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A cada  protocolo da reação foi acrescentada uma amostra de água como controle 

negativo e uma amostra como controle positivo. 

          b) Segunda PCR: A cada 49 µL da mistura da segunda Mix/PCR, constituída por 

39,8µL de água Milli Q, 5 µL de tampão 10X (Promega Gold Star), 1 µL de cada um dos 

“iniciadores” contendo 50 pMol cada: B2, BA1R, BB1R, BC1R, para o Mix A, e os 

“oligonucleotídeos” BD1, BE1, BF1, B2R para o Mix B; e 0,2  µL de Taq DNA polimerase 

(Life Technologies), foi adicionado 1 µL do produto da primeira reação de PCR. As amostras 

foram submetidas a repetidos ciclos de variação de temperatura, que consistiu de 1 ciclo de 

95
o
C por 5 minutos para desnaturação; 20 ciclos de 94

o
C por 20 segundos (desnaturação), 

58
o
C por 20 segundos (anelamento), 72

o
C por 30 segundos (extensão), mais 20 ciclos de 94

o
C 

por 20 segundos (desnaturação), 60
o
C por 20 segundos (anelamento), 72

o
C por 30 segundos 

(extensão), 1 ciclo de 72
o
C por 5 minutos e  4

o
C por tempo indeterminado. 

A cada protocolo da reação foi acrescentada uma amostra de água como controle 

negativo e uma amostra como controle positivo. 

 

3.6.1.2.3  Identificação do Produto da PCR 

 

Após a amplificação, a identificação do produto obtido pela nested PCR, foi realizada 

por eletroforese em gel de agarose 2,5%. Para isto, foram aplicados 6 µL do produto final 

misturado com 2  µL de tampão de amostra (glicerol 40% e azul de bromofenol 0.1%) em gel 

de agarose 3% preparado em tampãoTris-Borato EDTA (TBE 0.5X) com 0.005% de brometo 

de etídio. O controle positivo e os 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 detecção específica dos produtos de PCR para os genótipos A, B, 

C; e o Mix B permitiu a detecção dos genótipos D, E e F. Os produtos de PCR genótipo 

específico foram reconhecidos claramente pelos diferentes tamanhos na eletroforese. Assim, 

os tamanhos para os respectivos genótipos foram: 

 

 Genótipo A    68 pb 

 Genótipo B   281 pb 

 Genótipo C   122 pb 

 Genótipo D   119 pb 

 Genótipo E   167 pb 

 Genótipo F     97 pb 

 

3.6.2 VHD 

 

3.6.2.1   Extração do RNA do VHD 

 

Foi utilizado o protocolo de extração do kit comercial QIAamp RNA (QIAGEN, 

Alemanha), conforme a instrução do fabricante. 

Adicionou-se  560 µL de buffer AVL preparado contendo o carrier RNA em  140 µL 

de soro. Incubou-se a temperatura ambiente (15 a 25ºC) por 10 minutos. Em seguida 

adicionou-se 560 µL de etanol (96-100%). Em seguida 630 µL desta solução foi transferida 

para tubo contendo a coluna de purificação, 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  µL para a coluna de purificação, e centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. Descartado o 

material que passou, a coluna foi lavada com tampão 500  µL de tampão AW1 e centrifugado 

a 8.00 rpm por 1 minuto. Descartado o líquido resultante, foi realizada nova lavagem com 500  

µL de tampão AW2 e centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos. Para eluir o RNA, foi 
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realizado uma dupla eluição, usou-se 2 vezes 40 ul de Buffer AVE e armazenado a -70°C até o 

momento de usar.  

 

3.6.2.2  Preparação   dos  Iniciadores 

 

  Os iniciadores usados para a síntese do cDNA  foram randômicos, comercialmente 

disponíveis (Invitrogen Life Technologies). Para a PCR utilizou-se os iniciadores 5414 e 5415 

(Quadro 05) conforme protocolo da literatura (Casey, 1996)  

Os iniciadores foram diluídos com água ultrapura na concentração de 50 pMoles 

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

 

Nome Seqüência 
Posição 

Genoma 

Pares 

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 reação da PCR. 

 

 

3.6.2.3  RT-PCR VHD 

 

Em todas as amostras de soro positivas para o marcador anti-delta foi realizada a 

detecção 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  Síntese do cDNA 

 

O extrato RNA foi transferido para um tubo de 0,5 mL e submetido a desnaturação por 

3 minutos. Cerca de 1 µg de RNA foi  adicionado a 10 µL de reação de transcrição reversa 

contendo 4,5 µg/µL de iniciador randômico (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   
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ribonuclease (RNaseOUTTM Invitrogen Life Technologies, USA), 200 unidades de 

Transcriptase reversa. Esta solução contendo o material a ser transcrito foi  submetido a 

repetidos ciclos de variação 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, o RNA viral presente na alíquota através da ação da transcriptase reversa 

foi totalmente transcrito em DNA complementar (cDNA). O cDNA sintetizado foi então 

adicionado diretamente à reação de amplificação ou armazenado a -20° C.  

 

3.6.2.3.2  Determinação qualitativa do VHD RNA (Amplificação do  cDNA) 

 

Um total de 10 µL de cDNA foi amplificado em 40 µL a mistura da reação, contendo  

20 mM de Tris-HC(pH 8.0), 50 mM de KCl, 50 mM de MgCl2, 10 mM de cada  

desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 25 pmoles de oligonucleotídeos 

5414 e 5415, 5 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen Life Thecnologies). Esta solução 

contendo o material a ser amplificado foi submetido a repetidos ciclos de variação de 

temperatura, em um termociclador (Eppendorf Mastercycler gradient), que consistiu de 1 

ciclo de 95°C por 5 minutos para desnaturação; 35 ciclos de 94°C por 1 minutos 

(desnaturação), 55°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensão), 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 reação da PCR foram incluído um controle positivo e um controle negativo 

(água).  
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3.6.2.4 Genotipagem do VHD por Análise do Polimorfismo do Tamanho dos Fragmentos 

de Restrição (RFLP) com por Enzima de Restrição Sma I 

 

As  amostras positivas para o HDV RNA  foram submetidas a genotipagem através da 

metodologia RFLP. O  produto amplificado  obtido foi digerido com a enzima de restrição, 

Sma I (Invitrogen Life Thecnologies) a partir da seguinte reação : 5 µL do produto da PCR 

foram incubados por 2 horas a 37°C, com 5U da enzima de restrição. 

Esta técnica permite a detecção específica dos produtos da PCR para os genótipos I, II 

e III (CASEY et al.,1996).  Os sítios de restrição da enzima SmaI encontram-se abaixo: 

5’- CCC     GGG-3’ 

3’- GGG    CCC – 5’ 

Esta metodologia já foi validada em estudo anterior, comparando-a com o 

sequencimento direto dos produtos da PCR (CRISPIM et al., 2005). 

3.6.2.4.1    Identificação do produto  por RFLP com enzima de restrição 

 

Após a incubação com a enzima Sma I, a identificação do produto da digestão foi 

detectado por eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Para isto, foram aplicados no gel 10 

µL do produto digerido, ao qual foi adicionado 2  µL do tampão de amostra (glicerol 40% e 

azul de bromofenol 0,1%). Na corrida utilizou-se o tampão 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. 

Após a corrida, o gel foi visualisado e analisado em sistema de fotodocumentação, com 

transiluminador UV (Vilber Lourmar). O produto da digestão foi analisado de acordo com o 

quadro abaixo : 

 

Genótipos        Análise do produto digerido       

 

I 227  pb  +   178 pb 

II 405   pb (não digere) 

II 298    pb  +   107 pb 

 
 Quadro 6 – Polimorfismo dos genótipos baseado na análise por RFLP do produto do VHD-RT-PCR 

usando enzima  restrição Sma I  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Características da População Amostral 

 

A população de estudo foi constituída por 54 indivíduos 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 distribuição do número de amostras de doadores de sangue e 

pacientes, segundo a sub-região de nascimento, de acordo com o Anuário Estatístico do 

Amazonas (2001).                              

 

                       

Tabela 1 

 

Distribuição das amostras segundo a sub-região de nascimento dos  participantes 

 

              (*) Indivíduos procedentes da Amazônia Ocidental Brasileira 

 

Sub-regiões Amazonas e 

outros Estados 

Doador 

Nº 

 

Paciente 

Nº 

 

Nº 
% 

 

1.Alto Solimões 05 01 06 3,2 

2. Jutaí/Solimões/Juruá 04 04 08 4,2 

3. Purus 11 13 24 12,6 

4. Juruá 10 16 26 13,7 

5. Madeira 03  03 1,6 

6. Alto Rio Negro 01 01 02 1,1 

7. Rio Negro/Solimões 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 regiões (*) 13 01 14 7,4 

Total 130 60 190 100,0 
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O maior percentual de amostras foi proveniente da sub-região Rio Negro/Solimões 72/190 

(37,9%), a qual inclui os municípios de Manaus, Anamã, Anouri, Autazes, Careiro, Coari, 

Codajás, Manacapuru e Manaquiri, onde se concentra a maioria da população do Estado do 

Amazonas. 

 

4.2 Análise dos Genótipos 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-específicos, sendo que 

29 (15,3%) não amplificaram na PCR. 

Na Figura 8 encontra-se o perfil eletroforético obtido após amplificação dos produtos da 

nested PCR, com iniciadores específicos, correspondentes aos três genótipos encontrados no 

presente estudo. O Mix A permitiu a detecção específica dos produtos da PCR para o genótipo A, 

correspondente a 68pb; e o Mix B permitiu a detecção dos genótipos D e F, correspondente a 

119pb para o genótipo D e 97pb para o genótipo F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       

 

Figura 8 – Perfil eletroforético de amostras amplificadas por nested PCR utilizando iniciadores 
específicos. O produto final amplificado corresponde a 68pb para o genótipo A, 97 pb genótipo F e 119 pb 
genótipo D.  M-marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life Technologies). 

119 bp 

M 

Genótipo A 

Mix A 

Genótipo F 

Mix B 

68 bp 97 bp 

Genótipo D 

Mix B 
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Os resultados dos genótipos do VHB das 161 amostras mostraram a presença dos 

genótipos A, D e F, sendo que o genótipo mais freqüente foi o A, encontrado em 56,5% (n=91) 

das amostras. O segundo genótipo mais freqüente foi o F 25,5% (n=41), seguido do genótipo D 

18,0% (n=29). A distribuição dos genótipos encontrados entre  as 161 amostras está representada 

na Figura 9. 

.

Genótipo A

Genótipo D

Genótipo F

 

Figura 9 – Distribuição dos genótipos do VHB procedentes da Amazônia Ocidental 

Brasileira      (n=161).  

 

 

 4.2.1 Distribuição dos Genótipos do VHB de acordo com a Naturalidade do Participante 

 

    Em nosso estudo, foram incluídos indivíduos procedentes de diferentes áreas da 

Amazônia Ocidental brasileira.  Para a apresentação dos resultados, optou-se por analisar os 

genótipos segundo a sub-região de nascimento do participante. 

A Tabela 2 apresenta a distribuição dos genótipos, segundo a naturalidade do 

participante, onde se observa que o genótipo A é predominante em todas as microrregiões, o 

genótipo D é encontrado com maior freqüência entre os indivíduos cuja naturalidade é de 

outras regiões do país, enquanto o genótipo F encontra-se distribuído em todas as sub-regiões 

de modo uniforme. 

 

56,5% 

9 

18,0% 25,5% 
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Tabela 2 

 

Distribuição dos genótipos do VHB, segundo a naturalidade do participante. 

 

 

              (*) Indivíduos procedentes da Amazônia Ocidental Brasileira 

 

 

 

4.2.2 Distribuição dos Genótipos do VHB de Acordo com a Reatividade para Anti-Delta  

 

Testes sorológicos para detecção de anticorpos anti-delta foram realizados em 190  

amostras de soros de indivíduos reativos para o HBsAg, procedentes das diversas áreas da 

Amazônia 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 

sorológico. 

Sub-regiões Amazonas e 

outros Estados 

Genótipos VHB Total 

 

n    

A 

n       % 

D 

n        % 

F 

n          % 

1.Alto Solimões 03 75.0 - - 01 25.0 04 

2. Jutaí/Solimões/Juruá 03 42.8 02 28.6 02 28.6 07 

3. Purus 11 50.0 05 22.7 06 27.3 22 

4. Juruá 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/Solimões 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 regiões(*) 07 50.0 05 41.4 02 14.3 14 

TOTAL 91 56.5 29 18.0 41 25.5 161 
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anti-delta reativo

anti-delta não
reativo

26,3%

73,6%

 

Figura 10 – Distribuição dos genótipos do VHB de acordo com a reatividade anti-delta.  

 

 

 

A tabela 3 apresenta os resultados dos genótipos do HBV de acordo com a reatividade 

para anti-delta. Não houve diferença significante entre os genótipos do VHB a reatividade 

para anti-delta, embora tenha ocorrido uma freqüência maior do genótipo A entre os pacientes 

não reativos para anti-delta  e de F entre os pacientes anti-delta reativos. 

 

Tabela 3 

 

Distribuição dos genótipos do VHB, de acordo com a reatividade para anti-delta. 

  

 

Genótipos 

HBV 

Anti-Delta 

reativo 

n           % 

Anti-Delta 

Não Reativo 

n                % 

Total 

 

n               % 

A 18 45,0 73 60,3 91 56,5 

D 7 17,5 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-

específicos, sendo que 10 (20%) não amplificaram na PCR. 

Na Tabela 4 apresenta-se a distribuição dos genótipos do VHB, segundo  a 

naturalidade de acordo com as sub-regiões nas quais foram detectados os indivíduos anti-delta 

reativos, na qual observa-se que o genótipo A é predominante em todas as microrregiões, 

seguido do genótipo F e D. 

Tabela 4 

 

Distribuição dos genótipos do VHB, segundo as sub-regiões em que foram 

detectados os indivíduos anti-delta reativos 

                                             

                           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sub-regiões Amazonas  

e outros Estados 

Genótipos VHB Total 

 

n    

A 

n       % 

D 

n     % 

F 

n   % 

1.Alto Solimões 01   100,0  - - 01 

2. Jutaí/Solimões/Juruá 01     33,3 02     66,7         - 03 

3. Purus 03     33,3 01     11,1  05    55,6 09 

4. Juruá 09     47,4 02     10,5 08    42,1 19 

5. Madeira         -        - 01  100,0 01 

6. Alto Rio Negro 01     50.0        -        - 01 

7. Rio Negro/Solimões          - 02     66,7 01    33,3 03 

10. Outras UF  Norte  03   100,0        -                          - 03 

TOTAL 18     45,0 07     17,5 15    37,5 40 
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4.3 Análise dos Genótipos do VHD  

 

4.3.1 RT-PCR do  VHD  

 

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

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

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

 

 

 

Figura 11 – Perfil Eletroforético dos Produtos de amplificação do RNA do VHD por RT-PCR. 1 – 10 

Amostras positivas para o 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 Restrição 

 

Todas as 34 amostras positivas para o VHD RNA foram submetidas a genotipagem 

com a enzima de restrição SmaI (Invitrogem Life Technology).   O genótipo identificado nas 

34 amostras amplificadas foi somente o genótipo III, sendo que não encontramos os genótipos 

I e II do VHD. O produto da digestão encontrado no genótipo III é caracterizado por dois 

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

405pb 



51 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Resultado da genotipagem por enzima de restrição. M – marcador de peso molecular 

(Ladder de 100 pb); os números 1, 3, 5 e 7 com 405 pb representam amostras não digeridas; Os 

números 2, 4 e 6 representam amostras digeridas com a enzima de restrição SmaI com 107 pb e 298 

pb; e os números 9 e 10  os controles positivo digerido e negativo respectivamente. 
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5. DISCUSSÃO 

 

As amostras de soro selecionadas para este trabalho, representam um amplo aspecto da 

população amazonense, visto que o Estado do Amazonas recebe um grande número de 

migrantes procedentes de várias regiões, particularmente da Amazônia Ocidental, constituída 

pelos Estados do Acre, Roraima, Rondônia, além do Amazonas. O mesmo acontece com os 

pacientes do Ambulatório de Hepatites Virais da Universidade Federal do Amazonas, que 

recebe indivíduos oriundos do interior do Amazonas, e de outros Estados da região Norte, que 

se deslocam de seu município em busca de diagnóstico. O maior percentual de amostras 

obtidas foi representado por participantes cujo local de nascimento foi a sub-região Rio 

Negro/Solimões (37,9%) que inclui Manaus e municípios próximos à Manaus, devido a  

maior proximidade  dos centros de diagnóstico.  

       Houve predomínio do sexo masculino (71,2%) no universo do estudo, devido aos 

participantes serem doadores de sangue, em suas maioria, com uma razão entre o sexo 

masculino e feminino igual a 2,5. 

 Genótipos do VHB 

O método de genotipagem empregado permitiu a detecção dos genótipos do VHB em 

161 amostras (84,7%).   Apesar de  29 amostras  não terem sido amplificadas,   possivelmente 

devido a uma baixa carga viral,  podemos  considerar também  problemas na especificidade 

dos iniciadores empregados, em decorrência de possível variabilidade genética do VHB, na 

região geográfica estudada.  

Os genótipos B, C e E do VHB não foram encontrados em nossas amostras, uma vez 

que  são genótipos encontrados em populações da África e  Sudeste da Ásia, embora,  

paciente procedente de Angola, e raros casos dos genótipos B e C foram descritos entre 

imigrantes asiáticos. (STINIK et al; 2002; STINIK et al; 2004 ).  
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Os genótipos G e H não foram pesquisados, devido à metodologia utilizada no 

presente estudo  detectar somente os genótipos de A – F. Ressalta-se que o genótipo G foi 

raramente encontrado entre pacientes dos Estados Unidos e  França, tendo sido  isolado em 

três 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 

genótipo A , o qual foi o mais prevalente ,  e 25,8% o genótipo F o segundo mais freqüente, e 

19,6%  genótipo D o qual foi o menos freqüente.  

Na Amazônia Ocidental e Oriental estudos têm confirmado um predomínio do 

genótipo A, seguido pelo F, sendo o D menos freqüente o que confirma os nossos achados. 

(CONDE et al, 2004; VIANA et al, 2005; OLIVEIRA; 2007). Nas demais regiões brasileiras, 

os estudos também demonstram o genótipo A como o mais prevalente no país ( DE CASTRO, 

2001; STINIK et al , 2004; TELES et al, 1999; MORAES, 1996)   

A análise da freqüência dos genótipos segundo a naturalidade dos participantes, 

permitiu observar que o genótipo A foi predominante em todas as sub-regiões estudadas, que 

o genótipo D é encontrado com maior freqüência entre os indivíduos de outras regiões do 

país, enquanto  que o genótipo F encontra-se distribuído em todas as sub-regiões de modo 

uniforme.  

 A maior prevalência de infecção com o genótipo A, o qual é pandêmico, poderia ser 

explicada pelos intensos movimentos migratórios de europeus e africanos para o Brasil, 

durante a colonização, uma vez que este genótipo é característico da Europa, América, Índia e 

África.  

 O genótipo D, característico de países mediterrâneos, Estados Unidos e Índia foi o 

menos freqüentemente encontrado na Amazônia Ocidental, sendo, entretanto, o mais  

prevalente entre indivíduos, cuja naturalidade  era de outras regiões geográficas brasileiras, 

sugerindo uma introdução mais recente na região amazônica.  
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 O genótipo F,  o segundo mais freqüentemente encontrado, é o mais distante do ponto 

filogenético, sendo característico das populações ameríndias, o que pode refletir uma antiga 

segregação dos genótipos entre o Velho e o Novo Mundo. Sua ocorrência foi bastante 

semelhante entre as sub-regiões, confirmando a sua circulação entre as populações 

amazônicas. No estudo de Bertolini et al (2000), o genótipo F foi detectado em 77,3% dos 

casos em três comunidades indígenas da região amazônica.    

A genotipagem das amostras provenientes de cinco países da América Central 

(Nicarágua, Costa Rica, Guatemala, El Salvador e Honduras) detectou a presença do genótipo 

F em 79% das amostras, além de 14% do genótipo A, 6% do D e 1% do C, reforçando   o F 

como o genótipo nativo da região (ARAUZ RUIZ et al., 1997a). 

Importância clínica dos genótipos de VHB 

A associação entre os genótipos do VHB com a história natural da infecção e com a 

resposta ao tratamento tem sido extensivamente investigada. Na Ásia, onde os genótipos B e 

C são prevalentes, o genótipo C tem sido associado a um maior risco de cirrose e 

hepatocarcinoma, em contraste com o genótipo B (KAO,2002). Achados similares têm sido 

reportados no Japão, uma vez que,  em indivíduos com cirrose foi detectado um maior número 

de pacientes com genótipo C comparado ao genótipo B (KOBAYASHI et al., 2002). 

Hepatocarcinoma tem sido mais prevalente em pacientes com genótipo C do que o genótipo B 

na China e Japão (ORITO et al., 2001; DING et al., 2001).  

Em relação a soroconversão do HBeAg para anti-HBe  é mais freqüente entre 

indivíduos infectados com o genótipo B do que o genótipo C (ORITO, 2001;.CHU et al, 

2002; SUMI et al, 2003; KAO, 2003; YUEN et al, 2004).  

Os genótipos do VHB também têm sido relacionados à resposta terapêutica.  Pacientes 

com genótipos C e D têm uma baixa resposta ao interferon alfa quando comparados com 

genótipos A e B e entre pacientes que usam Lamivudine,  a resposta  tem sido melhor no 
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genótipo B do que no genótipo C (KAO et al, 2000; HOU et al , 2001). E ZOLLNER et al 

(2001) observaram que portadores do VHB subtipo adw (indicativo do genótipo A) 

apresentam 20 vezes mais risco de desenvolverem resistência a lamivudina do que pacientes 

infectados pelo subtipo adw (indicativo do VHB genótipo D da Europa (ZOLLNER et al, 

2001). 

Estudos prévios sobre a história da evolução do VHB têm sugerido que recombinação 

inter-genótipos e complexos padrões de substituição de nucleotídeos provocados por seleção 

natural, teriam levado à atual classificação. (FARES e HOLMES, 2002) 

A evolução dos genótipos do VHB em primatas e humanos é ainda obscura, havendo 

duas teorias divergentes para explicá-la. A primeira propõe que  isolados de VHB de uma 

mesma localização geográfica poderiam ter sofrido cruzamento entre as espécies, isto é, entre 

humanos e primatas, ao passo que a segunda propõe que todos os genótipos do VHB 

evoluíram de uma cepa ancestral, que se diferenciou quando  os  humanos migraram da África 

há , aproximadamente, 100.000 anos. ( SIMMONDS, 2001; FARES e HOMES, 2002)  

È possível que a infecção tenha emergido entre humanos, a partir do contato com 

diferentes primatas infectados com genótipos espécie-específicos,  semelhantemente, ao que 

ocorreu com o HIV. A origem a partir de primatas é suportada pela observação de que áreas 

de alta prevalência de VHB em humanos são aquelas onde o contato e a transmissão cruzada a 

partir de primatas são mais prováveis, como a América do Sul, África Sub-Sahariana e 

Sudeste da Ásia. (SIMMONDS, 2001) 

Por outro lado, a presença do F em populações nativas da América, é inconsistente 

com a presença dos genótipos B e C em asiáticos da Mongólia, já que as duas populações são 

geneticamente aparentadas. (SIMMONDS, 2001) 

No estágio atual do conhecimento, as hipóteses existentes não permitem conclusões 

sobre a origem do VHB. 
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Genótipos do VHD 

Encontramos em nosso estudo somente o genótipo III do VHD, confirmando os 

achados de estudos anteriores, os quais têm reportado que o genótipo III do VHD é exclusivo 

da América do Sul, predominando nas populações indígenas da bacia amazônica. Na 

Amazônia brasileira,  Kiesslich et al (2003a) caracterizaram pela primeira vez o genótipo III 

do VHD, entre pacientes oriundos da Amazônia Ocidental. 

Entretanto, estudo em 23 amostras, coletadas em doze municípios do Estado do Acre, 

mostrou um predomínio do  genótipo I em 70% , sendo o  genótipo III encontrado  em 26%, e 

somente um paciente apresentou infecção mista do genótipo I e do genótipo III (4%) 

(MOLINET, 2004). O genotipo I do VHD foi descrito também por Quintero na Venzuela, que 

identificou um caso isolado entre ameríndios da Venezuela, possivelmente, relacionado a 

transmissão através de imigrante europeu (QUINTERO et al., 2001). 

Estudos realizados no Peru, Colômbia e Venezuela têm encontrado o genótipo III do 

VHD associado ao genótipo F do VHB, porém, em nosso estudo não observamos associação 

entre o genotipo III e os genótipos do VHB, uma vez que, em nossa amostra de pacientes com 

VHD, 45% apresentavam o genótipo A, 17,5% o genótipo D e 37,5% o genótipo F.. (CASEY, 

1993; CASEY et al, 1996; NAKANO et al, 2001).   

Relevância clínica dos genótipos do VHD 

Considerando a variabilidade genética do VHD e os padrões clínicos, atualmente já 

descritos, é possível sugerir que há uma associação entre os genótipos do VHD e as 

manifestações clínicas. Estudos realizados têm mostrado que o genótipo I apresenta maior 

severidade na agressão hepática, quando comparado ao genótipo II. Entretanto, diversos 

relatos têm indicado o genótipo III como o mais agressivo, uma vez que este, tem sido 

associado a formas graves de hepatites, inclusive fulminantes.  Lesões específicas do fígado, 
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incluindo células em mórula, foram descritas em pacientes com hepatite grave (CASEY et al., 

1993). É  considerado que o genótipo III do VHD,  em associação com o genótipo F do VHB, 

conduziria a  uma hepatite aguda severa. Por contraste, o genótipo II e IV estariam associados  

a doença menos severa. (WU et al, 1995). Porém, estudos recentes entre pacientes das ilhas de 

Miyako e Okinawa  sugerem que a variante IIB, que na nova classificação corresponde ao 

genótipo IV, levaria a uma maior progressão para hepatite crônica e cirrose (WATANABE et 

al, 2003). Certamente, outros fatores como o tempo, a duração da infecção, a carga viral, o 

aparecimento de mutações, o genótipo do VHB e a imunidade do paciente podem contribuir 

para a história natural da infecção. (DIEYE et al. 1999; LE GAL et al, 2005; WU et al., 2005).   

 A associação de um genótipo, em particular genótipo III, com a forma grave de 

hepatite que ocorre na região norte da América do Sul, apóia a hipótese que fatores genéticos 

do VHD possam ser determinantes na patogênese da hepatite Delta. A proteína curta (S-

HDag) é necessária para a replicação viral do RNA e a proteína longa (L-HDag), 

especificamente a região do carbono terminal, inibe a replicação e promove o empacotamento 

do RNA do vírus. A principal diferença entre os genótipos do VHD reside no carbono 

terminal da proteína longa do HDAg e no  grupo amino(N) terminal. É possível que as 

diferenças nestas regiões entre os diferentes genótipos, determinam variações na capacidade 

do empacotamento do RNA viral com o HBsAg, graus variáveis de inibição da replicação do 

RNA do vírus, ou diferentes interações com fatores do hospedeiro, incluindo o sistema 

imunológico (CASEY et al., 1993). 

Outra característica genotípica que poderia estar relacionada com a patogênese, é que a 

estrutura formada pelo genótipo III, apresenta diferenças em relação ao genótipo I. O genótipo 

I exibe uma estrutura particular de bases pareadas, esta estrutura é requerida para a máxima 

edição do RNA. No caso do genótipo III, as bases pareadas são interrompidas por uma série 

de 5 aminoácidos na região da seqüência a ser editada (CASEY  e GERIN, 1998). 
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Esta alteração na estrutura do genótipo III,  pode resultar em uma menor formação de 

ARN, e desta maneira limitar a quantidade de proteína longa. A L-HDAg é postulada para 

reduzir a replicação genômica  e limitar a infecção. A diminuição desta proteína em pacientes 

portadores do genótipo III, provocaria um aumento da replicação viral, podendo influenciar 

na patogênese da hepatite fulminante,  causada pelo genótipo III do VHD. 

Estudos do genótipo I e III, em cultura celular, da replicação de clones dos genótipos I 

e III demonstrou a forte inibição de replicação do RNA do Genótipo I pelo AgHD do 

genótipo III, o que poderia ter implicações para esclarecer a biologia molecular e a 

epidemiologia deste agente, como também para o desenvolvimento de terapias modernas. A 

forma curta do AgHD do genótipo III tem as características de ligar-se debilmente ao ARN do 

genótipo I. Uma possibilidade alternativa envolve a  interação direta entre a forma curta  do  

HDAg-S dos genótipos I e III de maneira que a  atividade da replicação do AgHD do genótipo 

I  seja  inibido. Neste caso, a ausência de inibição da replicação do RNA do genótipo III  pelo 

AgHD do Genótipo I poderia ser explicado se o  complexo de agHD I – III alterasse  a 

conformação ou  a acessibilidade da região  amino-terminal do AgHD do  genótipo I,  que é 

requerido para  a  replicação do ARN do genótipo I ,  mas tem pouco efeito para genótipo III. 

Embora o mecanismo da inibição do genótipo I pelo genótipo III, sugere a possibilidade do  

que no ambiente natural, o genótipo III pode ter uma competitividade numa coinfecção  com 

ambos os genótipos. A análise adicional desta atividade inibitória poderia ser usada para 

desenvolver terapias para inibir  a replicação do genótipo I do  HDV em pacientes infectados 

(CASEY e GERIN., 1998). 

  

. 
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 6. CONCLUSÕES 

 

 

 Os genótipos  A, D e F do VHB são os genótipos  prevalentes na Amazônia Ocidental 

Brasileira; 

 O genótipo A foi o mais freqüente, seguido dos genótipos F e o menos freqüente foi o 

genótipo D; 

 O genótipo D foi o genótipo mais prevalente entre indivíduos, cuja naturalidade eram 

de outras regiões geográficas brasileiras; 

 O genótipo III do VHD é o predominante na Amazônia ocidental Brasileira; 

 Não há associação entre os genótipos do VHB e a infecção pelo vírus D em pacientes 

cronicamente infectados; 

 A metodologia da PCR com iniciadores tipo-específico utilizada para genotipar o 

Vírus da Hepatite B e a  metodologia da RT-PCR com RFLP  utilizada  para  

genotipar o Vírus da Hepatite Delta  são   ferramentas úteis para o conhecimento dos 

genótipos de ambos os vírus. 
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