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RESUMO

As Hepatites virais representam um grave problema de saude publica no
mundo, pelo nimero de individuos atingidos, pelas formas graves e
mortalidade. Aproximadamente um terco da populacdo mundial atual ja se
expds ao virus da hepatite B, e estima-se que 248 milhdes de pessoas
estejam infectadas cronicamente. No Brasil, a regido Sudeste apresenta o
maior niumero de casos notificados para essa enfermidade, com maiores
taxas de notificacdo no Estado de S&o Paulo. S&do José do Rio Preto,
localizada no noroeste Paulista, estd entre as trés regides com maiores
taxas migratorias do estado com intensa circulacéo e flutuacéo da populacao,
e possui muitos pacientes em tratamento da Hepatite B, de diversas
localidades. Considerando que nesta Regido nenhum estudo sobre os
aspectos epidemiolégicos e moleculares dessa infecgéo viral foi realizado,
este estudo teve o objetivo de investigar os gendtipos e subgendtipos do
virus da hepatite B circulantes, além de avaliar a presenca de mutacfes de
resisténcia aos analogos de ndcleos(t)ideos, e as caracteristicas
epidemioldgicas dos pacientes. Foram incluidas no estudo 127 amostras de
soro ou plasma de portadores do HBV, de diferentes Unidades de Saude da
Regido Administrativa de Sdo José do Rio Preto, coletadas no periodo de
setembro de 2015 a janeiro de 2018. O DNA do HBV foi extraido das
amostras, amplificado por nested PCR (regides S/Pol), e os fragmentos
obtidos na amplificacdo foram sequenciados em sequenciador automatico. A
identificacdo dos gendtipos/subgendtipos e a pesquisa de mutacbes foram
realizadas com sucesso em 126 amostras, apds andlise das sequéncias
obtidas. Os gendtipos encontrados foram A (51,6%; 65/126), B (0,8%; 1/126),
C (0,8%; 1/126), D (37,3%; 47/126), E (0,8%; 1/126), e F (8,7%; 11/126);
com relacdo aos subgendtipos, uma grande diversidade foi observada: Al
(40,5%), A2 (11,1%), B1 (0,8%), C1 (0,8%), D1 (1,6%), D2 (5,6%), D3
(28,6%), D4 (1,6%), F2a (7,1%) e F4 (1,6%). Os gendtipos A e D foram
predominantes, sendo os subgendtipos A1 e D3 os mais prevalentes. Entre
0s pacientes que fazem tratamento, cepas do HBV com mutacdes de
resisténcia (rtM204V/1/S) associadas ou ndo a mutacdes compensatérias
(rtL180M, rtv173L) foram identificadas em 13,9% (5/36) das amostras
analisadas; mutacdes de resisténcia parcial ao Entecavir (rtM204V/I/S) ou
potencialmente associadas com resisténcia ao Adefovir (rtV214A, rtL217R,
rtQ215S, rtN238T e rtP237H) em 13,9% (5/36) e 19,4% (7/36) dos pacientes,
respectivamente. Ja no grupo de pacientes ndo submetidos a tratamento,
1,1% (1/90) das amostras apresentou mutacdo de resisténcia (rtM204V) e
resisténcia parcial ao Entecavir, além de mutacdo (rtA181T) que confere
resisténcia parcial in vitro, mas que nao implica em resisténcia in vivo ao
Tenofovir;, uma amostra (1,1%) apresentou mutacdo compensatoria
(rtV/F/L/IM2071), que em geral aparece apOs outras variantes primarias de
resisténcia a Lamivudina; e 26,7% (24/90) das amostras apresentaram
mutacOes de potencial resisténcia ao Adefovir (rtV214A, rtL217R, rtP237H,
rtN238T, rtQ215S, rtl233V). Todas as amostras analisadas eram de
portadores crénicos do HBV, com presenca de cirrose em 4,7% (6/127), e
coinfec¢cdes com HIV e/ou HCV 12,6% (16/127). A grande diversidade de



genaotipos/subgenodtipos observada reflete a intensa migracdo que ocorre
para a regido estudada, em virtude de sua importancia como um centro de
referéncia em saude. Entre as cepas do HBV, com mutacdes de resisténcia
aos anélogos de nucleos(t)ideos, o perfil de mutacdes que confere potencial
resisténcia ao adefovir parece ser o mais disseminado nesta populacéo,
porém, resisténcia total a lamivudina e emtricitabina; e resisténcia parcial ao
entecavir foram observadas em metade dos pacientes em tratamento com
perfil de resisténcia. Todos esses dados demonstram a importancia da
Hepatite B na regido de Sao José do Rio Preto, e comprovam a necessidade
de uma vigilancia sempre ativa, para o manejo efetivo dos pacientes HBV
cronicos, a fim de reduzir a mortalidade e morbidade associadas a essa
infecgao viral.

Palavras-chave: Hepatite B crbnica/epidemiologia, Virus da Hepatite B,
Gendtipo, Resisténcia a medicamentos, Mutacédo, Sao José do Rio Preto.



ABSTRACT

Viral Hepatitis represents a serious public health problem in the world, due to
the number of individuals affected, serious forms and mortality.
Approximately one-third of the world's population has already been exposed
to the hepatitis B virus, and it is estimated that 248 million people are
chronically infected. In Brazil, the Southeast region has the highest number
of cases reported for this disease, with the highest reporting rates in the
State of S&o Paulo. Sdo José do Rio Preto, located in northwest State, is
among the three regions with the highest migratory rates of the state with
intense circulation and population fluctuation, and has many patients under
treatment of Hepatitis B, from several locations. Considering that in this
Region no study on the epidemiological and molecular aspects of this viral
infection was carried out, this study aimed to investigate circulating
genotypes and subgenotypes of the hepatitis B virus, in addition to evaluating
the presence of resistance mutations to nucleos(t)ides analogues, and the
epidemiological characteristics of the patients. The study included 127 serum
or plasma samples from HBV carriers from different Health Units of the
Administrative Region of Sdo José do Rio Preto collected from September
2015 to January 2018. HBV DNA was extracted from samples, amplified by
nested PCR (S/Pol regions), and the fragments obtained in the amplification
were sequenced in an automated sequencer. Identification of genotypes and
subgenotypes and mutation screening were performed successfully in 126
samples after analysis of the sequences obtained. The genotypes were A
(51.6%, 65/126), B (0.8%, 1/126), C (0.8%, 1/126), D (37.3%, 47/126 ), E
(0.8%, 1/126), and F (8.7%, 11/126); with respect to the subgenotypes, a
great diversity was observed: Al (40.5%), A2 (11.1%), B1 (0.8%), C1 (0.8%),
D1 (1.6%) , D2 (5.6%), D3 (28.6%), D4 (1.6%), F2a (7.1%) and F4 (1.6%).
Genotypes A and D were predominant, with subgenotypes Al and D3 being
the most prevalent. Among the patients undergoing treatment, strains of HBV
with resistance mutations (rtM204V/1/S) associated or not to compensatory
mutations (rtL180M, rtvV173L) were identified in 13.9% (5/36) of the analyzed
samples; mutations of partial resistance to Entecavir (rtM204V /1 / S) or
potentially associated with Adefovir resistance (rtV214A, rtL217R, rtQ215S,
rtN238T and rtP237H) in 13.9% (5/36) and 19.4% (7/36) of the patients,
respectively. Already in the group of non-treated patients, 1.1% (1/90) of the
samples presented resistance mutation (rtM204V) and partial resistance to
Entecavir, in addition to a mutation (rtA181T) conferring partial resistance in
vitro, but not implies in vivo resistance to Tenofovir; one sample (1.1%)
presented compensatory mutation (rtV/F/L/IM2071), which usually appears
after other primary variants of resistance to Lamivudine; and 26.7% (24/90)
of the samples showed mutations of potential resistance to Adefovir (rtV214A,
rtL217R, rtP237H, rtN238T, rtQ215S, rtI233V). All the samples analyzed were
chronic carriers of HBV, with cirrhosis present in 4.7% (6/127), and HIV
and/or HCV coinfections in 12.6% (16/127). The great diversity of
genotypes/subgenotypes observed reflects the intense migration that occurs
in the studied region, due to its importance as a reference center in health.
Among strains of HBV, with mutations of resistance to nucleos(t)ide analogs,



the profile of mutations conferring potential resistance to adefovir seems to
be the most widespread in this population, but total resistance to lamivudine
and emtricitabine and partial resistance to entecavir were observed in half of
the patients under treatment with resistance profile. All these data
demonstrate the importance of Hepatitis B in the region of Sdo José do Rio
Preto and demonstrate the need for an active surveillance for the effective
management of chronic HBV patients in order to reduce the mortality and
morbidity associated with this viral infection.

Key words: Chronic hepatitis B/epidemiology, Hepatitis B virus, Genotype,
Drug resistance, Mutation, Sdo José do Rio Preto.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADF Adefovir

ALT Alanina aminotransferase

Anti-HBc anticorpo contra o antigeno do core do virus da hepatite B
Anti-HBe anticorpo contra o antigeno e do virus da hepatite B

Anti-HBs anticorpo contra o antigeno de superficie do virus da hepatite B
CADIP Centro de Atendimento a Doencas Infecto Contagiosas e Parasitarias
cccDNA “Covalently closed circular DNA” (DNA circular covalentemente
fechado)

CEPIAL Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz

CHC Carcinoma hepatocelular

CLR Centro de Laboratério Regional

CNS Conselho Nacional de Saude

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTPs trifosfatos de desoxinucleotideos

ddNTPs didesoxinucleotideos

EDTA Acido Etilenodiamino Tetracético

EFV Efavirens

ETV Entecavir

FTC Emtricitabina

GAL Gerenciador de Ambiente Laboratorial para amostras

HBcAg antigeno do core do virus da hepatite B

HBeAg antigeno e do virus da hepatite B

HBsAg antigeno de superficie do virus da hepatite B

HBC hepatite B crbnica

HBYV virus da Hepatite B

HCV virus da Hepatite C

HDV virus da Hepatite Delta

HIV virus da imunodeficiéncia humana adquirida

IAL Instituto Adolfo Lutz

IFN Interferon



LAM Lamivudina

LDT Telbivudina

MgCl2 Cloreto de Magnésio

ng nanograma

nm nandémetro

ORF “open read frame” (fase de leitura aberta)

pb pares de base

PCR reacao em cadeia pela polim

pgRNA RNA pré-genémico

pMol/pL picomol por micolitro

RA Regiao Administrativa

RC-DNA “relaxed circular DNA” (DNA nao fechado covalentemente)
Regido Pol regido de codificacdo da polimerase do genoma do HBV
Regido S regido de codificacdo das proteinas de superficie do HBV
RGs Regibes de Governo

RNA acido ribonucleico

SAE Servico de Assisténcia Especializada

SIGH Sistema de Informacéo e Gestao Hospitalar

SS DNA single stranded DNA (DNA de fita simples)

SUS Sistema Unico de Satde

TAE Tris-Acetato-EDTA

Tag Thermus aquaticus

TDF Tenofovir

TR transcriptase reversa

Ul/mL unidades internacionais por mililitro

ML microlitro
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1) INTRODUCAO

As hepatites virais constituem um enorme desafio a satde publica em
todo o mundo. Elas sdo responsaveis por cerca de 1,4 milhdo de ébitos
anualmente, como consequéncia de suas formas agudas graves ou,
principalmente, pelas complicacbes das formas descompensadas crbnicas
ou por hepatocarcinoma (Ministério da Saude, 2017b).

Estima-se que dois bilhdes de pessoas j& foram expostas ao virus da
hepatite B, e 248 milhdes estejam infectadas cronicamente. A
soroprevaléncia varia de acordo com a idade e a regido geografica com
maior prevaléncia (> 5%) na Africa Saariana, leste da Asia, algumas partes
da regido dos Balcés, e nas ilhas do Pacifico. A prevaléncia abaixo de 2% é
vista nas regides como a América Central, a América do Norte e a Europa
Ocidental (Organizacdo Mundial da Saude, 2017). No geral, quase metade
da populacdo mundial vive em é&reas de endemicidade alta, intermediaria

alta ou intermediéria baixa (Figura 1).

%o >
Endemicity s
[ Nodata
1 Low (<2%)
[ Lower intermediate (2-4-99%)
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Figura 1. Endemicidade global do HBsAg.
Fonte: Schweitzer et al., 2015.

As principais complicacdes da hepatite B crénica (HBC) sédo cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC). Em todo o mundo, estima-se que cerca de
686 mil pessoas morram a cada ano por complicacées da HBC. No geral, a




infeccdo por HBV é responsavel por cerca de 45% dos casos de CHC e 30%
de cirrose. Na Asia e na maioria das outras regides, a incidéncia de CHC e
cirrose é baixa em individuos com idade entre 35 e 40 anos, no entanto, em
algumas partes da Africa, Alasca e Amazonia, a incidéncia de CHC ¢ alta em
criancas e jovens adultos do sexo masculino (Organizacdo Mundial da
Saude, 2017).

1.1 Caracteristicas estruturais e moleculares do HBV

O HBV é um virus envelopado pertencente a familia Hepadnaviridae,
género Orthohepadnavirus. A particula viral (Figura 2) é esférica, com 42 nm
de didmetro, formada por um nucleocapsideo protéico icosaédrico (HBCAQ),
envolto por um envelope lipoproteico que contém as trés formas (Small,
Medium e Large) do antigeno de superficie viral (HBsAg). No seu interior
estdo presentes a enzima DNA polimerase e o genoma viral (Tiollais et al.,
1985).

O genoma do HBV é um dos menores entre os dos virus que infectam
o0 homem e possui aproximadamente 3.200 pares de bases (pb), composto
por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla, com uma fita
longa (Negativa) complementar aos RNA virais, e uma fita curta (positiva)
(Tiollais et al., 1985) de comprimento variavel (50% a 90% do comprimento
da fita complementar). A totalidade do genoma do HBV é codificante,
apresentando quatro fases de leitura aberta (ORF) designadas de pré-S/S,
pré-C/C, P e X (Gomes e Araujo, 2013), representadas na Figura 3.

Todos os genes sao codificados pela fita longa e possuem pelo
menos uma regido de sobreposicao a outro gene. O gene pré S/S codifica as
proteinas que formam o HBsAg, e o pré C/C é responsavel pela sintese do
HBCcAg e do antigeno e (HBeAg). O gene P codifica a polimerase viral e a
regido X é responsavel pela sintese de uma proteina regulatoria chamada
proteina X (Ministério da Saude, 2015). A sobreposicdo das quatro fases de
leitura abertas aumenta a capacidade de sintese proteica do que seria

esperado para a totalidade do genoma do HBV, que produz mais proteina



por nucleotideo do que qualquer outro virus conhecido (Gomes e Araujo,
2013).

O gene pré-S/S inclui as regides pré-S1, pré-S2 e S, com trés coédons
de iniciacdo na mesma fase de leitura. A maior proteina (Large) que compde
o0 HBsAg, cujo codon de iniciacéo € localizado no inicio da regido pré-S1, é
codificada pelas regibes pré-S1, pré-S2 e S. A proteina de tamanho
intermediario designada de Medium, é codificada pelas regides pré-S2 e S. A
menor proteina (Small) é sintetizada a partir do cédon de iniciacéo localizado
no inicio da regido S. Todas essas proteinas possuem o0 mesmo coédon de

terminacéo localizado no final da regido S (Gomes e Araujo, 2013).

Proteina de superficie
Medium HBsAg

Proteina de superficie
Small HBsAg Bc il

Polimerase
Nucleocapsideo
Icosaédrico (HBcAg)

Figura 2: Representacéo da estrutura do HBV.
Fonte: Biasini, 2018, modificado.

A regido pré-C/C possui dois codons de iniciagdo na mesma fase de
leitura aberta. O HBeAg é traduzido a partir do Unico cdédon de iniciacdo da
regido Pré-C. Inicialmente ¢é produzido um polipeptideo precursor
compreendendo os aminoacidos da regido pré-C e os demais aminoacidos
do gene C, que é processado por clivagem das extremidades, no reticulo
endoplasmatico, resultando na formacdo do HBeAg. O cddon de iniciacéo

para o HBcAg esta localizado no gene C, e produz o polipeptideo do core,



para formar o nucleocapsideo viral (particula icosaédrica) (Gomes e Araujo,
2013).

O gene P cobre aproximadamente 75% do genoma e codifica uma
enzima com atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e RNAse H.
A polimerase viral € composta por quatro dominios: o dominio aminoterminal,
gue atua como proteina terminal ou primase, € necessario para o inicio da
sintese da fita de DNA de polaridade negativa; uma regido chamada de
“‘espacadora” sem funcao definida; o dominio de transcriptase reversa e o
dominio C-terminal que exibe atividade de RNAse H (Gomes e Araujo, 2013).

O gene X especifica um pequeno polipeptideo de 154 aminoacidos
que pode ser detectado apenas nos hepatdcitos infectados. Sua sequéncia é
conservada entre os hepadnavirus que infectam os mamiferos, entretanto,
estd ausente nos virus que infectam as aves. Dessa forma, acredita-se que
0 gene X ndo seja necessario para a encapsidacao e replicacao viral, porém
€ um gene regulador que pode ativar a transcricdo de certos genes virais e

celulares (Gomes e Araujo, 2013).

DNA fita dupla

parcial

Figura 3: Representacéo das quatro fases de leitura aberta (ORFs) do HBV:
pré-S/S, pré-C/C, P e X.
Fonte: Ministério da Saude, 2015, modificado.



1.2 Ciclo de replicacéo do HBV

O genoma do HBV é formado por um DNA circular, parcialmente em
cadeia dupla, ndo fechado (relaxed circular DNA ou RC-DNA), que é
replicado por meio da transcricdo reversa a partir de um RNA pré-genémico
(pgRNA), no hepatdécito do hospedeiro (Hu e Liu, 2017).

No nucleo do hepatécito, o RC-DNA é convertido em um DNA circular
covalentemente fechado (covalently closed circular DNA ou cccDNA), ou
integra-se ao DNA do hospedeiro (Hu e Liu, 2017). A partir do cccDNA é feita
a transcricdo dos RNA virais, que ao serem traduzidos originardo todos os
componentes necessarios para a montagem do virus: as proteinas do
envelope (Large, Medium e Small), proteinas do core (nucleocapsideo),
proteina P (Transcriptase reversa), proteina X; além do pgRNA que sera
encapsulado e transcrito em novos genomas RC-DNA (Hu, 2016).

A montagem dos virions do HBV completo, comeca com o
empacotamento do pgRNA e da transcriptase reversa (TR), pelo
nucleocapsideo, e dentro dele, a TR primeiro converte o pgRNA em um DNA
de fita simples (SS DNA, sentido negativo) e, subsequentemente, no RC-
DNA (Hu e Seeger, 2015). Os nucleocapsideos contendo DNA de fita
parcialmente dupla sdo considerados maduros e sao selecionados para
envoltura pelo envelope viral (HBsAQ) e secretados extracelularmente como
virions completos (Figura 4) (Hu e Liu, 2017).

A caracteristica principal da replicacdo do HBV é a selecao de
nucleocapsideos contendo RC-DNA, mas ndo aqueles que contém o RNA
ou o DNA intermediario da replicacao de fita simples, para o envelopamento
durante a secrecao dos virions, pois sdo considerados imaturos (Hu e Liu,
2017).

A morfogénese do HBV é caracterizada ainda, pela liberacdo de
particulas subvirais, mais abundantes que os virions completos, como os
antigenos de superficie classicos (antigeno Australia) que contém apenas as
proteinas do envelope viral; virions isentos de genomas (vazios), mais

recentemente descobertos, que contém envelope e nucleocapsideo, mas



sem genoma,; ou ainda, em niveis baixos, particulas contendo RNA (Hu e
Liu, 2017).

As células infectadas pelo HBV também secretam um antigeno
proteico soliuvel chamado antigeno e da hepatite B (HBeAg).
Independentemente da montagem dos nucleocapsideos ou da replicacédo
viral, o0 HBeAg ¢€ liberado pela via secretora da célula hospedeira e pode
exercer efeitos imunorregulatérios. Historicamente, o HBeAg sérico tem sido
amplamente utilizado para monitorar a infecgdo viral e a resposta ao
tratamento, pois esta geralmente associado a altos niveis de replicacdo viral
(Milich e Liang, 2003; DiMattia et al., 2013).

Virion Vazio Virion RNA Virion completo Esferas/Filamentos
(HBs+HBc) (HBs+HBc+RNA) (HBs+HBc+DNA) (HBs)

HBe

Figura 4: Ciclo de replicacdo do HBV.
Fonte: Hu e Liu, 2017, modificado.

Considerando que o cccDNA é o responsavel pela replicagdo viral,
bem como pela sintese de todas as particulas e proteinas do HBV (Hu e Liu,
2017), esforcos continuos para desenvolver uma cura para a infeccdo

cronica pelo HBV visam a eliminagdo do cccDNA (ou o silenciamento estavel



de sua atividade transcricional). Acredita-se que o cccDNA é muito estavel e
pode persistir na auséncia de replicacdo viral enquanto a célula infectada
sobreviver (Yokosuka et al., 1985; Reaiche et al., 2010; Seeger et al., 2016).

1.3 Transmissao do HBV

A transmissao do HBV se faz por via parenteral, e, sobretudo, pela via
sexual, sendo considerada uma infeccdo sexualmente transmissivel. Dessa
forma, a hepatite B pode ser transmitida por solucao de continuidade (pele e
mucosa), relacdes sexuais desprotegidas e por via parenteral
(compartilhamento de agulhas e seringas, tatuagens, piercings,
procedimentos odontoldgicos ou cirurgicos, etc). Outros liquidos orgéanicos,
como sémen, secrecdo vaginal e leite materno, também podem conter o
virus e constituir-se fonte de infec¢do. A transmisséo vertical (de mae para
filho) também é causa frequente de disseminacao do HBV (Ministério da
Saude, 2015).

Nas areas de alta endemicidade, predominam as formas de
transmissdo vertical e horizontal do HBV, esta Ultima dada pelo proprio
contato familiar continuado com as maes portadoras, ou mesmo com outros
portadores dentro do nucleo familiar. Nas populacdes correspondentes a
estas areas, a maioria das infec¢cdes ocorre na infancia precoce (Ministério
da Saude, 2011).

Em locais de endemicidade intermediaria a transmissédo de hepatite B
ocorre em todas as idades, concentrando-se em criancas em faixas etérias
maiores, adolescentes e adultos. J&4 nas areas de baixa endemicidade,
adolescentes e adultos sdo os mais frequentemente expostos a infeccéo
pelo HBV. Em ambos os casos, a contaminacdo ocorre por exposicdo a
sangue e fluidos corpéreos, durante o contato sexual e/ou uso de drogas
injetaveis (Ministério da Saude, 2011).

No Brasil, mesmo com disponibilidade de uma vacina eficaz, de
producdo nacional autossuficiente, e dos esforgcos progressivos em

imunizacéo e prevencdo no Sistema Unico de Saude (SUS), a transmiss&o



da hepatite B ainda é uma realidade. Aproximadamente 17.000 novos casos
sao detectados e notificados anualmente, o que contribui para evidenciar o

impacto da doenca no territorio brasileiro (Ministério da Saude, 2017a).

1.4 Histéria Natural da Infeccéo por HBV

A infeccdo pelo HBV pode causar hepatite aguda ou cronica;
habitualmente, ambas as formas s&o oligossintomaticas (poucos sintomas
ou nenhum sintoma caracteristico), e raramente causam ictericia (coloracéo
amarelada de pele, mucosas e escleréticas): menos de um terco dos
individuos infectados apresenta esse sinal clinico. Aproximadamente 5% a
10% dos individuos infectados tornam-se portadores crénicos do HBV. Cerca
de 20% a 25% dos casos crénicos de hepatite B que apresentam replicacéo
do virus evoluem para doenca hepatica avancada. Em individuos adultos
expostos exclusivamente ao HBV, a cura espontédnea se d4 em cerca de
90% dos casos (Mandell et al., 2010; Le&o, 2013; Gongales Junior, 2013).

Diversos fatores podem influenciar na gravidade da doenca hepética,
e aumentar o risco de desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular
(CHC), em pacientes portadores da hepatite B crénica, como: 0s extremos
de idade; sexo masculino; fatores comportamentais e genéticos; uso
constante de bebida alcodlica e cigarros; episédios decorrentes de
exacerbacdo aguda de hepatite e replicacao viral persistente; superinfeccéao
por outros virus hepatotropicos como coinfeccdo com o virus da hepatite
Delta (HDV) elou virus da hepatite C (HCV) (Fattovich, 2002; Lok e
Mcmahon, 2009; European Association for the Study of the Liver, 2012; Liaw,
2012).

O gendtipo C do HBYV, a mutacao na regido promotora do pré-core e a
coinfeccdo com o HIV também sédo fatores que aumentam a probabilidade
de evolucéo para formas graves da doenca. Embora a cirrose seja fator de
risco para CHC, 30% a 50% dos casos de CHC por HBV ocorrem na
auséncia de cirrose (Lok e Mcmahon, 2009; European Association for the
Study of the Liver, 2012; Liaw, 2012).



A infeccdo pelo HBV é um processo dinamico, dividido em cinco
fases. Inicialmente, existe a fase de imunotolerancia, caracterizada por
elevada replicacdo viral, sem evidéncias de agressao hepatocelular (pouca
atividade necroinflamatoria e lenta progressao de fibrose) e positividade de
HBeAg. A replicacdo viral é tolerada pelo sistema imunolégico do
hospedeiro. Em virtude da elevada viremia, os pacientes nessa fase
podem transmitir a doengca com maior facilidade (Gongales Junior, 2013;
Ministério da Saude, 2017hb).

Na segunda fase, imunorreativa, a tolerancia imunoldgica esgota-se
diante da incapacidade do sistema imune de eliminar o virus. E
caracterizada pelo teste HBeAg reagente e por menores indices de HBV-
DNA sérico, indicativo de menor replicacdo viral. A atividade
necroinflamatoéria no figado pode ser moderada ou grave, com progressao
da fibrose acelerada. Esta fase encerra-se com a soroconversao para anti-
HBe (Ministério da Saude, 2017b).

Apos a fase anterior, tem inicio a fase residual ndo replicativa, ou
Estado de portador inativo, caracterizada por niveis muito baixos — ou até
mesmo indetectaveis — de HBV-DNA sérico, e habitualmente, soroconversao
anti-HBe. O sistema imunologico do hospedeiro € capaz de reprimir a
replicacdo viral, reduzindo o risco de cirrose e CHC. Esse processo
corresponde a um bom prognéstico (Gongales Junior, 2013; Ministério da
Saude, 2017b).

Apoés o periodo inativo, pode surgir a fase de reativacdo: quando
ocorrerem mutacdes na regido pré-core e/ou core do virus, mantendo-se a
replicacdo viral mesmo na vigéncia de HBeAg néo reagente. A atividade
necroinflamatéria e de fibrose no figado persistem durante essa fase. A
hepatite B cronica HBeAg ndo reagente também estid associada a baixas
taxas de remissao espontanea e risco elevado para complicagcdes, como
cirrose descompensada e CHC (Ministério da Saude, 2017b).

Existe ainda, a fase HBsAg ndo reagente: mesmo apos resposta
imune com eliminacdo do HBsAg, ha possibilidade de uma baixa replicagéo

viral (indices indetectaveis ou muito baixos de HBV-DNA sérico). Existem



poucas informacdes sobre a importancia dessa infeccdo oculta e persistente,
mas compreende-se que a reativacdo pode ocorrer em pacientes com perfil
sorolégico atipico, caracterizado pela presenca de anti-HBc reagente,
independentemente da reatividade para anti-HBs (Ministério da Saude,
2017Db).

1.5 Genétipos e subgenétipos do HBV

Até o momento, dez gendtipos de HBV (A a J) foram caracterizados. A
classificacdo do genotipo baseia-se numa divergéncia de sequéncia superior
a 8% de todo o genoma. A diversidade significativa nos genétipos A-D e F
levou a divisdo em numerosos subgenadtipos, com base em divergéncias de
nucleotideos dos intergrupos entre 4% e 7,5%. Os genomas dos genotipos
mais recentemente caracterizados, HBV/I e HBV/J, sdo provavelmente
recombinantes de HBV/C (De Pina-Araujo et al., 2018).

Os gendtipos e subgendtipos do HBV tém distribuicbes geograficas
distintas e podem ser responsaveis por diferencas na histéria natural e no
curso clinico da infeccdo. Na Africa, os gendtipos A, D e E sdo
predominantes. O HBV/A e o HBV/D estéao distribuidos globalmente, com um
alto predominio de HBV/A no noroeste da Europa, América do Norte e Africa
do Sul e Brasil. O HBV/D é predominante na area euromediterranica, em
Portugal, na india, na Russia e no norte da Africa. O HBV/E é o mais
prevalente na Africa Ocidental e Central (De Pina-Araujo et al., 2018). O
HBV/B e HBV/C, estfo presentes na Asia; o HBV/G, na Franca, Alemanha e
Estados Unidos; o HBV/H, nas Américas do Sul e Central; o HBV/I, no Vietna
e Laos (Sunbul, 2014); e HBV/J, no Japao (Tatematsu, 2009). A distribuicdo
geografica dos gendtipos esta representada na Figura 5.

O gendtipo A é agora classificado como Al, A2, quase subgendétipo A3
(QS-A3) e A4. Com excecao do A2, altamente prevalente na Europa e na
América do Norte, os subgendtipos do HBV/A séo de origem africana e estdo
relacionados ao povo africano e as populagdes a que entra em contato. O Al

é altamente prevalente no sudeste da Africa e é predominante entre os
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povos sul-americanos de ascendéncia africana, principalmente no Brasil, e
também foi encontrado em indianos do sul. Foi sugerido que o Al foi
introduzido na América do Sul por escravos africanos, que seriam portadores
desse subgendtipo. O A2, o subgendtipo mais frequente no noroeste da
Europa e nos EUA, também esta sendo identificado na Africa do Sul (De
Pina-Araujo et al., 2018).
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Figura 5: Distribuicdo geografica dos genoétipos do HBV.
Fonte: Locarnini et al, 2015; adaptado por Abreu, 2017; e modificado.

O gendtipo B classificado de B1-B9, é distribuido no Japéo (B1),
China (B2), Indonésia (B3, B7, B8 e B9), Vietna (B4), Filipinas (B5), Canada
e Groelandia (B6) (Shi et al., 2012).

Com 16 subgenotipos, o HBV/C é predominante na Asia. No entanto,
alguns subgenotipos recentemente descritos ndo foram totalmente aceitos.
Cl é encontrado principalmente no sudeste da Asia, enquanto C2 é
predominante no leste da Asia. O C3 esta confinado & Oceania, enquanto
o C4 é encontrado na Australia, China, Alaska e €& considerado o
subgenotipo mais divergente dentro do HBV/C. Subgenotipos C5 e C7 séo
encontrados nas Filipinas, enquanto C6 e C8-C16 foram isolados na
Indonésia (Zhu et al., 2015).

O genotipo D € o mais difundido, com dez subgenotipos, D1-D10,
descritos até o momento (De Pina-Araujo et al., 2018). D1 € predominante
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no Oriente Médio e Norte da Africa, D2 pode ser encontrado na Albania,
Turquia, oeste da India, Libano e Sérvia. D3 foi relatado na Sérvia, oeste da
india e Indonésia. E um subgendtipo predominante em infeccdes agudas por
HBV relacionadas ao uso de drogas injetaveis na Europa e no Canadéa. D4 é
relativamente raro e relatado no Haiti, RUssia e regido do Baltico, Quénia,
Marrocos e Ruanda. Subgenétipo D5 parece ser comum no leste da india.
D6 foi relatado como um subgendtipo raro da Indonésia, Quénia, Russia e
regido do Baltico. D7 é o principal gendtipo no Marrocos e na Tunisia. D8 e
D9 sdo subgenotipos recentemente descritos e relatados no Niger e na
india, respectivamente (Ozaras et al., 2015), e D10 na Etiopia (Hundie et al.,
2017).

O HBVI/E ¢ encontrado exclusivamente na Africa ou em descendentes
de africanos, e foi identificado em Mali, Burkina Faso, Togo, Benin, Nigéria,
Camardes, Republica Democratica do Congo e Angola. Os isolados do
gendtipo E possuem baixa variabilidade genética (De Pina-Araujo et al.,
2018).

O gendtipo F do virus da hepatite B € endémico nas Américas Central
e do Sul, bem como em popula¢cbes nativas do Alasca, com uma proporcao
menor no México e América do Norte. O HBV/F é dividido em subgendtipos
e subtipos com padrées de circula¢do geogréfica especificos. E um gendtipo
altamente divergente: subgenotipos F1 a F4, com F1, F2 e F4 sendo dividido

em subtipos “a” e “b”. Fla é encontrado na Costa Rica e El Salvador; F1b no
Alasca, Argentina, Chile, e México (Fragoso-Fonseca et al., 2018); F2 e F3
no norte da América do Sul: F2a é encontrado no Brasil e Venezuela, F2b é
descrito apenas na Venezuela, F3 é freqlente na Colédmbia, Venezuela e
Panama; F4 é relatado nas areas central e sul da América do Sul incluindo
Bolivia, Argentina (F4a e F4b) e sul do Brasil (Mojsiejczuk et al., 2015;
Alvarado-Mora e Pinho, 2013).

O Gendtipo G, ndo possui clara associacdo geografica, e esta
presente em certos grupos na Europa, e ja foi detectado no México. As
Infecgcbes por HBV/G ocorrem principalmente em grupos de risco como

Homens que fazem sexo com homens (HSH), mas curiosamente

12



principalmente como coinfeccbes com HBV/A2 e virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1); e usuarios de drogas injetaveis infectados pelo HIV.
Monoinfecgbes com o HBV/G s&o incomuns. Os isolados globais do HBV/G
estdo intimamente relacionados e possuem pouca divergéncia em suas
sequéncias, 0 que sugere uma origem evolutiva recente, e/ou uma
introducéo recentemente nos grupos de risco (Cornelissen et al., 2016).

O HBV/H é encontrado no México, e esta historicamente relacionado
com as migracfes dos povos pré-hispanicos, o assentamento dos astecas
na Mesoamérica antes da conquista espanhola e a mistura sucessiva da
populacao; portanto, € o0 gendtipo predominante detectado em ambas as
populacbes mexicana nativa (amerindia) e mestica (Roman e Panduro,
2013).

No Brasil, o genétipo A € o mais comum, seguido pelo D e F. O
genotipo A € o mais prevalente nas regides Norte, Nordeste e Sudeste; o
gendtipo D o mais prevalente na regido Sul; e no centro do pais,
representado pela regido Centro-Oeste, ha uma distribuicdo equilibrada dos
genadtipos A e D. O gendtipo F foi encontrado em todas as regifes do Brasil,
com excecao da regido Sul (Mello et al., 2007).

Os gendtipos B, C e E também circulam na populagéo, sendo que B e
C séo mais encontrados em pacientes de origem asiatica (Sitnik et al., 2004
Espirito-Santo et al., 2015). A circulagdo do gendtipo E ocorre na Africa
Ocidental e sua circulacdo no Brasil € incomum, porém ja descrita nas
regides Sudeste e Nordeste do pais (Espirito-Santo et al., 2015).

Com relacéo a circulacdo de subgenétipos no pais, foram relatados
D4 e Al no Maranhéo (Cruz-Santos et al., 2018); Al, A2, D1-D4, F2a e F4
em Ribeirdo Preto (Chacha et al., 2017); Al, D3 e F2 em Goiania (Marinho
et al., 2014); F2a em S&o Paulo (Alvarado-Mora et al., 2013); Al, D2-D4, e
F2a em Rondonia (Santos et al., 2010), sendo que Al, D3 e F2a s&o 0s mais

frequentemente encontrados.
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1.6 Tratamento da Hepatite B Crbnica

O objetivo principal do tratamento € reduzir o risco de progressao da
doenca hepatica e de seus desfechos primérios, especificamente cirrose,
CHC e obito (Tan e Sun, 2013, U.S Department of Health & Human Services,
2008). De acordo com os relatérios de vigilancia epidemioldgica, do
Ministério da Saude (2017a), aproximadamente 500 individuos morrem
anualmente no pais por infeccdo por HBV.

Desfechos substitutivos ou intermediarios — como niveis de HBV-DNA,
titulos de aminotransferases e marcadores sorolégicos — estédo validados e
tém sido utilizados como parametros para inferir a probabilidade de
beneficios da terapéutica em longo prazo. O conjunto desses exames pode
refletir supresséo da replicacao viral sustentada e atividade necroinflamatoria
no figado, reduzindo o risco de complicacdes, de progressao para cirrose e
de CHC (Ministério da Saude, 2017b).

A perda sustentada do HBsAg, com ou sem soroconversao para anti-
HBs, € o resultado ideal da terapia. Esse perfil corresponde a completa
remissao da atividade da hepatite crbnica, porém, raramente € alcancado.
Portanto, devem-se buscar desfechos alternativos para pacientes com
HBsAg persistente e HBeAg reagente ou ndo reagente: soroconversao para
anti-HBe, reducédo de carga viral (resposta virolégica) e/ou normalizacao de
ALT (resposta bioquimica) (Ministério da Saude, 2017b).

As indicacbes para o tratamento sdo controversas, e evidéncias
crescentes sugerem que a genotipagem do HBV, bem como o
monitoramento quantitativo de HBsAg e da cinética do HBV devem ser
usadas para prever a resposta ao tratamento antiviral. A probabilidade de
alcancar uma resposta viroldgica sustentada também € aumentada pela
extensdo da duracdo do tratamento e pelo uso da terapia combinada.
Portanto, o paradigma para o tratamento do HBV esta em constante
evolugéo (Tang et al., 2014).

Os tratamentos atuais para a hepatite B, segundo o Protocolo Clinico

e Diretrizes Terapéuticas para hepatite B e coinfec¢cdes do Ministério da
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Saude (2017b), incluem a alfapeguinterferona, e o0s analogos de
nacleos(t)ideos de maior eficacia e barreira genética Entecavir e Tenofovir, e
nao recomenda o uso de Alfainterferona, Lamivudina e Adefovir.

A Alfapeguiinterferona é uma citocina com acgdo antiviral e
imunomoduladora, enquanto os analogos de nucleos(t)ideos suprimem a
replicacdo do genoma viral ao inibir seletivamente a transcriptase reversa
viral. No entanto, sem erradicar o cccDNA, a infec¢éo pelo HBV continua a
apresentar o risco de desenvolvimento de CHC, mesmo se for obtida uma
cura funcional com tratamento antiviral, especialmente em pacientes que ja

desenvolveram cirrose (Yoo et al., 2018).

1.7 Resisténcia viral e mutagfes no gene da polimerase

A resisténcia antiviral a drogas € definida como a susceptibilidade
diminuida de um virus ao efeito inibitério de uma droga, que resulta de uma
série de mutacBes adaptativas sob a pressao seletiva do tratamento antiviral.
Dois tipos de mutacdes foram identificados: mutacBes primarias de
resisténcia, que séo diretamente responsaveis pela resisténcia as drogas
associadas; e mutacfes secundarias ou compensatorias, que ocorrem para
que o virus mantenha a competéncia de replicacao, porque as mutacdes de
resisténcia primaria podem estar associadas a uma reducdo na capacidade
de replicacéo (Bang e Kim, 2014).

As mutacdes de maior importancia no gene da polimerase ocorrem na
regido com funcdo de transcriptase reversa (Zoulim e Locarnini, 2009), e
assim como as demais mutacdes, surgem em decorréncia da transcricao
reversa do HBV pela RT ser propensa a erros, pois ocorre uma alta taxa de
substituicdo de nucleotideos, sem um mecanismo de reparo, gerando uma
populacdo de variantes virais ou quasi-espécies capazes de se adaptar
rapidamente ao hospedeiro (resposta imune) e ao tratamento antiviral.
Considerando a alta taxa de replicacédo viral do HBV de mais de 10! virions
por dia, pelo menos 10'° mutacdes pontuais poderiam ocorrer no genoma

todos os dias. Isso significa que, dado o comprimento total do genoma de
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3.200 pb, todas as possiveis alteracdes de base podem ser produzidas em
um unico dia (Bang e Kim, 2014). Desse modo, ndo € incomum observar
resisténcia a medicamentos presente em uma populacéo viral do HBV que
ainda ndo tenha sido exposta a quaisquer andlogos de nucleos(t)ideos
(Pacheco et. al., 2017).

A identificacdo das mutacfes na polimerase € realizada por meio de
uma nomenclatura padronizada que numera de forma independente os
aminoacidos de cada uma das quatro regides da polimerase (amino-terminal,
espacadora, RT e carboxi-terminal) (Stuyver et al., 2001). As mutacdes sao
identificadas usando as letras rt para identificar a regido, seguidas pela
inicial do aminoé&cido original, o nimero da posi¢cdo do aminoécido e 0 novo
aminoacido gerado pela mutagéo, por exemplo rtM204I (Lok et al., 2007).

As mutacdes estabelecidas como causadoras de resisténcia do HBV
aos analogos de nucleos(t)ideos ocorrem em oito cédons localizados nos
diferentes dominios da regido de RT da polimerase viral: dominio B (rt1169,
rtL180, rtA181, rtT184), dominio C (rtS202, rtM204), dominio D (rtN236) e
dominio E (rtE250) (Locarnini e Yuen, 2010).

A mais importante mutacéo responsavel pela resisténcia a lamivudina
localiza-se no locus YMDD (dominio C) e é caracterizada pela substituicdo
de uma Metionina (M) para uma Isoleucina (1), para Valina (V) ou para Serina
(S) na posicao 204: rtM2041/VIS. Posteriormente, a mutacédo rtA181T/VIS
também foi relacionada com reducdo da susceptibilidade viral a esse
farmaco (Karatayli et al., 2007; Zoulim e Locarnini, 2009). Além dessas
mutacoes, diversas mutacfes compensatdrias em diferentes dominios da RT
ja foram identificadas em cepas com resisténcia a lamivudina: rtL80V/I,
rtV173L, rtL180M/C (Shaw et al., 2006; Zoulim e Locarnini, 2009), rtA200V
(Sheldon et al.,, 2006), rtV/F/LIM2071 (Fu e Cheng, 1998), rtQ215S
(Bartholomeusz e Locarnini, 2006; Locarnini e Mason, 2006), rtL217P (Ji et
al., 2011), e rtL229F (Ji et al., 2012).

A resisténcia ao adefovir foi inicialmente caracterizada pelas
mutacdes rtA181V/T (dominio B) e/ou rtN236T (dominio D) (Bartholomeusz
e Locarnini, 2006; Locarnini e Yuen, 2010; Zoulim e Locarnini, 2009).
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Posteriormente, outras mutacfes foram associadas com resisténcia ou
susceptibilidade reduzida ao adefovir: rtL80V/I (Lee et al., 2009; Shaw et al.,
2006), rtvV84M, rtS85A (Bartholomeusz e Locarnini, 2006; Shaw et al., 2006),
rtL180M (Lee et al., 2012), rtA181S (Karatayli et al., 2007), rtV214A, rtQ215S
(Shaw et al., 2006), rtL217R (Sheldon et al., 2006), rtE218G (Liu et al., 2010),
rtl233V (Zoulim e Locarnini, 2009), rtP237H (Bartholomeusz e Locarnini,
2006; Shaw et al., 2006), rtN238T/D/R, rtT240Y, rtN248H (Bartholomeusz e
Locarnini, 2006; Qin Bo et al, 2013; Shaw et al., 2006). Entre essas a
rtV214A e a rtQ215S também foram associadas com falhas na resposta ao
tratamento com lamivudina (Locarnini, 2005; Locarnini e Mason, 2006).
Entretanto o papel dessas mutacfes na resisténcia a esses anélogos de
ndcleos(t)ideos ndo estd bem estabelecido, em alguns casos os estudos
ainda sdo escassos e em outros os resultados apresentados por diferentes
estudos séo contraditérios (Gomes-Gouvéa, 2014).

A resisténcia ao entecavir ocorre quando ha a combinacdo das
mutacdes de resisténcia a lamivudina (rtM204V/l) com uma das seguintes
mutacfes: rtl169T, rtT184G/A//SICILIFIM, rtS202G/I/C/A ou
rtM250V/I/L/C (Baldick et al., 2008; Zoulim e Locarnini, 2009). Estas
mutacfes isoladamente conferem reducdo minima da susceptibilidade ao
entecavir (Zoulim e Locarnini, 2009). Outras mutacdes (rtS219A e rtY245H)
também foram associadas a reducdo da susceptibilidade ao entecavir
(Karatayli et al., 2012).

Para o tenofovir nenhuma mutacéo foi definitivamente associada a
resisténcia, por outro lado, ja se conhece que as mutacbes que conferem
resisténcia ao adefovir (tN236T e rtA181V/T) promovem a reducdo da
eficacia do tratamento com tenofovir, uma vez que essas drogas sao
estruturalmente relacionadas (Locarnini e Yuen, 2010; Zoulim e Locarnini,
2009).

A total erradicagdo do HBV ainda permanece praticamente impossivel,
mesmo com a existéncia dos agentes antivirais potentes para o tratamento
da hepatite B cronica (HBC) atualmente disponiveis. Apesar de os analogos

de nucleos(t)ideos estarem associados com boa supressao viral, pela
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reducdo dos niveis séricos de HBV-DNA, a resisténcia ainda € um problema
no tratamento a longo prazo (Bang e Kim, 2014).

O monitoramento € fundamental no acompanhamento dos pacientes
em tratamento pelo fato de algumas mutagbes conferirem resisténcia
cruzada a varios medicamentos. Por exemplo, cepas do HBV resistentes a
lamivudina com as mutacfes rtL180M =+ rtM204V/l, que desenvolvam
mutacdes nas posicoes rtr184, rtS202 ou rtM250 seréao
resistentes também ao entecavir. A mutacdo rtA181T/V, que pode ser
selecionada durante o tratamento com lamivudina, confere resisténcia ao
adefovir e reducéo da susceptibilidade ao tenofovir (Locarnini e Yuen, 2010;
Zoulim e Locarnini, 2009).

A resisténcia pode ser classificada em Primaria, quando ocorre
resposta ausente ou insuficiente ao tratamento, com reducdo de menos de 1
log10 Ul/mL em exame de HBV-DNA, realizado seis meses ap0s instituido o
tratamento; e Adquirida, no paciente que inicialmente apresentou supressao
viral durante o tratamento, porém ocorreu elevacdo do HBV-DNA de mais de
1 log1l0 Ul/mL em relacdo ao menor valor de HBV-DNA apresentado, ou
alteracdes nos exames de funcdo hepatica (Ministério da Saude, 2017b). A
presenca de resisténcia pode ser efetivamente suprimida adequando a
terapia com um analogo de nucleos(t)ideo de diferente grupo estrutural, e
para isso, testes de resisténcia a antivirais poderao ser solicitados, quando
disponiveis, a fim de escolher o farmaco mais adequado, para o qual o VHB

seja susceptivel.

1.8 Epidemiologia do HBV no Brasil

O Brasil é classificado como um pais com baixa endemicidade para
hepatite B, com regibes que possuem prevaléncia intermediaria alta
(comunidades amazébnicas como Labrea, populacdo rural em Rondobnia e
indigenas no sudeste do Pard), intermediaria baixa (Acre, entre moradores
de rua em S&o Paulo e populacdes de afro-descendentes no Estado do Mato

Grosso do Sul), e baixa (Rondonia, Para, Bahia, Maranhdo, Mato Grosso do
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Sul, Goias, Mato Grosso, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa
Catarina, Parana e Rio Grande do Sul) (Souto, 2015).

As regides Sudeste e Sul apresentam o maior numero de casos
notificados, comparadas as demais regides, o que pode ser atribuido a um
melhor sistema de vigilancia. Em 2016, as maiores taxas de notificacdo no
Brasil foram no estado de Sao Paulo (Ministério da Saude, 2018) o qual
apresenta baixa endemicidade para hepatite B (Souto, 2015).

A Regido Administrativa (RA) de Sao José do Rio Preto localiza-se no
Noroeste do Estado de S&o Paulo, fazendo divisa com Mato Grosso do Sul e
Minas Gerais. E formada por 96 municipios, compreendendo as regides de
Governo (RGs) de Catanduva, Fernanddpolis, Jales, S&o José do Rio Preto
e Votuporanga (Secretaria de Planejamento e Gestéo, 2015).

Nos ultimos anos, muitos investimentos na regido foram voltados a
agroindustria, exigindo uma crescente demanda de mao de obra; as
universidades atraem cada vez mais estudantes; além disso, pessoas de
diversos estados do pais buscam tratamentos e procedimentos médicos,
caracterizando S&o José do Rio Preto como um centro de referéncia em
desenvolvimento, educacao e saude.

O Municipio, entre outros servi¢os, conta com o Hospital de Base, um
dos maiores da regido, que cobre uma area de 99 municipios onde se
concentram cerca de um milh&o e meio de habitantes. Sendo assim, a RA de
Sédo José do Rio Preto esta entre as trés regibes com maiores taxas de
migracdo no Estado, tendo sido superada somente por Ribeirdo Preto e
Campinas (Fundacdo SEADE, 2018).

Todos esses fatores colaboram para intensa circulacdo e flutuacéo da
populacao, fazendo com que aumente a possibilidade de disseminacédo de
varias doencas com as mais variadas etiologias. Considerando que, na
Regido de Sao José do Rio Preto existem muitos pacientes em tratamento
da Hepatite B e que nenhum estudo foi realizado sobre os genoétipos
circulantes, o presente trabalho avaliou os aspectos epidemiologicos e

moleculares da Hepatite B nesta regido.
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2) OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os aspectos epidemiolégicos e moleculares do Virus da

Hepatite B na regido de S&ao José do Rio Preto.

2.2 Objetivos especificos

- ldentificar os gendtipos e subgendtipos do Virus da Hepatite B

circulantes na regido de Séao José do Rio Preto;

- Correlacionar os dados clinicos dos pacientes ao genétipo viral

identificado;
- Verificar a frequéncia de cepas do HBV com mutagbes de
resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos utilizados no tratamento da

hepatite B;

- Analisar filogeneticamente as cepas virais encontradas.
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3) CASUISTICA E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O protocolo de pesquisa foi aprovado do ponto de vista ético a luz da
Resolucdo CNS 466/2012 pelo colegiado do CEPIAL, com parecer numero
1.731.731 (ANEXO 1) o qual consta o projeto principal. O presente estudo foi
desenvolvido como subprojeto da proposta inicial, comtemplando somente o
estudo da hepatite B, que foi devidamente justificado (ANEXO 2).

3.2 Populagéo de Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo no qual foram incluidos pacientes
portadores de Hepatite B aguda ou crbnica, de todas as faixas etarias, que
fizeram acompanhamento por meio de exames de carga viral do HBV no
Centro de Laboratério Regional Instituto Adolfo Lutz de Sao José do Rio
Preto — X, e que possuiam carga viral acima de 2.000 Ul/mL. Foi realizada
amostragem por conveniéncia no periodo de Setembro de 2015 a janeiro de
2018. Os Servicos de Assisténcia a Saude participantes foram:

1) Servico de Assisténcia Especializada — SAE de Mirassol;

2) Programa de DST/AIDS de Catanduva;

3) Centro de Atendimento a Doencas Infecto Contagiosas e
Parasitarias — CADIP de Fernandopolis;

4) Servico de Atendimento Especializado — SAE de Jales;

5) Servigo de Atendimento Especializado — SAE de Votuporanga;

6) Ambulatério Municipal de Hepatites Virais de Séo José do Rio Preto;

7) Servico de Assisténcia Especializada — SAE de Sao José do Rio

Preto.
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3.3 Selecdo de amostras

3.3.1 Critérios de incluséo

Amostras recebidas na rotina de carga viral do HBV pelo CLR — IAL —
Sédo José do Rio Preto — X, que possuissem carga viral acima de 2.000
Ul/mL (um dos critérios utilizados pelo Laboratério de Hepatites Virais —
Instituto Adolfo Lutz Central para realizacdo dos exames de genotipagem do
HBV e resisténcia aos antivirais, estabelecidos pelo Comité Técnico
Estadual de Hepatites), e volume de 450 yL de plasma para aliquota. No
caso de amostra insuficiente para aliquota de plasma, foi utilizada como

alternativa amostra de soro quando disponivel.

3.3.2 Critérios de exclusao

Amostras de plasma ou soro que estivessem hemolisadas ou
lipémicas, e amostras coletadas em datas diferentes dos pacientes que ja

estivessem incluidos no estudo.

3.3.3 Coleta, Armazenamento e Transporte

A coleta das amostras foi realizada nos Servicos de Assisténcia a
Saude e encaminhadas ao CLR-IAL S&o José do Rio Preto, até quatro horas
apos a coleta em caixa rigida de transporte de material biol6gico com
temperatura entre 2°C e 30°C, onde foram separadas e estocadas a -20°C
até o processamento.

As aliquotas das amostras selecionadas para realizacdo do teste de
genotipagem do virus da hepatite B foram estocadas a -70°C. Ao final da
selecdo, foram encaminhadas para o Laboratério de Hepatites Virais —
Instituto Adolfo Lutz — S&o Paulo, em caixa rigida de transporte de material
biolégico com gelo seco, onde o teste de genotipagem foi realizado.

As amostras ficaram sob a responsabilidade do Instituto Adolfo Lutz —
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Sdo Paulo para realizagdo da analise laboratorial citada, seguindo as
normas da DG/IAL 16 de 22/12/2010 a qual dispde sobre as Normas de

Temporalidade das amostras biolégicas e produtos armazenados no IAL.

3.4 Coleta de dados

As informacdes foram obtidas por meio dos Formularios de solicitagdo
de Carga Viral do Virus da Hepatite B (ANEXO 3), elaborados pelo
Departamento de DST/AIDS e Hepatites Virais — Ministério da Saude,
obrigatoérios para realizacdo do exame, e confirmadas por meio de consulta
ao Prontuério Médico de cada paciente. No caso de formularios que nao
estavam preenchidos corretamente, os dados foram obtidos diretamente
durante a consulta ao Prontuario Médico. Os dados analisados foram:

— ldade e sexo;

— Raca/cor;

— Motivo de solicitagdo do exame de carga viral do HBV;

— Estagio da doenca,

— Tratamento;

— Presenca de cirrose,

— Coinfecgdes pelos virus HCV e HIV.

Os resultados de carga viral do Virus da Hepatite B, realizados no
CLR-IAL-S&o José do Rio Preto-X, foram consultados no SIGH — Sistema de
Informacdo e Gestdo Hospitalar (periodo 09/2015 a 08/2016), ou GAL —
Gerenciador de Ambiente Laboratorial para amostras (periodo 08/2016 a
01/2018).

3.5 Abbott RealTime HBV
Os resultados de carga viral do Virus da Hepatite B, realizados no
CLR-IAL-Séo José do Rio Preto-X, foram obtidos por meio da técnica de

PCR em tempo real com o kit Abbott RealTime HBV, fornecido pelo

Departamento de DST/AIDS e Hepatites Virais — Ministério da Saude.
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O Abbott RealTime HBV é um ensaio in vitro de reacdo em cadeia da
Polimerase (PCR) para a quantificacdo de DNA do Virus da Hepatite B, em
plasma, de individuos infectados por HBV. O ensaio utiliza a PCR em tempo
real para gerar produto amplificado do genoma do DNA do HBV (regido
altamente conservada do gene de superficie) em amostras clinicas. A
guantidade da sequéncia alvo que esta presente em cada ciclo de
amplificacdo é medida no instrumento m2000rt com o uso de sondas de
oligonucleotideos marcados por fluorescéncia. As sondas ndo geram sinal a
menos que estejam ligadas especificamente ao produto amplificado. O ciclo
de amplificacdo no qual o sinal fluorescente é detectado € inversamente
proporcional ao logaritmo da concentracdo de DNA presente na amostra
original (Abbott Molecular, 2013).

3.5.1 Preparacao das amostras: extracdo do DNA

A finalidade da preparacdo das amostras € extrair e concentrar as
moléculas do DNA-alvo de modo que figuem acessiveis para amplificacao,
bem como remover potenciais inibidores da amplificacdo (Abbott Molecular,
2013). A extracdo do HBV DNA foi realizada na plataforma automatizada
Abbott m2000sp, utilizando o kit de extragdo Abbott mSample Preparation
Systempna (Promega Corporation, Madison, USA), conforme orientagdes do

fabricante, o qual possui 0s seguintes reagentes:

e mLysis e mElution Buffer DNA
¢ mWhash 1 DNA e Proteinase K
¢ mWhash 2 DNA e Controle Interno

e mMicroparticles DNA

O kit de extracdo utiliza a tecnologia de particulas magnéticas para
capturar os acidos nucléicos, e lavagem das particulas para remover 0s
componentes nao ligados da amostra. Os acidos nucléicos ligados foram
eluidos para a amplificagdo. O controle interno foi adicionado na preparagéo

das amostras, e foi processado também junto aos calibradores e controles
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do kit (Abbott Molecular, 2013).

3.5.2 Reacéo de Amplificacao

Para amplificacdo do genoma e determinacédo da carga viral do HBV,
foi feito o ensaio Abbott RealTime HBV, no instrumento Abbott m2000rt, com
o kit de amplificacdo Abbott RealTime HBV Amplification Reagent Kit (Abbott
Molecular Inc., Des Plaines, USA), segundo orienta¢ces do fabricante, o qual
pOSSui 0S seguintes reagentes:

e Frasco 1: Amplitaq Gold Enzyme (DNA polimerase) em solucao
tampéao com estabilizantes;

e Frasco 2: Oligonucleotideos (4 primers e 3 sondas) e dNTPs
em solucao tampéao;

e Frasco 3: Cloreto de magnésio em solucao tampao.

Nessa etapa, os componentes do reagente de amplificacdo foram
misturados, gerando a mistura principal de amplificacdo (Master Mix), que foi
distribuida na placa éptica de PCR, bem como as aliquotas das amostras de
DNA extraidos (Abbott Molecular, 2013), ainda pela plataforma automatizada
m2000sp, depois da extracao.

Apoés a distribuicdo do Master Mix e amostras, foi feita a aplicacéao
manual do adesivo Optico, e a placa foi transferida para o instrumento
m2000rt, onde ocorreu a reacdo de amplificacdo. Durante cada ciclo, os
produtos da amplificacdo dissociam-se em fitas simples sob alta temperatura,
possibilitando o anelamento e a extencdo dos oligonucleotideos a medida
gue a temperatura baixa. A amplificacdo exponencial do produto foi obtida
pela ciclagem repetida de temperaturas altas e baixas, resultando na
amplificacdo das sequéncias alvo em um bilhdo de vezes ou mais. A
amplificacdo dos alvos do HBV e do controle interno ocorreu
simultaneamente na mesma reacgéao (Abbott Molecular, 2013).

A presenca de produtos de amplificacdo foi detectada pela medicao
da fluorescéncia da sonda que se ligou ao alvo. A presenca da amplificacao

do controle interno foi detectada de forma semelhante.
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3.5.3 Interpretacéo dos resultados

A concentracdo de DNA do HBV em uma amostra, ou do controle, foi
calculada a partir de uma curva de calibracdo armazenada no instrumento
Abbott m2000rt, o qual informa automaticamente os resultados, em
Unidades Internacionais por mililitro (Ul/mL). O Quadro 1 apresenta os

possiveis resultados e as interpretagdes.

Quadro 1: Interpretacdo dos resultados da PCR em tempo real Abbott
RealTime HBV.

Resultados Interpretacao Descricao
~ Alvo ndo DNA do HBV nao detectado na
Nao detectado
detectado amostra

< 10 Ul/mL Alvo detectado DNA.‘ det_ectado, abal_x_o do~I|m|te
inferior de quantificagéo
Entre 10 Ul/mL e Alvo detectado DNA detectado, dentro do intervalo
10° Ul/mL de quantificacéo

DNA detectado, acima do limite de

> 10° Ul/mL Alvo detectado e
guantificacéo

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccéo e

genotipagem do virus da hepatite B (HBV)
3.6.1 Extragcdo do DNA

Para extracdo do acido nucleico viral (HBV DNA) foi utilizado o kit
comercial de extracdo QIAamp® DNA Mini, Qiagen (Germantown, Maryland,
USA), conforme orientacdes do fabricante, em amostras de soro ou plasma.

A 200puL de plasma ou soro, foram adicionados 20uL de Proteinase K e
200uL de tampéo AL, para lise da amostra e ajuste das condig¢des de ligacao
do DNA, apés agitacao e incubacao a 56°C por 10 minutos.

As amostras foram transferidas para as mini colunas QIlAamp, ja
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acrescidas de 200uL de Etanol 100%, onde o DNA permaneceu ligado a
membrana de silica, e os componentes celulares foram completamente
removidos em duas etapas de lavagem (Buffer W1 e Buffer W2).

O DNA puro foi eluido com 60uL de tampao AE, e as amostras
extraidas foram armazenadas em freezer -20°C. Todos os protocolos de
extracdo continham no minimo trés controles negativos, intercalados entre

as amostras, a fim de assegurar a qualidade da extracao realizada.

3.6.2 Amplificacdo por Nested PCR in house do genoma do HBV

Para caracterizacdo dos gendétipos e subgenétipos foram realizados a
amplificacdo e o sequenciamento das regidoes S e polimerase (S/Pol) do
genoma do HBV, com um conjunto de primers que amplificam um fragmento
de 734pb, por meio da técnica de nested PCR in house. Os primers
utilizados foram FHBS1 e FHBS2, descritos por Sitnik e colaboradores
(2004); RADE1 e RADE2, descritos por Gomes-Gouvéa e colaboradores
(2009). As sequéncias e concentracbes de cada primer estdo
representadas no Quadro 2.

Para realizacdo da primeira PCR foram utilizados 5uL de DNA
extraido e 45uL da mistura de PCR, constituida de agua ultrapura (Invitrogen,
CA, EUA); Tampao 10x (LGC Biotecnologia, Brasil); dNTPs; Cloreto de
magneésio (LGC Biotecnologia, Brasil); primers FHBS1 e RADEL; Tag DNA
polimerase (LGC Biotecnologia, Brasil).

Na segunda PCR foram utilizados 5 pL dos produtos amplificados da
primeira PCR, adicionados a uma nova mistura de PCR (agua ultrapura,
Tampao 10x, dNTPs, Cloreto de magnésio, primers FHBS2 e RADE2, Taq
DNA polimerase). As amostras foram submetidas a repetidos ciclos de
variacdo de temperatura, em termociclador, com programa especifico,
representado no Quadro 3. As quantidades e concentragdes utilizadas nas

Misturas da Primeira e Segunda PCR estdo descritas no Quadro 4.
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Quadro 2: Primers utilizados nas reactes de PCR.

Primers Sequéncia (5'- 3')

12 PCR
FHBS1 (30 pMol/uL)
RADE1 (30 pMol/uL)
22 PCR
FHBS2 (30 pMol/uL)
RADE2 (30 pMol/uL)
PCR para sequenciamento
FHBS2 (1,6 pMol/uL)
RADE?2 (1,6 pMol/uL)

GAG TCTAGACTC GTG GTG GACTTC
TGC GTCAGCAAACACTTG GC

CGT GGT GGACTTCTCTCA ATTTTC
CATACTTTC CAATCAATAGG

CGT GGT GGACTTCTCTCA ATTTTC
CATACTTTC CAATCAATAGG

Quadro 3: Sequéncia de ciclagem para amplificacdo do material genético,
primeira e segunda PCR.

12 PCR 22 PCR
Ciclos | Temperatura| Tempo | Ciclos | Temperatura Tempo
1 94°C 2 minutos 1 94°C 2 minutos
94°C 30 94°C 30
segundos segundos
4 4
3 56°C 30 3 50°C 30
segundos segundos
72°C 1 minuto 72°C 1 minuto
1 72°C 7 minutos 1 72°C 7 minutos

Quadro 4: Quantidade dos reagentes utilizados na primeira e segunda PCR.

Reagente Quantidade (pL)
H20 Milli Q 33,80
Buffer 10X 5,00
dNTPs (10mM) 3,00
MgCl2 (50mM) 2,00
Primer 1 (30uM) 0,50
Primer 2 (30uM) 0,50
TAQ (5 U/ml) 0,25
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3.6.3 Identificacdo do material amplificado

A deteccédo do DNA amplificado foi realizada em gel de agarose (LGC
Biotecnologia, Brasil) 2%, preparado em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE
50x), corado com GelRed™ Nucleid Acid Stain (BIOTIUM, Fremont, CA,
EUA), no qual foi realizada a eletroforese das amostras, controles positivo e
negativo, e do marcador de tamanho e massa molecular (Low DNA Mass
Ladder, Invitrogen) para identificagdo do tamanho do fragmento gerado e
quantificacdo do DNA, de acordo com instrucbes do fabricante. A
quantificacdo é feita comparando a intensidade das bandas obtidas com o

padréo de massa (Figura 6).

bp
Amount of DNA (ng) per band
The table below shows the amount of each DNA
2000 fragment in a given volume of ladder.
1500 Note: The volumes in the table are for ladder
only, not ladder plus dye; for example, if you
B00 loaded 4 pl of ladder with 1 pl of dye, use the
values in the 4 pl column.
a0 Volume of Low DNA Mass [Ladder
Fragment size 2ul 4ul Sul
2000 bp 100ng 200ng 400 ng
2l 1200 bp 60 ng 120 ng 240 ng
‘o 800 bp 40 ng 80 ng 160 ng
400 bp 20ng 40ng 80ng
200 bp 10 ng 20ng 40ng
100 bp 5ng 10ng 20ng

Figura 6: Representacdo do padrdo de tamanho e massa (Low DNA Mass
Ladder, Invitrogen).

3.6.4 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Foi utilizada a técnica de sequenciamento por PCR, derivada da
metodologia de Sanger e colaboradores (1977), utilizando-se
didesoxinucleotideos (ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes,
conforme o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

O DNA amplificado foi quantificado, e quando necessario diluido em
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agua ultrapura, a fim de atingir a concentracdo ideal de 3ng/2uL para
melhores resultados.

Na PCR para sequenciamento, foram utilizados os primers FHBS2 e
RADE2, cujas sequéncias e concentracao estdo descritas no Quadro 2.

Para cada amostra foram feitas duas reacdes distintas (A e B), cada
uma com seu respectivo primer (Forward e Reverse), mistura de PCR para
sequenciamento e DNA amplificado, em quantidades representadas no
Quadro 5, atingindo um volume final de 20uL por reagdo. As amostras foram
submetidas a PCR para sequenciamento, onde ocorreu incorporacdo dos
didesoxinucleotideos marcados, em termociclador, com programa especifico,

representado no Quadro 6.

Quadro 5: Mix de reacdes de PCR para sequenciamento.

MIX A MIX B

FHBS2 RADE2
H20 7uL H20 7uL
Big Dye 4uL Big Dye 4uL
Tampao 5x 5uL Tampao 5x 5uL
FHBS2 2uL RADE2 2uL
DNA 2uL DNA 2uL

Quadro 6: Sequéncia de ciclagem utilizada na PCR para sequenciamento.

PCR para sequenciamento
Ciclos Temperatura Tempo
1 96°C 2 minutos
96°C 45 segundos
35 55°C 30 segundos
60°C 4 minutos

Apés a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas
pelo método EDTA/Etanol (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit,
de acordo com as instru¢cdes do fabricante), para retirada dos ddNTPs
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marcados n&o incorporados. O produto foi ressuspendido com Formamida
HI-DI (Life Technologies™), e a eletroforese e leitura das fluorescéncias nas
moléculas de DNA foram realizadas em sequenciador automético modelo
ABI 3130xL (Applied Biosystems).

3.6.5 Identificacdo dos gendtipos do HBV e analise da presenca

de mutacdes de resisténcia

Apls o0 sequenciamento, a qualidade das sequéncias foi analisada
por meio do programa Sequence Scanner (Thermo Fisher Scientific —
Waltham, Massachusetts, EUA). A sequéncia consenso de cada amostra foi
obtida, utilizando o programa Sequencher® version 4.1.4 DNA sequence
analysis software (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Ml USA).

As sequéncias consenso geradas foram submetidas a ferramenta
online VIRUS TOOLS (Hospital Israelita Albert Einstein), para a classificacéo
dos gendtipos e subgendtipos do HBV e andlise da presenca de mutacdes
de resisténcia aos andlogos de nucleos(t)ideos Lamivudina, Adefovir
Entecavir, Emtricitabina, Tenofovir e Telbuvidina.

Para realizacdo da analise filogenética foram utilizados os softwares:
BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 (Hall, 1999) para alinhar
as sequéncias consenso obtidas com as sequéncias referéncias; e BEAST
version 1.8.0 com modelo GTR, para constru¢do da arvore, composto por
mais trés programas: BEAUTI v.1.8.0; TreeAnotator v1.8.0, e FigTree v.1.3.1.

As sequéncias referéncias foram obtidas no GenBank apds pesquisa
realizada no Basic Local Alignment Search Tool — BLAST (National Center
for Biotechnology Information, U.S., NCBI), que encontra regifes de

similaridade entre sequéncias biolégicas, com significancia estatistica.
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4) RESULTADOS

Entre o periodo de setembro de 2015 a janeiro de 2018, o CLR-IAL-X
realizou 1.731 exames de carga viral do HBV, equivalente a 773 pacientes.
Os sete Servicos de Assisténcia a Saude participantes, que compreendem
as cinco Regides de Governo da Regido Administrativa de S&do José do Rio
Preto, ilustrada na Figura 7, foram responséaveis pela solicitacdo de 1500
exames, conforme descrito na Tabela 1, de 619 pacientes, dos quais 164
possuiam pelo menos uma amostra com resultado da carga viral do HBV
igual ou superior a 2.000 Ul/mL, sendo que foi possivel incluir 127 deles no

estudo (amostras por conveniéncia), conforme Tabela 2.

Regibes de Governo:
. Jales
B Femandopolis

- Votuporanga

B s:zo José do Rio Preto

. Catanduva

Figura 7: Regifes de Governo da Regido Administrativa de S&o José do Rio
Preto.
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Tabela 1: Exames de carga viral do HBV realizados pelo CLR-IAL-X, no periodo de setembro de 2015 a janeiro de

2018, dos Servigos de Assisténcia a Saude da Regido Administrativa de S&o José do Rio Preto.

Unidades de Saude Carga viral do HBV Total
Detectéavel N&ao Detectéavel Abgia(;)n(tji?iéi;?;igg e AC;”J:ndtﬂiggggide
SAE - Mirassol 15 3 0 0 18
SAE - SJRP 15 11 1 1 28
SAE - Jales 21 23 4 0 48
CADIP - Fernandépolis 52 11 3 0 66
SAE - Votuporanga 90 19 8 1 118
HEEC - Catanduva 185 120 24 2 331
AMHYV - SJIRP 581 236 67 7 891
Total 959 423 107 11 1500
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Tabela 2: Numero de pacientes, no periodo de setembro de 2015 a janeiro de 2018, dos Servicos de Assisténcia a

Saude da Regido Administrativa de S&o José do Rio Preto.

Unidades de Saude

Numero de pacientes

Total da Unidade :?gg;dli/r;ll_ Incluidos no estudo

SAE - Mirassol 12 6 4
SAE - SJRP 21 11 7
SAE - Jales 24 8 8
CADIP - Fernandépolis 33 10 10
SAE - Votuporanga 64 22 17
HEEC - Catanduva 141 28 19
AMHYV - SIRP 324 79 62

Total 619 164 127
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Do total de amostras analisadas, 80 (63%) eram de pacientes do sexo
masculino e 47 (37%) de pacientes do sexo feminino. A média de idade foi
de 45,8 anos, com desvio padrao de £ 12,1 e mediana de 44 anos, sendo a
idade minima 20 e a idade méxima 75 anos. A faixa etaria com maior
namero de amostras foi entre 41 e 47 anos, em ambos 0s sexos, com o total
de 33 amostras, sendo 12 de pacientes do sexo feminino e 21 de pacientes

do sexo masculino, conforme o Gréafico 1.

Efeminino Emasculino

25
20
15 —

10

, W NN N HI_I

20-26  27-33 3440 41-47 48-54 55-61 62-68 69-75
FAIXA DE IDADE

QUANTIDADE

Grafico 1: Distribuicdo dos pacientes segundo sexo e faixa etaria.

A raca predominante foi a branca com 66,9%, seguida pela parda,
negra e amarela (Gréfico 2). Com relacdo a nacionalidade, somente 3
amostras eram de pacientes estrangeiros (Angola, China e Paquistéo).
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3,2%

9,4%

amarela

20,5% negra
parda

66.9% branca

Grafico 2: Distribuicdo dos pacientes segundo Raca.
Entre as solicitacfes dos exames de carga viral do HBV predominam
avaliar indicacdo de tratamento (59,8%) e monitorar tratamento (28,3%),

como descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Solicitagbes dos exames de carga viral do HBV.

Motivo do exame Quantidade
N° %
Confirmacao do diagnostico 13 10,3
Avaliar indicacao de tratamento 76 59,8
Monitorar tratamento 36 28,3
Gestante portadora de hepatite B 2 1.6
Total 127 100

Com relacdo ao estagio da doenca, todas as amostras analisadas
foram provenientes de pacientes com Hepatite B crbnica, com presenca de
cirrose em 4,7% (6/127) e coinfeccdo com HCV e/ou HIV em 12,6% (16/127).
A coinfeccdo HBV/HIV foi 7,9% (10/127), HBV/HCV 3,1% (4/127), e
HBV/HCV/HIV 1,6% (2/127). Esses dados estdo apresentados no Grafico 3.
Os valores de carga viral do HBV foram variados, e encontram-se descritos

na Tabela 4.
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HIV/HCV
HCV
HIV

sem coinfeccdes

87,4%

Gréfico 3: Distribuicdo das coinfeccfes entre os pacientes HBV.

Tabela 4: Valores de carga viral do HBV.

Carga Viral do HBV Quantidade

Ul/mL Log N° %
2.014 -9.764 3,3a3,99 64 50,4
9.895 - 83.548 4,0a4,92 34 26,8
200.639 — 838.388 5,30a5,92 5 3,9
991.261 - 7.795.750 6,00 a 6,89 6 4,7
11.972.121 - 67.948.848 7,08 a 7,83 8 6,3
124.487.453 — 993.945.631 8,10 a 9,00 6 4,7
Acima do limite de deteccéo > 9,00 4 3,2
Total 127 100

Foi possivel amplificar a regido S/Pol do HBV das 127 amostras
incluidas no estudo, porém uma amostra ndo atingiu qualidade suficiente
para realizacdo da genotipagem por sequenciamento, a qual foi excluida da
analise. Das 126 amostras genotipadas, 65 apresentaram 0 genoétipo A
(51,6%), uma genaotipo B (0,8%), uma gendtipo C (0,8%), 47 gendtipo D
(37,3%), uma gendtipo E (0,8%), e 11 o gendtipo F (8,7%), sendo os

genadtipos A e D os mais prevalentes.
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Com relacdo aos subgenotipos, uma grande diversidade foi
observada: Al, A2, B1, C1, D1, D2, D3, D4, F2a e F4. Entre os pacientes
infectados pelo gendtipo A, o subgenotipo Al foi predominante com 78,5% e
o A2 foi 21,5%; entre os infectados pelo gendétipo D, o mais encontrado foi
D3 (76,6%), seguido pelo D2 (14,9%), D1 (4,3%), D4 (4,3%); entre os
infectados pelo gendtipo F, a maioria de subgenotipos foi F2a (81,8%), e o
F4 (18,2%). Para os gendtipos B e C os subgendtipos B1 e C1 foram os
identificados, respectivamente. A distribuicdo de todos os genotipos e

subgenotipos encontrados esta representada no Grafico 4.

70
80 A2; 14
.
b}
S 40
k)
=
S %
& A1; 51 :
20
. B
B 1] |C1;1 ' m F2a;9
B C D E F

Gendtipos

Gréfico 4: Distribuicdo dos genétipos e subgendtipos do HBV encontrados
nos pacientes HBV cronicos.

A distribuicdo dos gendétipos/subgenoétipos de acordo com a origem
das amostras, encontra-se descrita no Quadro 7, onde temos que no
Ambulatério Municipal de Hepatites Virais — AMHV de Sao José do Rio Preto
houve predominio dos subgendétipos Al (21,4%) e D3 (12,7%); no CADIP
Fernandopolis Al (4,0%) e D3 (2,4%); em Catanduva Al (7,1%) e D3 (6,3%);
no SAE Mirassol D3 (1,6%) e Al- A2 (0,8% cada); no SAE Sé&o José do Rio
Preto Al (2,4%), A2 e D2 (1,6% cada); em Votuporanga A2 (4,0%), D3 e F2a
(3,2% cada); e em Jales Al e D3 (2,4% cada); sendo os subgendtipos Al e
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D3 mais frequentes na maioria das Unidades de Saude.

Entre os seis pacientes que apresentaram cirrose (4,7%), dois sao
infectados pelo HBV/A1; dois por HBV/D3; um por HBV/A2; e um por
HBV/F2a. Metade dos pacientes cirrGticos apresentaram coinfec¢fes, sendo
dois pacientes coinfectados somente com HCV e um paciente com HCV e
HIV. Entre os coinfectados com HCV os subgendtipos do HBV encontrados
foram D3 e F2a; e no coinfectado HCV/HIV, o subgendtipo A2.

Entre os pacientes coinfectados os subgenétipos do HBV mais
prevalentes foram Al (6/16; 37,5%), A2 (3/16; 18,8%) e F2a (3/16; 18,8%).
Os dois pacientes coinfectados HIV/HCV apresentaram os subgenoétipos A2
e D2; e os quatro pacientes coinfectados somente com HCV apresentaram
subgendtipos Al, A2, D3 e F2a. Dos dez pacientes coinfectados somente
com HIV, metade apresentou subgendtipo Al, dois pacientes F2a, e 0s
outros trés A2, D2 e D3.

Nas Figuras 8 e 9 estdo apresentadas as arvores filogenéticas do
gendtipo A, subgendtipos Al e A2 respectivamente, das sequéncias obtidas
neste estudo. As Figuras 10 e 11 representam as arvores do genétipo D
(subgendtipos D1, D2, D3, D4), e a Figura 12 os gendtipos B (B1), C (Cl1), E
e F (F2a e F4). As sequéncias referéncias foram obtidas do GenBank.

Cada gendtipo/subgendétipo dividiu-se em um grupo monofilético, que
foi classificado de acordo com suas sequéncias referéncias, dados que

corroboraram a genotipagem realizada e ja descrita anteriormente.
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Quadro 7: Distribuicdo dos gendtipos/subgenadtipos do HBV segundo origem das amostras, por Servigco de Saude.

Genotipos/Subgendétipos
A B C D E F
Unidades de Saude Al A2 Bl Ci D1 D2 D3 D4 F2a F4

N 9% N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° %

AMHYV - SJRP 27 214 3 24 1 08 - - 1 08 4 32 16 127 2 16 1 08 4 32 2 16
CADIP - Fernandépolis 5 40 1 08 - - 1 08 - - - - 3 24 - - - - - - - -
HEEC - Catanduva 9 71 - - - - - - 1 08 - - 8 63 - - - - 1 08 - -
SAE - SJRP 3 24 2 16 - - - - - - 2 16 - - - - - - - - - -
SAE - Votuporanga 3 24 5 40 - - - - - - 1 08 4 32 - - - - 4 132 - -
SAE - Jales 3 24 2 16 - - - - - - - - 3 24 - - - - - - - -
SAE - Mirassol 1 08 1 0,8 - - - - - - - - 2 16 - - - - - - - -
Total 51 405 14 1122 1 08 1 08 2 16 7 56 36 286 2 16 1 08 9 71 2 16
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N° %
61 484
10 7,9
19 151
7 5,6
17 13,5
8 6,3
4 3,2
126 = 100,0
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Figura 8: Arvore Filogenética das sequéncias classificadas como genétipo A, subgenétipo Al. As
sequéncias obtidas no estudo estdo identificadas pelo numero da amostra_subgenétipo, e as
sequéncias referéncias, obtidas do GenBank, estdo identificadas pelo subgenétipo_numero de
acesso_Pais de origem.
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Figura 9: Arvore Filogenética das sequéncias classificadas como gendétipo A, subgendtipo A2. As
sequéncias obtidas no estudo estdo identificadas pelo nimero da amostra_subgenétipo e as
sequéncias referéncias, obtidas do GenBank, estdo identificadas pelo subgenétipo_nimero de
acesso_Pais de origem.
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Figura 10: Arvore Filogenética das sequéncias classificadas como gendétipo D, subgendtipo D3.
As sequéncias obtidas no estudo estdo identificadas pelo nimero da amostra_subgendétipo, e
as sequéncias referéncias, obtidas do GenBank, estdo identificadas pelo subgenétipo_numero
de acesso_Pais de origem.
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Figura 11: Arvore Filogenética das sequéncias classificadas como genétipo D, subgenétipos D1, D2
e D4. As sequéncias obtidas no estudo estdo identificadas pelo nimero da amostra_subgendétipo e
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Figura 12: Arvore Filogenética das sequéncias classificadas como Genétipo B, C, E e F,
subgenotipos B1, C1, F2a e F4. As sequéncias obtidas no estudo estdo nomeadas pelo nimero da
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simbolo * foram isoladas no pais indicado, mas em amostras de imigrantes Africanos.
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As 126 amostras genotipadas foram analisadas quanto a presenca de
mutacdes de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos Lamivudina (LAM),
Adefovir (ADF), Entecavir (ETV), Emtricitabina (FTC), Tenofovir (TDF) e
Telbivudina (LDT); e para isso divididas em dois grupos: pacientes que
fazem tratamento e pacientes virgens de tratamento (formado pelos
pacientes anteriormente classificados como “avaliar indicagao de tratamento”,
“confirmar diagndstico” e "gestantes portadoras de HBV”).

No grupo dos pacientes que fazem tratamento, cepas do HBV com
mutacOes de resisténcia (rtM204V/I/S) associadas ou ndo a mutacdes
compensatorias (rtL180M, rtvV173L) foram identificadas em 13,9% (5/36) das
amostras analisadas. Cepas com mutagbes de resisténcia parcial ao
Entecavir (rtM204V/I/S) ou potencialmente associadas com resisténcia ao
Adefovir (rtV214A, rtL217R, rtQ215S, rtN238T e rtP237H) foram identificadas
em 13,9% (5/36) e 19,4% (7/36) dos pacientes, respectivamente.

O perfil de resisténcia de cada amostra, com suas respectivas
mutacdes e informacgdes clinicas estd descrito na Tabela 5, na qual se
observa cinco amostras com resisténcia a Lamivudina e Emtricitabina, e
resisténcia parcial ao Entecavir. Uma amostra apresentou ainda resisténcia a
Telbivudina. Os valores de carga viral do HBV foram variados, com log
médio de 5,33 (+ 1,51); o subgendtipo HBV/D3 foi 0 mais prevalente (40%);
e a taxa de coinfeccao HIV e/ou HCV foi de 50%.

No grupo de pacientes que nao fazem tratamento (Figura 13), 1,1%
(1/90) das amostras apresentou mutacdo de resisténcia (rtM204V) a LAM,
ADF e FTC; e resisténcia parcial ao Entecavir, além de mutacdo (rtA181T)
gue confere resisténcia parcial in vitro, mas que néo implica em resisténcia
in vivo ao Tenofovir Uma amostra (1,1%) apresentou mutacéo
compensatoria (rtV/F/L/IM2071), que em geral aparece apds outras variantes
primarias de resisténcia a Lamivudina; e 26,7% (24/90) das amostras
apresentaram mutacfes de potencial resisténcia ao Adefovir (rtV214A,
rtL217R, rtP237H, rtN238T, rtQ215S, rtI233V). Os valores de carga viral
apresentaram log médio de 4,18 (+ 1,15); o subgendétipo HBV/D3 foi o mais

prevalente (46,2%); e ndo houve pacientes com coinfec¢cdes neste grupo.
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Tabela 5: Pacientes em tratamento para hepatite B com perfil de resisténcia.

Perfil de Resisténcia

Pac'i[;n o S“b%‘g‘\?“po Tratamento C;‘g’g i’/iaral Mutagées LAM ADF ETV FTC TDF LDT  Coinfeccdes

99 D2 LAM/TDF/EFV 6,36 [tV214A S PTR S S s S HIV/HCV
101 F2a TDF 5,64 rtM204V + rtL180M R S RP R s S HIV
102 A2 LAM/ADF 3,82 rL217R S PTR S S S S -
104 D3 LAM 3,34 rtM2041 + rtL180M R S RP R s R -
106 D3 TDF 7,14 [V214A + rtP237H S PTR S S S S -

108 Al LAM/TDF/EFV 7,08 rtMZOA;:/LISg\I\//IlnL TR S RP R S S HIV
111 D3 ETV 3,77 rtM204S + rtQ215S R PTR RP R S S -

112 F2a TDF 5,30 rtN238T S PTR S S S S HIV
121 D2 TDF/LAM 3,99 [tM204S + rtQ215S R PTR RP R S S HIV
126 D3 TDF (irregular) 6,89 rtV214A + rtP237H S PTR S S S S -

*LAM: Lamivudina; ADF: Adefovir; ETV: Entecavir; FTC: Emtricitabina; TDF: Tenofovir; LDT: Telvivudina; EFV: Efavirens.
**S: Sensivel; R: Resistente; RP: Resisténcia Parcial; PTR: Potencialmente Resistente.
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Figura 13: Pacientes que néo realizaram tratamento para Hepatite B, com perfil de resisténcia.

26 amostras

P Y ' “\ i “\l
1 amostra (1,1%) 1 amostra 24 amostras
(rtM204V) rtV/F/L/M207I (26,7%)
A Mutacao A181T Perfil de variante .
Resisténcia . e Potencialmente
R. Parcial ETV R. Parcial TDF in SCETD s Resistentes ADF
LAM, ADF, FTC vitro Resisténcia LAM esistentes

<
I

rntV214A, ntL217R,
rntP237H, rtN238T,
rnQ215S, rtl233Vv
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5) DISCUSSAO

A Regido Administrativa de S&o José do Rio Preto localiza-se no
Noroeste do Estado de S&o Paulo, fazendo divisa com Mato Grosso do Sul e
Minas Gerais. E dividida em cinco regides de governo que compreendem as
cidades de Jales, Fernandopolis, Votuporanga, Sao José do Rio Preto e
Catanduva (Secretaria de Planejamento e Gestdo, 2015), e esta entre as
trés regides com maiores taxas de migracado no Estado (Fundacdo SEADE,
2018), o que contribui para a intensa circulacéo e flutuacdo da populacao,
com a possibilidade de disseminacdo de varias doencas. Nesta regido,
existem muitos pacientes em acompanhamento da Hepatite B, 191 casos
foram notificados entre 2015 e 2016 (Ministério da Saude, 2018), e este é o
primeiro estudo a determinar os genotipos e subgenotipos circulantes.

Segundo o Boletim Epidemiolégico Hepatites Virais 2017 (Ministério
da Saude, 2017a) a maioria de casos confirmados de Hepatite B no Brasil
estd concentrada na Regido Sudeste, sendo a taxa de infeccdo pelo HBV
mais elevada em homens do que em mulheres. Refletindo essa realidade,
ao analisar as caracteristicas dos pacientes HBV estudados, observou-se
gue houve predominio do sexo masculino, com idade média aproximada de
46 anos. Caracteristicas semelhantes foram verificadas em outras
investigacBes brasileiras realizadas em Ribeirdo Preto (Chaché et al, 2017),
Campinas (Cunha-Silva et al, 2017) e Maranhao (Cruz-Santos et al, 2018).

Em nossas amostras, a faixa etaria com maior nUmero de casos
segue 0 panorama nacional, o qual, nos ultimos 10 anos, é caracterizado por
uma deteccao maior em individuos com 45 anos ou mais, e uma queda entre
agueles com idade inferior a 35 anos (Ministério da Saude, 2017a). A
diminuicao da faixa etaria predominante pode ser explicada pela implantacéo
da vacina contra a hepatite B em 1992 para grupos de risco (Ministério da
Saude, [s. d.]), que passou em 1998, por recomendacdo do Programa
Nacional de Imunizagbes (PNI), do Ministério da Saude, a ser universal para
criangas a partir do nascimento (Secretaria de Estado da Saude de Sé&o
Paulo, 2006).
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A distribuicdo dos casos segundo raca/cor mostrou maior
concentracdo entre as pessoas de raca/cor branca, e difere do que Nabuco
(2012) e Cruz-Santos (2018) descreveram para o Rio de Janeiro e Maranhéao
respectivamente, porém, corrobora com os dados de distribuigdo racial do
Pais, para pacientes portadores de hepatite B (Ministério da Saude, 2017a).

Nesse contexto, vale ressaltar que ocorreram aumento e
diversificacdo dos fluxos imigratérios no Brasil, nas Gltimas décadas, devido
a seu reposicionamento geopolitico com a emergéncia da crise econémica
mundial de 2007, em que o0s paises emergentes ndo foram tdo afetados
como o0s chamados paises desenvolvidos, e 0s imigrantes que eram
originarios principalmente do norte global (europeus e asiaticos), atualmente,
sdo provenientes também do hemisfério sul como haitianos, colombianos,
senegaleses, peruanos e bengalis (Cavalcanti, 2015), que diversifica a
distribuicao racial em todo o pais.

Entre os motivos de solicitagcdo de carga viral do HBV, podemos
observar que o teste molecular foi utilizado principalmente para
acompanhamento dos pacientes, com 0 objetivo de monitorar ou avaliar a
indicacdo de tratamento. Entretanto, também presente em nossos resultados,
a técnica de biologia molecular foi utilizada para confirmacéo de diagndéstico,
uso recentemente aprovado pelo Ministério da Saulde, regulamentado no
Manual Técnico para o Diagnédstico das Hepatites Virais (Ministério da
Saude, 2015).

O diagnéstico, que anteriormente era exclusivamente sorolégico,
passou a contar com a especificidade e sensibilidade do teste molecular,
como alternativa para a deteccdo cada vez mais precoce da infeccdo pelo
HBV e para a confirmacdo de casos em que o HBsAg ndo é detectado,
como nos casos de infec¢cdo oculta pelo HBV. Essa inclusdo mudou o
cenario de utilizacdo do teste molecular, uma vez que ampliou sua utilizagao,
caracterizando-o como uma ferramenta ndo s6 de acompanhamento, mas
também como auxiliar no diagndstico, tornando-o mais rapido e preciso.

Neste estudo, observamos coinfecgbes importantes HBV/HIV,
HBV/HCV, e ainda, HBV/HCV/HIV, que chamam atencdo pela quantidade e
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gravidade que representam. Diversos fatores podem influenciar na aquisicéo
dos virus citados, que variam de acordo com fatores de risco,
comportamentos individuais, perfis sociodemogréficos e cobertura vacinal no
caso da Hepatite B, sendo que o risco de apresentar coinfec¢cdes advém dos
modos compartilhados de transmissédo entre eles. Oyaro e colaboradores
(2018) demonstraram que as infecces por HCV e HIV tém sido associadas
ao compartilhamento de materiais entre usuarios de drogas, ao passo que a
coinfecgdo HBV/HIV foi mais comum entre ndo usuarios, ocorréncia que
pode estar associada a praticas sexuais desprotegidas.

Com relacdo a gravidade, sabe-se que a presenca de dois virus
hepatotropicos tem sido associada a um curso grave da doenca hepética e a
um alto risco de desenvolver carcinoma hepatocelular (Caccamo et al, 2014),
bem como os fatores, presenca de cirrose, sexo masculino, e coinfeccao
com HIV (Fattovich, 2002; Lok e Mcmahon, 2009; European Association for
the Study of the Liver, 2012; Liaw, 2012), caracteristicas que também estao
presentes na populacao estudada.

Este cenario representa um grande desafio de salde publica em
relacdo ao manejo, alocacao de recursos e politicas publicas de reducéo de
danos entre usuéarios de drogas, principalmente injetaveis, bem como
campanhas de incentivo ao uso de preservativo e sua distribuicdo, e requer
monitoramento continuo para o manejo efetivo dos pacientes, a fim de
reduzir a mortalidade e morbidade associadas a  essas
infeccbes/coinfecgdes virais.

Em nossas amostras foram encontrados cinco genotipos diferentes,
sendo os principais o genétipo A (Al e A2), D (D1, D2, D3 e D4) e F (F2a e
F4). Esses achados corroboram com outros estudos realizados em
diferentes regibes brasileiras, em que os mesmos gendtipos/subgendtipos
foram encontrados (Gomes-Gouvéa et al, 2015; Gussatti et al, 2015; Barros
et al, 2014; Lago et al, 2014a; Mello et al, 2013; Bertolini et al, 2012; Mello et
al, 2012).

Essa diversidade na distribuicdo de genoétipos é resultado das

migracdes populacionais, e varios estudos propdem que a atual distribuigéo
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de gendtipos/subgendtipos do HBV no Brasil € decorrente das migracdes
que ocorreram, durante o periodo colonial, da Europa e da Africa (Chacha et
al, 2017), j& que foi sugerido que o Al e D4 foram introduzidos na Ameérica
do Sul por escravos africanos, que seriam portadores desses subgendtipos
(De Pina-Araujo et al, 2018; Barros et al, 2014), enquanto a introducéo de A2,
D2 e D3 tem sido relacionada a imigracdo européia (De Pina-Araujo et al,
2018; Gussatti et al, 2015; Bertolini et al, 2012). Por outro lado, a presenca
de HBV/F2a tem sido relacionada a presenca de indigenas, que vivem na
regido norte do pais (Mello et al, 2013).

O conhecimento dos genétipos do HBV tem ganhado atencéo
especial, pois € essencial na predi¢do da infectividade, modo de transmisséao,
resposta ao tratamento e progressdo da doenca (Deressa et al, 2017).
Rapida progressdo para doenca hepatica e uma alta incidéncia de CHC
estdo relacionadas ao subgendétipo Al, sendo a transmissao principalmente
perinatal (Rajoriya et al, 2017).

O subgendtipo A2 vem sendo associado a transmissdo sexual e
parenteral do HBV em adultos (Rajoriya et al, 2017) e a progresséo para a
hepatite B cronica (Ozasa et al, 2006; Araujo et al, 2011), e € mais
prevalente em grupos com comportamento sexual de risco, como homens
que fazem sexo com homens (De Pina-Araujo et al, 2018). A diferenciacéo
entre o subgendtipo Al e A2 é de fato importante, pois sua biologia e
desfechos séo diferentes (Rajoriya et al, 2017).

Estudos sugeriram que a dispersdo do HBV/A2 deve ser mais recente
que a do HBV/A1, sendo que o padrdo evolutivo do HBV/A2 sugere um
crescimento exponencial de infeccdes entre 1970 e meados da década de
1990 (Zehender et al, 2014; Zehender et al, 2015).

Os subgenodtipos D2 e D3, estdo relacionados ao perfil HBeAg
negativo, e a progressao para hepatite B cronica e cirrose (Mello et al. 2007,
McMahon 2009, Araujo et al. 2011). O genotipo F, subgenotipo F2, é
caracteristico da populacdo indigena das Américas, tém suas implicagbes
clinicas ainda pouco conhecidas, uma vez que frequentemente esta

associado a coinfecgdo com o HDV (Araujo et al, 2011).
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Neste estudo, foram encontrados também os genétipos B, C e E. O
genatipo B, subgendtipo B1, foi identificado em paciente do sexo masculino,
57 anos, descendente de orientais, nascido no Brasil. A referida amostra, em
andlise filogenética, apresentou semelhanca com sequéncias referéncias
provenientes do Japao, onde esse genotipo € mais prevalente. O paciente
nado desenvolveu cirrose nem carcinoma hepatocelular, apesar desse
genotipo ser associado ao desenvolvimento de hepatite fulminante, e nao
realizava tratamento. Possuia carga viral de 2.529 Ul/mL, sem coinfeccdes.

O gendtipo C, subgendtipo C1, foi identificado em paciente do sexo
feminino, 34 anos, nascida na China. A andlise filogenética demonstrou
semelhanca com sequéncia referéncia isolada em Hong Kong, localizada no
continente asiatico onde o genotipo C é mais prevalente. A paciente
encontrava-se em tratamento com Tenofovir, com carga viral de 2.358 Ul/mL,
sem coinfec¢des, nem desenvolvimento de cirrose ou CHC.

O gendtipo do HBV pode fornecer pistas sobre as possiveis vias de
transmissdo em certas areas geogréficas, servindo como uma ferramenta
epidemioldgica para seguir rotas de transmissao (Rajoriya et al, 2017).
Tendo em vista que os gendtipos B e C ndo sdo comuns no Brasil, é possivel
supor duas hipoteses de possiveis modos de infec¢cdo para o HBV nestes
dois casos: transmissao vertical ou viagem para os locais endémicos desses
gendtipos com comportamento de risco. Porém, considerando que na Asia,
onde o0s genodtipos B e C sdo mais prevalentes, a principal via de
transmissao € a vertical (Rajoriya et al, 2017), e que os referidos pacientes
sdo descendentes ou provenientes dessa regido, essa é a hipotese mais
provavel. A infeccao perinatal causa infeccdo crénica em 90% dos recém-
nascidos, com infeccdo na primeira infancia levando a 20-40% de
cronicidade, ao passo que infeccbes na idade adulta resultam em 0-10% de
cronicidade (Beasley et al, 1977; McMahon et al, 1985).

O gendtipo E foi identificado em paciente do sexo masculino, negro,
38 anos, nascido na Angola. A referida amostra, em andlise filogenética,
apresentou semelhanca com sequéncias referéncias isoladas em outro

estudo brasileiro com pacientes Angolanos portadores desse genétipo (Lago
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et al, 2014b). O paciente possuia carga viral de 12.930 Ul/mL, sem
coinfeccdes, e ainda nao realizava tratamento.

Distinto da maioria dos genétipos, o HBV/E possui um baixo grau de
diversidade genética. Devido a sua baixa variabilidade genética e ao fato
deste genétipo ser encontrado exclusivamente na Africa ou em
descendentes de africanos, Mulders e colaboradores sugeriram que a
introducdo do genotipo E na populagdo humana € um acontecimento recente
que ocorreu de meados para o final do Século 19, quando o tréfico de
escravos acabou. Fora da Africa, os isolados de HBV/E sdo
esporadicamente encontrados nas Americas, indicando que esse genotipo
foi introduzido na populacdo africana provavelmente nos dltimos 130 anos
(Andernach et al, 2009; Andernach et al, 2013).

Nos ultimos 20 anos no Brasil, avancgos significativos no tratamento
da hepatite B crénica ocorreram, inicialmente com o uso de interferon (IFN)
alfa, que permitiu alterar a progressao natural da doenca (Pacheco et al,
2017). Atualmente, segundo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para
Hepatite B e coinfeccbes (Ministério da Saude, 2017b), que direciona a
conduta terapéutica, ndo € recomendado o0 uso dos medicamentos
alfainterferona e adefovir; foi adicionado ao arsenal terapéutico do SUS a
alfapeguinterferona, citocina com agdo antiviral e imunomoduladora; e
ampliou-se a participagéo de entecavir e tenofovir, andlogos nucleos(t)ideos
de maior eficacia e barreira genética.

O uso prolongado de antivirais pode determinar o desenvolvimento de
resisténcia, um dos maiores desafios para o tratamento da hepatite B, e sua
deteccdo precoce é extremamente importante para o sucesso da terapia.
Tem se tornado cada vez mais evidente que as mutacdes relacionadas a
resisténcia aos antivirais nem sempre sao induzidas pela terapia, podendo
ser observadas em individuos virgens de tratamento (Oliveira, 2013;
Pacheco et al, 2017). No presente estudo foi observada presenca de
mutacdes de resisténcia nos dois casos: pacientes com ou sem tratamento,
aos farmacos Lamivudina, Adefovir e Emtricitabina; resisténcia parcial ao

Entecavir, e resisténcia potencial ao Adefovir.
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Quanto maior o tempo de tratamento maior a probabilidade de surgir
mutantes resistentes, apresentando um coeficiente de incidéncia de 6%,
31% e 51% em 12, 24 e 48 meses respectivamente, em pacientes tratados
com LAM, sendo que a resisténcia pode aparecer a partir do 9° més de
tratamento (Thompson et al, 2006). Embora ainda existam poucos estudos,
acredita-se que o genotipo também possa ter influéncia no desenvolvimento
de resisténcia a este antiviral (Zo6liner et al, 2004; Bottecchia et al, 2008;
Haddad et al, 2010).

Alguns estudos mostraram que o0s gendtipos HBV A e D estdo
associados com taxas mais altas de resisténcia a LAM e resisténcia a ADF
(Kobayashi et al, 2006; Schildgen et al, 2006; Osiowy et al, 2006; Fung et al,
2006). Algumas correlagbes entre os genétipos do HBV e a selecdo de
mutacBes especificas podem existir, no entanto, a maioria dos estudos
mostrou que os gendtipos do HBV nao tém relevancia para o tratamento,
nem para a taxa emergente de mutagcdes que conferem resisténcia aos
medicamentos (Westland et al, 2003; Zdllner et al, 2004; Yuen et al, 2003;
Kim et al, 2011).

Finalmente, a resisténcia promovida pela monoterapia da LAM pode
desencadear resisténcia do HBV aos demais analogos de nucleos(t)ideos, a
exemplo do ADV (Schildgen et al, 2010). O desenvolvimento de resisténcia
ao ADV é mais lento comparado a LAM, com a taxa reportada de 2% aos
dois anos e 29% aos cinco anos de tratamento (Hadziyannis et al, 2006;
Yang et al, 2002), entretanto, seu uso nao é recomendado pelo Ministério da
Saude, assim como a LAM.

A presenca de resisténcia pode ser efetivamente suprimida usando
um analogo de nucleos(t)ideo de diferente grupo estrutural. No entanto, a
resisténcia a multiplas drogas pode se tornar um problema no futuro. Para
prevenir e minimizar o surgimento de resisténcia aos medicamentos, o
tratamento é feito com analogos de nucleos(t)ideos que causam supressao
viral rapida com uma alta barreira genética a resisténcia, tais como ETV e
TDF, que possuem taxas significativamente mais baixas de resisténcia em

comparacdo com aqueles com baixa barreira genética para resisténcia,
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como LAM, ADF e LDT, fornecendo assim a melhor chance de alcancar o
objetivo principal de tratamento: prevencdo da progressdo da doenca
hepética (Bang e Kim, 2014).

Do mesmo modo, € importante acompanhar a presenca de resisténcia
em pacientes virgens de tratamento, devido a preexisténcia de mutacdes
que precisam ser investigadas e rastreadas. A eficacia terapéutica do
tratamento antiviral pode ser afetada pela infeccdo por cepas virais
resistentes aos medicamentos.

Para um paciente, sem tratamento prévio, portador de uma cepa com
mutacOes de resisténcia, deve-se questionar se vale a pena iniciar o
tratamento com uma droga para a qual a mutagéo produz resisténcia. Esta
informacdo, antes do inicio do tratamento, pode contribuir para a tomada de
deciséo clinica, reducdo do insucesso terapéutico e o risco de progressao
para cirrose e hepatocarcinoma (Pacheco et al, 2017), porém estudos séo
necessarios para justificar a implantacéo de testes de resisténcia a antivirais
antes da prescricao da terapia.
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6) CONCLUSAO

e Na regido de Séo José do Rio Preto, cinco gendtipos diferentes do
HBV foram encontrados: A, B, C, D, E e F, sendo o A, D e F

predominantes, assim como em outras regides brasileiras estudadas;

e Uma grande diversidade de subgenotipos foi observada: Al, A2, B1,
C1l, D1, D2, D3, D4, F2a e F4. O HBV/Al foi o mais prevalente,
seguido pelo D3;

e Os gendtipos B, C e E ndo sdo comuns no Brasil, porém foram
identificados em pacientes descendentes ou provenientes de regides

onde esses genotipos sdo endémicos;

e A grande diversidade de gendtipos/subgenoétipos observada reflete a
intensa migracdo que ocorre para a regido estudada, em virtude de

sua importancia como um centro de referéncia em saude;

e Todos os pacientes eram portadores de hepatite B crbnica com
presenca de cirrose em seis casos, em que 0s subgenotipos Al e D3

foram os mais frequentes;

e As coinfeccdes HIV e/lou HCV estavam presentes em 12,6% dos
pacientes, sendo os subgendétipos Al, A2 e F2a os mais identificados

neste grupo;

e Entre os pacientes que fazem tratamento, cepas do HBV com
mutacdes de resisténcia a Lamivudina, Emtricitabina e resisténcia
parcial ao Entecavir foram identificadas em 13,9%, e mutagdes
potencialmente associadas com resisténcia ao Adefovir em 19,4%,

das amostras analisadas;
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Mutacdes de Resisténcia a Lamivudina, Adefovir, Emtricitabina e
resisténcia parcial ao Entecavir, e resisténcia potencial ao Adefovir,
foram observadas em 1,1% e 26,7% dos pacientes virgens de

tratamento, respectivamente;

Entre as cepas do HBV, com mutacfes de resisténcia aos analogos
de nucleos(t)ideos, o perfil de mutacbes que confere potencial
resisténcia ao adefovir parece ser o mais disseminado nesta
populacdo, porém, resisténcia total a lamivudina e emtricitabina; e
resisténcia parcial ao entecavir foram observadas em metade dos

pacientes em tratamento com perfil de resisténcia;

A caracterizacdo dos diferentes subgendétipos do HBV pela anadlise
filogenética corroborou a classificacdo obtida pelo software online

utilizado neste estudo;

Este trabalho demonstra a importancia da Hepatite B na regido de
Sao Joseé do Rio Preto, onde ocorre intensa mobilidade urbana pelo
potencial de migracdo, e comprova a necessidade de uma vigilancia
sempre ativa, para o0 manejo efetivo dos pacientes HBV cronicos, a
fim de reduzir a mortalidade e morbidade associadas a essa infeccao

viral.
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Projeto”, com a corre¢do da indicaglo da Resolugo CMNS 466/2012, e anexou os documentos
complementares exigidos pelo CEPIAL.

Messa carta declarou que o protocolo de pesguisa ndo teve atraso em 22U inicio e citou as exigéncias para
o desenvolvimente do projeto, informou sobre a colaboragdio do Servigo de Assisténcia Especializada do
Municipic de Marilia com apontamento para declaragio de comcorddncia, & enunciou as atribuigtes dos
colaboradores Dr. Flavio T. Troncoso, Dra. Josilene D. e Silva, Renata B. \fieira e Esperdina 5. P. Foltran.

Protocolo de pesquisa bem instruido, aprovado quanto a eticidade, e coerente com as nomas institucionais.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
O protocolo de pesquisa foi aprovade do ponto de vista ético 4 luz da Resolugdo CNS 466/2012 pelo
colegiado do CEPIAL em reunido ordinaria de 15 de setembro de 2016.

Em conformidade com a ResolugBo CNS 466 de 121242012, o pesquisador responsavel devera cumprir o
itern transcrito integralments a seguir.

¥ - Do pesquisador responsavel

¥1.1 - A responsabilidade do pesguisador € indelegavel e indeclinavel & compreende os aspectos éticos e
legais.

X|.2 - Cabe ao pesquisador:

a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou & COMEP, aguardando a decisio de aprovagdo
ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de Consentimento Livre e

Enderego:  Av. Or. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 80

Baimro: Cemueira César CEP: 01.245-902
UF: 5P Municipio: SAQ PAULD
Telefone: (11)3063-2850 Fax:z (11)2095-3505 E-mail: cepiaial sp.gov.br
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Esclarecido; ¢) desenvolver o projeto conforme delineado; d) elaborar & apresentar os relatorics parciais e
final; &) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento; fj manter os dados da

pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um pericdo de 5 anos apoés o
término da pesquisa; g) encaminhar os resultades da pesquisa para publicagdo, com os devidos créditos
aos pesquisadores associados e ao pessocal técnico integrante do projeto; e h) justificar

fundamentadamente, perante o CEP ou a COMEP, interrupg@o do projeto ou a ndo publicagdo dos

resultados.

05 relatorios deverdo ser adicionados ao protocolo de pesguiza na Plataforma Brasil para andlise do

CEPIAL a cada seis

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

meses a partir do inicio da pesquisa.

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_T57666 13/09/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 14:57:17
Outros CARTAZ pdf 13/09/2016 | Marcia Maria Costa Aceito
14:56:27 | Nunes Soares

Outros SAEMARILLA jpg 13/09/2016 | Marcia Maria Costa Aceito
14:534:52 | Nunes Soares

Outros emenda_2016_03_02_18_29 _00_703.p| 14/07/2016 |Marcia Maria Costa Aceito

df 150608 | Nunes Scares

Outros DECLARACAOPRUDENTE. pdf 14/07/2016 | Marcia Maria Costa Aceito
15:05:29 | Nunes Soares

Outros DECLARACAOFAMEMA pdf 14/07/2016 | Marcia Maria Costa Aceito
15:04:56 | Nunes Soares

Outros CARTA RESPOSTA CEPIAL DELTA pdff 100032015 Aceito
14:50:43

Outros TERMO DE ASSENTIMENTO doc 10032015 Aceito
10:40:48

TCLE / Termos de | TCLE - modificado_doc 10/032015 Aceito

Assentimento / 10:34:08

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto fFOLHA DE ROSTO ASSIMADA, pdf D5/02/2015 Aceito
13:56:19

Outros QUESTIOMARIO doc 268/01/2015 Aceito
12:05:47

Projeto Detalhado ! |HEPATITE DELTA - PROJETO . pdf 26/01/2015 Aceito

Brochura 12:08:-21

Investigador

Outros TERMO DE CONFIDENCIALIDADE pdf | 26/01/2015 Aceito

Enderego:  Aw. Dr. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 20

Baimro:  Cergueira César CEP: [1.245-202

UF: 5P Municipio: SAQ PAULD

Telefone: (11)3053-2858 Fax: (11)3085-3505 E-mail: cepialiial.sp.gov.br

Fagira 2de

76




Platalfor

INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES Q%"M

Confinuagio do Parecer. 1.731.734

mo

Outros TERMO DE CONFIDEMCIALIDADE pdf 1206221 Aceito

Outros TERMO DE COMPROMETIMENT CO.pdf | 26/01/2015 Aceito
12:06:10

Parecer Anterior APROVACAD CTC pdf 26/01/2015 Aceito
11:56:58

Outros DECLARACAD SAE - MIRASSOL pdf 26/01/2015 Aceito
11:56:48

Outros DECLARACAD SAE - ARACATUBA pdf | 26/01/2015 Aceito
11:56:33

Outros DECLARACAD SAE - 26012015 Aceito

ADAMANTIMA pdf 11:56:21
Outros DECLARACAD GVE - 26/01/2015 Aceito
VOTUPORANGA pdf 11:56:04

Outros DECLARACAD GVE - JALES. pdf 26/01/2015 Aceito
11:55:30

Outros DECLARACAD CATANDUYA pdf 26/01/2015 Aceito
11:55:04

TCLE / Termos de  |TCLE.doe 2B/01/2015 Aceito

Assentimento / 11:49:53

Justificativa de

Auséncia

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

Mo

SAD PAULO, 16 de Setembro de 2016

Assinado por:

Luz Marina Trujillo
{Coordenador)
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ANEXO 2

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS
INSTITUTO ADQLFO LUTZ
CENTRO DE VIROLOGIA
NUCLED DE DOENCAS SANGUINEAS E SEXUAIS
LABORATORIO DE HEPATITES
Tel: 3068-2911 - E-mail: labhepsp@ial sp.gov.br

530 Paulo, 01 de fevereiro de 2018.

lImaoia) 5ria).
Coordenador {a) do
Frograma de Pos Graduacdo em Ciéncias

Coordenadoria de Controle de Doengas — CCD/SES/SP

Prezada,

O projeto inicial para a dissertacdo de mestrado da aluna BRIGIDA HELENA DA SILVA
MENEGHELLO abordava, como tema central, o estudo da hepatite delta na regifo de S3o José do Rio
Preto. A hepatite delta € uma infecc3o endémica da regido norte do pais, e a ela restrita. Porém,
muitas perguntas permanecem sem respostas, visto que ha regides com elevada prevaléncia de
hepatite B, porém sem a descricio da presenca do virus delta. Talvez essas perguntas ndo tenham sido
respondidas por auséncia do virus ou, talvez, por falta de estudos.

A regido de S50 José do Rio Preto @ uma regido por onde transitam muitos viajantes de
varias regides do pais, inclusive da regiSo norte, de onde ha relatos de grande consumo de drogas
injetadveis e/ou inaldveis e que, ainda, ha escassez de estudos sobre hepatites virais. Assim, estudar a
hepatite delta na regido despertou bastante interesse clinico, epidemiolégico e laboratorial,
possibilitando a inclusdo de novas técnicas de diagndstico no CRL- de S3o0 José do Rio Preto.

A falta de dados na literatura e a dificuldade de se determinar um indicador de
prevaléncia levaram-nos a ter uma amostragem estimada bastante elevada, gue entendemos que n3o
conseguiremos atingir a tempo de cumprir os prazos estipulados na Pds-graduacio.

Por isso, o novo tema proposto & estudar a Hepatite B na mesma regifo, por ser um
assunto de muito interesse, por levar entre 5 a 10% das pessoas infectadas a se tornarem portadores
crénicos, ndo ha estudos epidemioldgicos na regido e, também, poderemos implantar novas métodos
moleculares no IAL regional de Rio Preto.

Assim, creio que cumpriremos os prazos determinados pela CPG, produziremos um
trabalho de mestrado bastante interessante e dentro do escopo da nossa area, formando uma aluna
pronta para prosseguir sua formacg3o no Doutorado apds sua defesa de Mestrado.

e %,
~ |"£' II". F

| -, ol
\Reéim@r;‘nk Moreira
[}
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ANEXO 3

Kinisterio da Sadde . T
M secretaria de Vigilincia em saride Fur!'nularm fle SDllt‘ltal;aDl
Departamento de DST, Aids & Hepatites Virais Carga Viral do Virus da Hepatite B
1. Instituicio soficitante (carimbo padrao)® 2. CNES*
3. CM5 dofa) padente Mome completo dofa) usuariofa)* 7. Preferéncia de identificagao®
| 5. oficial | I:I 1-Oficial
2-Social
4. Data de nascimento® 6. Social | 8. Saun*
I:I 1-Feminino
2-Masculimo
a, Naconalidads 10. Raca/Cor 11. Etnia 12, Nome da maa*

1-branca 2-preta 3-amarela 4-parda
5-indigena 6-ndo informada 7-ignorada

13, Numero da identidade 14. CPF 15. Logradouro®

16. Mumero® | 17, Complemento 18. Bairro 19, Municigio®* 20. Cod. IBGE 21. UF* 22. CEP*

23, Telefone 24. Pais 25. Prontuario 26. Gestante* 27. Escolaridade jem anos)

i) I:' 1- Sim 2- N3o |:| 1. Menhuma / 2.Dela3 / 3.DedaT /4 DeBall
5.-De 12 emais / 6. ndo informadao / 7. ignorado

28. Mome dofa) responsavel [se ofa) paciente for menor de idade ou incapaz)

20, CPF dofa) responsavel

30, Codigo do procedimento 31. Nome do procadiments

02.13.01.020-8 Identificag3o do virus da hepatite B por PCR (quantitativo)

32. Data 1%s sintomas 33. Idade gestacional 34. Motivo do exame*
J‘,r J',r |:| 1 :;E ;ZT:::;E ii;:z:m 1 mnﬁmﬁnﬁdﬂ::i@idsﬁm Z. A'.'alia_r indicado |:‘rE tratamento 3. rj.-'ln_n'rrmr_mtamenm
5. Mo se aplica portadora de hepatite B 5. Investigagao de transmissao vertical
35. Estagio da doenga [CID) 36. Tratamento 37. Data de inicio da terapia
1. Hepatite B aguda (B16)

B a |:| Alfainterferona D Alfapeginterferona (PEG-IFN)
2. Hepatite B crénica sem Delta (B18.1) []ToF [JeTv [] 3TC [JADF J." J,l"
3. Hepatite B crdnica com Delta (B18.0)

38, Comorbidades [CID) 39, Data do diagndstico
I:' 1. Hepatite C (B18) 2. Carcinoma de células hepaticas (C22] 3. HIV/Aids (B20-B24) 4. Figado transplantado (254.4) “,r' J‘f‘
40, Nome do profissional soficitante® 41. Registro do conselho profissional* A2, Assinatura e Carimbo*
Conselhoy/UF/ME:
43, Data da solicitagio* 44, CPF do profissional*
45, Mome da instituigao® 46, Data da coleta® 47. Hora da coleta®

/] =

48, Mome da instituigio* 49, CNES* 5. Data do recebimento® | 51. Hora do recebimento®

[/

— | 52. solidtaco do exame® | 53. Mentificador da amostra* 54. Responsavel* 55. Data do resultado®
e

s/ [/

5 56, Material biologico* 57. Volume da amastra 58. N2 de copias 59. Log 0. Tecnica®

* Preenchimento obrigatério
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