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1. INTRODUGAO

1.1 Historico

O termo hepatites virais € convencionalmente utilizado para designar as
doengas ocasionadas por um grupo de virus hepatotropicos. A histéria das
hepatites virais remonta desde periodos anteriores a Era Crista. Existem relatos
de surtos de ictericia na Babildnia, ha mais de 2500 anos. Hipocrates descreveu

a ictericia epidémica em 400 A.C. (Freitas 2003).

Inicialmente, muitos surtos de ictericia coincidiam com épocas de guerras.
Assim, o surgimento do termo “doenga de soldado” foi amplamente associado
com epidemias em Flandres, em 1743 (durante a guerra de Sucessao Austriaca),
no Egito, em 1798 (durante a batalha de Napole&do), e em Paris, em 1870,

durante a guerra Franco-Prussiana (Kuntz & Kuntz 2002, Freitas 2003).

Entretanto, foi a partir de 1883 que se observou casos de ictericia de longo
periodo de incubagéo (geralmente de 2 a 6 meses). Esses episddios ocorreram
em Bremen, na Alemanha, envolvendo trabalhadores de um estaleiro naval que
receberam doses de uma vacina contra variola. Tal vacina havia sido preparada
com linfa humana. De 1289 trabalhadores que receberam essa vacina, 191
desenvolveram a doenca. A partir desses eventos, houve a primeira especulagao
sobre um possivel agente de transmissdo parenteral ocasionando ictericia.
Provavelmente, esse seria, entdo, o primeiro relato de epidemia por hepatite B
(LGrman 1885).

Em 1909, ocorreram outros casos de ictericia, apos administragdo de uma
medicacao utilizada para tratamento de sifilis por via endovenosa (Bigger 1943).
Casos semelhantes ocorreram em 1922, com a administragdo da insulina no
tratamento de diabetes (Flaum et al. 1926). Porém, somente fatos ocorridos na
década de 40 elucidaram a hipdtese da transmissao parenteral do agente
envolvido com a infecgcdo, pois em 1942, 28.585 soldados americanos

apresentaram ictericia apos receber vacina contra febre amarela, sendo que 62



faleceram em decorréncia dessa doenca (Krugman 1989). Além disso,
investigacbes mostraram o risco de hepatite associado ao uso de plasma

humano fresco, seco ou sangue total (Beeson 1943, Morgan & Williamson 1943).

MacCallum denominou, em 1947, os agentes causadores da ictericia
epidémica, nomeando-os de “virus da hepatite A” (HAV) e “ virus da hepatite B”
(HBV). O primeiro era referente a ictericia infecciosa, com periodo de incubacéo
curto (18 a 37 dias), e o segundo a ictericia sérica, de periodo de incubagéo
longo (50 a 180 dias). Tais termos foram aprovados pelo Comité de Hepatites
Virais da Organizagcao Mundial de Saude (OMS) em 1977, e continuam sendo
utilizados até os dias de hoje (ICTV 2006).

Em 1965, o geneticista Baruch Blumberg e seus colaboradores, realizando
pesquisa sobre caracteristicas polimorficas herdadas em diferentes partes do
mundo, observaram que em uma amostra de soro de um aborigene australiano
havia um antigeno que reagia com o soro de dois hemofilicos politransfundidos, e
o denominaram antigeno Australia (Au) (Blumberg et al. 1965). Esse antigeno
também foi encontrado em pacientes com leucemia e sindrome de Down
(Blumberg et al. 1967, Sutnick et al. 1968).

Mais tarde, estudos de Prince (1968) e Levene & Blumberg (1969)
evidenciaram a associagao do antigeno Australia e a infecgdo pelo virus da
hepatite B. Em 1970, um pesquisador australiano, identificou o virus da hepatite
B (HBV), com cerca de 42 nm de diametro, que foi denominado de particula de
Dane (termo que faz referéncia ao nome do proprio pesquisador). Ainda, verificou
que essa particula era constituida por um invoélucro externo, que correspondia ao
antigeno Australia. Atualmente, esse antigeno é designado como antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg) (Dane et al. 1970).



1.2 Classificagao e Estrutura do Virus da Hepatite B

1.2.1 Classificagao

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae, a qual inclui uma variedade de
virus aviarios e de mamiferos que compartiiham caracteristicas similares, como
organizacao genética, 6rgao de tropismo e a estratégia de replicagdo. Os virus
dessa familia que infectam mamiferos estdo agrupados no género
Orthohepadnavirus, e os que infectam aves no género Avihepadnavirus (ICTV
2006).

Como exemplos de virus do género Avihepadnavirus, tem-se: DHBV (Duck
hepatitis B virus), HHBV (Heron hepatitis B virus), STHBV (Storks hepatitis B virus).
Esses virus foram identificados como agentes de infeccdo em patos, gargas e
cegonhas, respectivamente (Mason 1980, Zhou 1980, Sprengel et al. 1988, Pult et
al. 2001). No género Orthohepadnavirus, sdo encontrados o HBV (Hepatitis B virus),
WHV (Woodchuck hepatitis virus), GSHV (Ground squirrel hepatitis virus), WMHBV
(Woolly monkey hepatitis B virus) e ASHV (Artic ground squirrel hepatitis virus), que
infectam humanos, marmotas, esquilo de faias, macacos e esquilo do Artico,
respectivamente (Summers et al. 1978, Marion et al. 1980, Seeger et al. 1984,
Lanford et al. 1998, Kidd-Ljunggren et al. 2002, Robertson & Margolis 2002).

1.2.2 Caracteristicas Biologicas

A particula completa do virus da hepatite B (virion ou particula de Dane), com
40-42 nm de diametro, apresenta externamente o envelope viral, constituido
principalmente pelo antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), e
internamente, o nucleocapsideo ou core, que mede cerca de 27 nm de diametro
(Figura 1). Essa estrutura possui simetria icosaédrica, sendo formada pelo antigeno
do core (HBcAg) e pelo genoma viral (DNA), que encontra-se associado a enzima

DNA polimerase/transcriptase reversa (Tiollais et al. 1985, Befeler & Bisceglie 2000).
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Figura 1 — Representagdo esquematica da estrutura do virus da hepatite B Fonte:

http://www.rit.edu/~japfaa/infectious.html (modificada)

No soro de individuos infectados pelo HBV, podem, ainda, ser observadas
particulas subvirais, nao-infecciosas, que sdo formadas, principalmente, pelo HBsAg
(Figura 2). Tais particulas podem apresentar-se nas formas tubular ou esférica, com
didmetro de 22 nm (Hollinger 1996b, Jilbert & Mason 2002, Khouri & Santos 2004).

Particulas ndo-infecciosas
{22nm)

Particula infecciosa
{(42nm)

Figura 2 — Micrografia eletrénica do virion e particulas subvirais ndo infecciosas
Fonte: http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/Images/Safrica/hbv3b.jpg

1.2.3 Organizagao Genémica do HBV


http://www.rit.edu/~japfaa/infectious.html

O genoma do HBV é extremamente compacto, sendo um dos menores dentre
os genomas de virus que infectam o homem (Rapicetta et al. 2002). E constituido
por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla. A fita incompleta é de
polaridade positiva. Ja a fita completa tem polaridade negativa, sendo complementar
ao RNA mensageiro viral e contém 3200 pares de base (bp) que estdo organizados
em quatro regides de leitura aberta (Open Reading Frame - ORF): Pré-S/S, Pré-C/C,
P e X (detalhadas a seguir) (Figura 3). O genoma possui quatro promotores (Pré-S1,
Pré-S2/S, core e X), que atuam regulando a atividade génica. Além disso, proximo a
extremidade de ambas as fitas, estdo presentes sequéncias pequenas de 11
nucleotideos que sao diretamente repetidas (Direct Repeats - DR) designados de
DR1 e DR2. Tais sequéncias sdo importantes na iniciagdo da replicagdo do HBV
(Tiollais et al. 1985, Seeger et al. 1986, Ganem & Varmus 1987, Kao & Chen 2002,
Locarnini 2004, Locarnini & Omata 2006).

Pré-s2

Fita Positiva —

Fita Hegativa

Figura 3 — Genoma do HBV com as quatro regides de leitura aberta (ORF): pré-S/S,
pré-C/C, P e X.

Fonte: http://www.drthuthuy.com/images/genotype02.jpg (modificado)
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Fase de leitura aberta Pré-S/S

Na ORF pré-S/S, ha trés cdédons de iniciagao. Dessa forma, a leitura a partir
do cddon de iniciacdo Pré-S1 seguida de Pré-S2 e S resulta na formagédo da
proteina grande (L - “large”) que contém 368 aminoacidos (aa). A proteina de
tamanho intermediario (M - “middle” 281 aa) é codificada pela regiao Pré-S2 e S. A
menor proteina (S - “small” 226 aa) é sintetizada a partir do codon localizado no
inicio da regido S. Assim, todas possuem o mesmo codon de terminagéo localizado
ao final da regido S (Figura 3). As trés proteinas se distribuem de forma irregular,
sendo que as particulas subvirais do HBV sdo quase que na sua totalidade
constituidas pela proteina S, com quantidades variaveis da proteina M. A proteina L
esta presente em menor porgdo, ou mesmo ausente nessas particulas (Heermann et
al. 1984, Seeger & Mason 2000, Francois et al. 2001, Kao & Chen 2002).

Nos virions, ha predominancia da proteina L, que contém os sitios de ligagao
do HBV aos receptores celulares especificos (Neurath et al. 1986, Klingmuller &
Schaller 1993). A proteina M também tem importancia na adsorgédo do HBV (Thung
& Gerber 1984). A proteina S é o constituinte do HBsAg, sendo capaz de induzir
anticorpos especificos (anti-HBs), com atividade neutralizante e protetora. Por essa
caracteristica, o HBsAg € utilizado no desenvolvimento de vacinas. Além disso, a
caracterizagado antigénica do mesmo tem propiciado a classificagdo do HBV em
diferentes subtipos que serdao comentados adiante (Grob 1998, Kidd-Ljunggren et al.
2002).

Fase de leitura aberta Pré-C/C

A regidao Pré-C/C codifica as proteinas HBeAg e HBcAg, que possuem
propriedades antigénicas distintas. A tradugdo a partir do cédon de iniciagédo
localizado na regiao Pré-C da origem a um produto que é translocado para o reticulo
endoplasmatico, onde é clivado, resultando na formacdo de uma proteina soluvel
(HBeAg ou antigeno e) (Garcia et al. 1988). O HBeAg n&o é incorporado aos virions,
sendo entdo secretado pelos hepatécitos e liberado na circulagdo sanguinea. Esse

antigeno esta associado com alta infecciosidade (Hatzakis et al. 2006).



NH, | Proteina terminal

O HBcAg é codificado a partir do cdédon de iniciagcdo da regido C. Esse
antigeno € importante na composicdo do nucleocapsideo viral, no qual 180
mondmeros dessa proteina se organizam, formando a particula icosaédrica (Nassal
& Schaller 1996). O HBcAg esta presente no tecido hepatico de pacientes infectados
pelo HBV, ndo sendo detectado no soro. Entretanto esse antigeno é capaz de
induzir a producao de anticorpos (anti-HBc), independentemente de células T,
podendo ser detectaveis no soro, nas fragbes IgM ou IgG (Milich & Mclachalam
1986, Oubina 1996).

Fase de leitura aberta P

A ORF P codifica uma enzima com atividade de DNA polimerase,
transcriptase reversa e ribonuclease (RNAse). Essa ORF sobrepde as demais
regides e engloba cerca de 3/4 do genoma do HBV. A polimerase viral pode ser
dividida em quatro regi6es, representadas na Figura 4: (i) dominio amino-terminal,
que atua como proteina terminal ou primase, sendo importante para o inicio da
sintese da fita de DNA de polaridade negativa, (ii) regido “espacadora”, que parece
nao ter funcado especifica, (ii) dominio de transcriptase reversa, que contém sete
motivos denominados de A a G e (iv) dominio carboxi-terminal (ou C), que exibe
atividade de RNAse H (Ngui et al. 1999, Seeger & Mason 2000, Sablon & Shapiro
2005).

A polimerase viral possui o motivo YMDD (Tirosina-Metionina-Aspartato-
Aspartato), que é parte do sitio ativo do dominio C, presente também na
transcriptase reversa. O uso prolongado de antivirais analogos de nucleosideos,
principalmente a lamivudina, esta freqientemente associado ao desenvolvimento de
mutagdes na polimerase do HBV, causando resisténcia a esse antiviral (Lai et al.
2003a, Craxi et al. 2006).

’9 Transcriptase reversa <_‘




Figura 4 - Organizacéo da HBV polimerase
Fonte: Kay & Zoulim (2007) (modificado)

Fase de leitura aberta X

O gene X é encontrado apenas em virus que infectam mamiferos e codifica
um polipeptideo (HBx) de aproximadamente 154 aminoacidos. Embora sua fungao
ainda nao esteja claramente definida, sabe-se que HBx é uma proteina reguladora
que pode ativar a transcrigdo de alguns genes virais e celulares (Feitelson & Duan
1997, Seeger & Mason 2000). Além disso, alguns estudos realizados com animais
transgénicos relataram a associagao entre a expressao do gene X e o aparecimento
de cancer hepatico (Rapicetta et al. 2002, Robertson & Margolis 2002, Cougot et al.
2005).

1.3 Variabilidade Antigénica e Genética do HBV
1.3.1 Subtipos

A heterogeneidade do antigeno de superficie do HBV foi verificada logo apds
a sua identificacdo, no inicio da década de 70, quando Le Bouvier descreveu a
presenca de dois determinantes antigénicos mutuamente exclusivos d e V.
Posteriormente, em 1972, Bancroft et al. descreveram dois determinantes adicionais,

denominados we r.

Naquele mesmo ano, o estudo realizado por Le Bouvier, utilizando a técnica
de imunodifusdo, mostrou que o envelope glicoproteico do HBV contém um epitopo
grupo-especifico, presente em todos os subtipos, denominado de determinante
comum “a@”. Até aquele momento, entio, sabia-se que cada amostra do HBV poderia
ser classificada em quatro grupos de subtipos principais: adw, adr, ayw ou ayr (Le

Bouvier 1972).

Em 1983, Courocé-Pauty et al. realizaram um grande estudo envolvendo

5337 soros de portadores cronicos do HBV provenientes de varios paises. Esse



estudo contribuiu para a identificagdo dos nove subtipos sorolégicos do HBV,
conhecidos como adw2, adw4, ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, adrq+, adrqg- e ayr (Figura
5).

Com a realizagdo de estudos moleculares, ficou estabelecido que os
subdeterminantes sado especificados por mutagdes pontuais no gene S, nos
nucleotideos 365 e 479, resultando em substituicbes, respectivamente, nos
aminodacidos na posigao 122 (lisina para arginina), que determinam os subtipos d ou
y, € na posicao 160 (w ou r). As alteragdes no aminoacido 127 estdo associadas a
subespecificidades do subdeterminante w (w7-w4) (Quadro 1) (Magnius & Norder
1995, Kidd-Ljunggren et al. 2002, Kramvis et al. 2005). Ainda, outras mudancas em
aminodacidos nas posigdes 144, 145, 158, 159, 177 e 178 estdo relacionadas aos
demais determinantes (Okamoto et al. 1987b, Okamoto et al. 1989, Norder et al.
1992a).

Quadro 1 - Residuos de aminoacidos que especificam os determinantes do HBsAg

Posicdo Aminoacido Especificidade Posicédo 160
Lisina Arginina
Lisina d dw dr
122 Arginina y yw yr
127 Prolina wi1-w2
Treonina w3

Leucina w4




adw2
w adwd

adrg+
r adrqg-

ayw-l
ayw2
w ayw3
aywd

r ayr

[{pee )

Figura 5 - Determinante “a” e subdeterminantes d ou y e w ou r, com os
subtipos soroldgicos do HBV

A identificagcdo dos subtipos pode ser uma ferramenta util na compreensao
epidemioldgica da infecgao pelo virus da hepatite B numa determinada populagao,
podendo inclusive, em alguns casos, ajudar a estabelecer rotas e mecanismos de

transmissao (Kidd-Ljunggren et al. 2002).

1.3.2 Genétipos

Okamoto et al. (1998) sugeriram que a heterogeneidade do HBV poderia ter
uma organizagado em grupos gendmicos, uma vez que a analise da sequéncia
completa de nucleotideos de 18 amostras do virus permitiu verificar a existéncia de
quatro grupos que apresentavam uma divergéncia de mais de 8% entre eles, sendo
esses designados de gendtipos A, B C e D. Um grau de divergéncia na sequéncia
gendmica completa = 8% ou no gene S >4% ¢é utilizado para a definicdo dos
gendtipos do HBV (Okamoto et al. 1988, Norder et al. 1992a,b, 1994).

Posteriormente, Norder et al., comparando a regido S, encontraram mais dois
genotipos (E e F) (Norder et al. 1992b, 1994). No ano de 1993, no Brasil, foi

identificada uma amostra pertencente ao genétipo F, subtipo adw4, que apresentava



uma divergéncia na sequéncia gendmica de 15%, sendo considerada a maior

divergéncia relatada entre isolados do HBV em humanos (Naumann et al. 1993).

Nesses ultimos sete anos, mais dois genotipos foram descritos. Stuyver et al.
(2000) identificaram o gendtipo G, em amostras de doadores de sangue da Franga e
Estados Unidos, e Arauz-Ruiz et al. (2002) o gendtipo H, em amostras de individuos
provenientes do Nicaragua e Estados Unidos. Dessa forma, até o presente
momento, o HBV pode ser classificado em oito gendtipos principais, que sao

denominados em ordem alfabética de A-H (Figura 6).

C
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Figura 6 — Arvore filogenética com os oito genétipos do HBV (A-H)

Fonte: Kramvis et al. 2005 (modificada)

Os gendtipos e subtipos do HBV apresentam uma certa correlagdo (Quadro
2). De forma geral, isolados adw sé&o encontrados nos genétipos A, B, F, G e H,

enquanto que os do gendtipo C correspondem aos subtipos adr e ayr. Ja nos



gendtipos D e E, geralmente sdo encontrados isolados ayw (Kao 2002, Miyakawa &
Mizokami 2003).

Quadro 2 - Correlagéo dos gendtipos e subtipos do HBV

Genétipo Subtipo
adw2, ayw1
adw2, ayw1

adrq+, adrq-,ayr
ayw2, ayw3
ayw4
adw4, adw2,ayw4
adw?2
adw4

IOTMMOO >

Re-infecgao e infecgao simultdnea com diferentes gendtipos do HBV tém sido
descritas (Kramvis 2005, Schaefer 2005). A infecgdo com gendtipo G parece ser
comumente associada a infeccdo com gendtipo A (Kato et al. 2002a). Também ja
foram observadas recombinacdes entre os gendtipos A/D, B/C e A/C (Bollyky et al.
1996, Hannoun et al. 2000, Morozov et al. 2000, Owiredu et al. 2001, Jeantet et al.
2002, Sugauchi et al. 2002).

Assim como os subtipos, o estudo dos gendtipos do HBV pode ser util para
tracar rotas de transmissao desse virus. Além disso, os gendtipos podem influenciar
a progressdao da doenca hepatica, bem como a resposta a terapia antiviral em
pacientes com hepatite B (Miyakawa & Mizokami 2003, Echavarria 2005, Gunther
2006).

Subgenétipos



O termo “subgendtipo” é usado quando ha divergéncia nucleotidica de 4 a 8%
dentro de um mesmo grupamento genotipico. Para designar esses subgrupos,
muitas vezes, sdo usados sufixos (letras alfabéticas), geralmente indicando o local
de origem da amostra. Entretanto, alguns autores defendem que a utilizagdo de

numeros cardinais proporciona uma melhor identificagao (Kramvis et al. 2005).

Em 1997, Bowyer et al., ao realizarem a analise filogenética da regiao Pré-S2
e S em amostras da Africa do Sul, identificaram o subgenédtipo A1 (também
conhecido como A’ ou Aa), sendo que o sufixo “a” indica amostras oriundas da Africa
e Asia. O subgendtipo A2, A-A’ ou Ae é referente as amostras de origem européia.
Mais recentemente, Kurbanov et al. (2005) identificaram o subgendtipo A3 ou Ac
(amostras provenientes de Camardes) (Bowyer et al. 1997, Sugauchi et al. 2004a,
Kurbanov et al. 2005).

Similarmente, o gendtipo B pode ser classificado em cinco subgrupos: Bj ou
B1, Ba ou B2, B3, B4 e B5 (Sugauchi et al. 2002, 2003a, 2004b, Norder et al. 2004,
Nagasaki et al. 2006, Sakamoto et al.,2006). Em 2004, um estudo envolvendo
analise filogenética, realizado por Huy et al., classificou o genoétipo C em C1 e C2.
Além desses, ja foram descritos os subgenétipos C3, C4 e C5 (Huy et al. 2004,
Norder et al. 2004, Gunther 2006, Sakamoto et al. 2006).

Para o genotipo D, ja foram observados cinco subgenétipos (D1-D5) (Norder
et al. 2004, Banerjee et al. 2006, De Maddalena et al. 2007). Em relagdo ao gendtipo
F, inicialmente, Mbayed et al. (2001) propuseram quatro subgendtipos, que foram
previamente nomeados de clusters (I-1V). Entretanto, posteriormente, o cluster | foi
designado de subgendtipo F1, e os cluters 1l e IV compreendem o subgenotipo F2. O
cluster lll, atualmente, corresponde ao gendtipo H (Norder et al. 2004, Kato et al.
2005). Além desses, ja foram identificados os subgendtipos F3 e F4 (Devesa et al.
2004, Huy et al. 2006).

1.3.3 Mutagoes no genoma do HBV



Os termos mutantes e variantes sdo usados para descrever todos os virus

geneticamente heterogéneos, independentemente do mecanismo causal (Francois
et al. 2001). E estabelecido que os diferentes gendétipos do HBV sdo considerados
como formas estaveis do virus, os quais resultam de alteracbes selecionadas por
muitos anos, pela pressdo seletiva da populagdo. J& os mutantes surgem em
individuos sob uso de medicagdes, ou naturalmente na hepatite B crbénica, induzidos

pela pressao imune (Weber 2005).

O genoma do HBV tem alta taxa de mutagdes, presentes em todos os genes
virais e elementos regulatérios, sendo 10 vezes maior que outros virus DNA e
aproximadamente 10 vezes mais freqliiente que no genoma humano. Entretanto, as
taxas de substituicbes dos nucleotideos podem variar de acordo com o estagio da
doenca. Considerando a evolugdo natural, na infecgcao crénica, essas taxas sao de
aproximadamente 1,4 x 10° a 3,2 x 10° substituicbes/sitio/ano. Ja em
transplantados, s&o mais elevadas, podendo ocorrer até 100 vezes mais (Okamoto
et al. 1987a, Sterneck et al. 1997, Mizokami & Orito 1999, Lim et al. 2006).

Mutagdes na regiao S

Mutagdes no gene S foram primeiramente descritas ha cerca de 17 anos atras
(Carman et al. 1990). Atualmente, sdo encontradas mutagdes nas regides Pré-S1/2
e S, sendo caracterizadas pela positividade simultdnea dos marcadores HBsAg e
anti-HBs ou HBsAg negativo e anti-HBs positivo. Essas situagbes ocorrem
principalmente em portadores crénicos do HBV (Blum et al. 1997, Khouri & Santos
2004).

Muitos isolados apresentam mutagdo no gene S, reconhecida pela troca de
uma glicina por arginina no cédon 145 (G145R), sendo essa a mais frequentemente
documentada (Weber 2005, Hatzakis et al. 2006). Esse mutante torna-se estavel no
decorrer do tempo, sendo capaz de replicar-se em altos titulos por muitos anos
(Carman et al. 1990). Além disso, pode ser transmitido horizontalmente, uma vez
que persiste em leucdcitos no sangue periférico de portadores assintomaticos do
HBV (Chakravarty & Varadarajan 2000). Ainda, a mutacdo G145R em combinagao
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com insergdo no determinante “a” entre os aminoacidos 122 e 123 do HBsAg

parece estar relacionada com hepatite fulminante (Carman et al. 1995).

Ha outras mutagdes descritas para o gene S, sendo que algumas delas
alteram os aminoacidos nas posi¢coes 120, 123, 124, 126, 129, 131, 133 e 141. Na
regidao Pré-S, ha também uma substituicdo de aspartato pela alanina no residuo 144
(SD144A) (Seddigh-Tonekaboni et al. 2000).

Tais alteracbes podem resultar em reativacdo da doenga em portadores
cronicos, falha na deteccdo do HBsAg e evasao a resposta imune protetora (anti-
HBs), podendo, assim, prejudicar a terapia baseada na utilizagdo de anticorpos
especificos na supressdo da infeccdo em individuos transplantados (Carman et al.
1990, Blum 1993). Além disso, mutagbes na regido S podem ter implicagao
epidemioldgica, pois, a dificuldade de deteccao sorolégica do HBsAg facilita a
disseminagdo do HBV por transfusdo sanguinea, principalmente em locais de alta
prevaléncia e que nao adotam técnicas moleculares para triagem de doadores
(Chang 2006, Fang 2006, Lelie & Heaton 2006, Liu et al. 2006a).

Mutacgées na regidao Pré-core e Core

Assim como nas mutagdées do gene S, o surgimento de variantes da regido
Pré-core e core também esta geralmente associado a infeccdo crbnica. Casos de
mutacdes pré-core foram descritos pela primeira vez na lItalia, em que mostravam
auséncia de marcador HBeAg, embora permanecessem detectaveis o HBsAg, anti-
HBe, anti-HBc e o DNA viral (Brunetto et al. 1990).

Essas mutagdes estdo relacionadas com aumento da gravidade da doencga
hepatica cronica e hepatite B fulminante, sendo prevalentes em regides como a Asia
e Mediterraneo, onde os gendtipos B, C e D sdo predominantes. Por outro lado, sao
raras na América do Norte e Europa, onde o gendtipo A € comumente encontrado
(Rodriguez-Frias et al. 1995, Lindh 1997, Dai et al. 2001, Hadziyannis &
Vassilopoulos 2001, Shiraki et al. 2002, Hatzakis et al. 2006).



As mutagbées que produzem um codon de parada na regido Pré-core sao
geralmente pontuais, havendo a substituicdo de um unico nucleotideo (nt). Algumas
delas tem sido descritas no nt 1762 (A—T), 1764 (G—A), 1835 (A—C), 1896 (G—A)
e 1899 (G—A), sendo responsaveis pela redugéo da expressao do HBeAg. Dessas,
a mutacao no cédon 28 (G1896 — A) € a mais comum, resultando na interrupg¢ao da
sintese do HBeAg. Contudo, o impacto dessa mutagdo na histéria natural da
hepatite B e o seu papel na patogénese da doenga hepatica permanece
desconhecido. Mutagcbes nas posi¢cdes 1817, 1874 e 1897 também causam
alteracdes na sintese do HBeAg, bem como aquelas nos nucleotideos 1814, 1815 e
1816 (Brunetto et al. 1989, Carman et al. 1989, Protzer et al. 1996, Dai et al. 2001,
Dumps et al. 2001, Hadziyannis & Vassilopoulos 2001, Locarnini et al. 2003).

A mutacdo resultante da alteragdo da guanina (G) na posicao 1896 por
adenina (A) confere um aumento na estabilidade da estrutura secundaria do sinal de
encapsidagcdo, sendo a mesma observada nos genodtipos que possuem o
nucleotideo T na posi¢ao 1858 (B, D, E e em alguns isolados dos gendtipos C e F)
(Bonino & Brunetto 2003, Yoo et al. 2003). Apesar dessa mutagao estar associada
ao aumento da gravidade da doenga hepatica, tendo em vista sua deteccdo em
pacientes com doenca hepatica ativa ou hepatite fulminante, foi detectada também

em portadores assintomaticos HBeAg negativos (Yoo et al. 2003).

A ocorréncia de positividade concomitante para HBsAg, anti-HBe e HBV DNA
podem ser especialmente associadas a mutagao dupla (1762 A—T e 1764 G—A)
que afeta o promotor basal do core (BCP). Essa mutagao foi primeiramente descrita
em pacientes japoneses (Okamoto et al. 1994, Sato et al. 1995), sendo encontrada
mais frequentemente nos gendtipos A e H (que apresentam citosina no nt 1858) e
também nos subgendtipos Ba e Bj (Chan et al. 1999, Sugauchi et al. 2003a). Além
disso, estdo relacionadas a cirrose hepatica, hepatocarcinoma e reativagdo da
replicagdo do HBV (Takahashi et al. 1995, Baumert et al. 1996, Gerner et al. 1999,
Tong et al. 2005).

Mutagobes na regiao X



Alguns mutantes do HBV apresentam delegbes na regido X, sendo
geralmente associados a diminuicdo da expressao do HBsAg, o que dificulta a
deteccdo desse marcador por testes sorologicos e até mesmo por técnicas
moleculares, se direcionadas a regido deletada. Esses mutantes foram inicialmente
encontrados em casos de hepatite pds-transfusional em criancas talassémicas
politransfundidas (Feitelson et al. 1994), pacientes em hemodialise nos Estados
Unidos (Feitelson et al. 1995) e no Japao (Uchida et al. 1994). Ainda no Japé&o,
Fukuda et al. (1996) e Moriyama et al. (1997) encontraram dele¢cdes em
nucleotideos na regido X, nas posigbes (1763-1770) e (1753-1772),

respectivamente.

Mutagbes na regidao P

Os estudos de mutagdes envolvendo a regiao da polimerase, basicamente
estdo relacionados ao tratamento da hepatite B. O uso prolongado de antivirais,
principalmente a lamivudina (3TC ou 2’-3’-dideoxi-3’-tiacitidina), esta freqientemente
associado ao desenvolvimento de mutagdes, causando resisténcia a esse antiviral.
Como referido, essas mutagcdes estdo relacionadas a alteragbes na transcriptase
reversa, na sequéncia YMDD (tirosina-metionina-aspartato-aspartato) (Craxi et al.
2006).

1.4 Replicagao do Virus da Hepatite B

Apesar de ser bem estabelecido que os hepatocitos sdo o sitio primario da
replicacao do HBV, ainda nao estdo bem esclarecidos os mecanismos dos eventos
iniciais desse ciclo replicativo, como a adsorcdo, penetragdo, desnudamento e
liberacdo do genoma viral dentro do nucleo da célula (Seeger & Mason 2000,
Ganem & Schneider 2001, Locarnini & Omata 2006). Entretanto, ha algumas
evidéncias que indicam a participagao das proteinas L, M e S na ligacéo da particula

viral aos receptores celulares (Neurath et al. 1986, Pontisso et al. 1989).

ApoOs a adsorgcao, o virus perde seu envelope e o0 core € transportado ao
nucleo celular, onde o HBV DNA é liberado e se converte, por acdo da DNA

polimerase viral, a uma forma circular covalentemente fechada (cccDNA — covalently



closed circular). A RNA polimerase Il celular transcreve o genoma do HBV a partir do
cccDNA em RNAs pré-genémico e subgendmico, sendo que todos eles sao
capeados na extremidade 5 e compartiham o mesmo sinal de poliadenilagcao
(AATAAA) na extremidade 3’ (Seeger & Mason 2000, Gongales 2002, Ganem &
Prince 2004, Locarnini 2004, Locarnini & Omata 2006).

Em seguida, as moléculas de RNAm viral s&do transportadas para o
citoplasma e traduzidas em proteinas do core, polimerase e X. Logo apos essa
traducdo, o RNA pré-gendmico é encapsidado dentro das particulas do core
(HBcAg), juntamente com a polimerase viral. Essa encapsidacdo parece ser
resultado da interacdo da polimerase, proteinas do capsideo e de um sinal de
encapsidacdo (g), localizado na extremidade 5 do RNA pré-genémico
(Bartenschlager & Schaller 1992, Ganem 1996, Seeger & Mason 2000, Ganem &
Schneider 2001, Ganem & Prince 2004, Locarnini 2004, , Locarnini & Omata 2006).

No interior do nucleocapsideo, ha a transcrigao reversa do RNA pré-genémico
em DNA, com a sintese da fita de DNA de polaridade negativa, e posteriormente, ha
formacéo da fita de polaridade positiva, que permanece incompleta. A partir dai, o
nucleocapsideo adquire o envelope lipoprotéico no reticulo endoplasmatico ou
complexo de golgi e, finalmente, a particula viral completa é liberada da célula
hepatica. Curiosamente, algumas moléculas de DNA, voltam ao nucleo,
possibilitando uma espécie de reservatdrio intranuclear, podendo ser convertidas em
cccDNA (Gerelsalkhan et al. 1996, Seeger & Mason 2000, Ganem & Prince 2004). O
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Figura 7 — Representacédo esquematica do ciclo replicativo HBV

Fonte: (http://www.infekt.ch/updown/images/hbv_cycl.gif)

1.5 Aspectos Clinicos e Tratamento da Hepatite B

A hepatite B pode se manifestar como uma doenga aguda autolimitada ou em
formas graves, como a hepatite fulminante. A evolugdo da hepatite B aguda inclui
quatro fases: periodo de incubacdo, prodrdbmica (pré-ictérica), ictérica e de
convalescéncia (Focaccia 2002). O periodo de incubacdo € de 45 a 180 dias,
dependendo de fatores como idade do paciente, modo de transmissao, porta de
entrada e resposta imune do hospedeiro (Befeler & Di Bisceglie 2000, Juszczyk
2000).

Logo apds o periodo de incubagéo, ocorre a fase prodrébmica, na qual o
individuo apresenta sinais e sintomas inespecificos, incluindo mal-estar, febre baixa,
anorexia, mialgia, nausea, vomito e dor abdominal. Em seguida, além desses, pode
surgir a ictericia (fase sintomatica), que € uma importante manifestagao clinica das
hepatites virais, sendo resultado do aumento dos niveis de bilirrubina no sangue,
causando uma coloragdo escurecida da urina (coluria), descoloracdo das fezes
(acolia fecal) e uma coloracdo amarelada das mucosas da conjuntiva, esclerétida e
pele. A fase ictérica dura cerca de trés a quatro semanas. Entretanto, a infecgao
aguda pelo HBV, geralmente, é assintomatica em criangas, estando a ictericia
presente em apenas 5-15% delas com 1-5 anos de idade. Ja em adultos, esta
presente em 30 a 50% dos casos. Por ultimo, o periodo de convalescenga é
marcado pela eliminagéo viral e melhora da sintomatologia clinica, com duragéo de
20 a 30 dias (Befeler & Di Bisceglie 2000, Gongales 2002).



Na progressao para o estado de portador crénico do HBV, o organismo do
individuo n&o consegue eliminar o virus e 0 HBsAg permanece detectavel por mais
de 6 meses. O risco de evolugado para a cronicidade varia conforme a idade. Dessa
forma, quando a infecgcado € adquirida no periodo neonatal, cerca de 90% dos casos
evoluem para a cronicidade. Em criancas com idade de 1 a 5 anos, esse indice é de
25% a 50%, e em adultos de 6% a 10% (Mahoney 1999, Befeler & Di Bisceglie
2000). A hepatite B crénica pode ainda resultar em cirrose hepatica, sendo essa
considerada a causa mais comum de carcinoma hepatocelular no mundo (Liaw et al.
2004).

O impacto dos gendtipos do HBV no curso natural da infecgdo e na resposta
ao tratamento tem sido estudado nos ultimos anos. A infec¢do pelo gendtipo A esta
associada a indices maiores de remissdo espontinea e desenvolvimento de formas
mais leves da doenca (Sanchez-Tapias et al. 2002, Thakur et al. 2002). Os
infectados com o gendtipo C podem desenvolver doenga hepatica mais grave e com
maior frequéncia do que aqueles com gendtipo B ou D. Alguns estudos
demonstraram a associagcado entre o gendétipo C e carcinoma hepatocelular (Kao et
al. 2000, Orito et al. 2001, Chan et al. 2003, Nakayoshi et al. 2003, Duong et al.
2004, Yu et al. 2005). Além disso, um estudo realizado com pacientes infectados
com gendtipo F na Espanha, sugere que esse gendtipo pode ser associado a maior

freqUéncia de faléncia hepatica e morte (Sanchéz-Tapias et al. 2002).

Em relag&o aos subgendtipos, diferencgas clinicas e virologicas entre Aa e Ae
foram relatadas. A infecgdo pelo Aa estd associada a auséncia do antigeno e
(HBeAg) e niveis baixos do HBV DNA no soro. Esse perfil tem sido associado a alta
incidéncia de hepatocarcinoma induzido pela infecgao pelo virus da hepatite B na
Africa, onde o gendtipo A, subgendtipo Aa é predominante (Kramvis et al. 1997,
1998, Kew et al. 2005).

Diferencas na resposta a terapia antiviral e na prevaléncia do HBeAg em
portadores crénicos do HBV infectados com Bj e Ba ja foram relatadas (Akuta et al.
2003, Sugauchi et al. 2003a). Entretanto, ndo foram verificadas diferencas
virolégicas importantes entre esses dois subgendtipos, e o fato de ser portador de

Ba ou Bj parece nao afetar a gravidade da doenca (Kobayashi et al. 2005).



O ideal na terapéutica da hepatite B seria a eliminagdo do virus do
organismo. Contudo, com a complexidade dessa infeccdo (como a persisténcia do
cccDNA) e limitagbes da terapia existente, o alvo do tratamento € a supresséo da
replicacgao viral, visando a remissdo da doencga hepatica, normalizacdo dos niveis de
ALT e consequentemente a redugcdo do risco de desenvolvimento de cirrose e
carcinoma hepatocelular (Alberti et al. 2002, Conjeevaran & Lok 2003, Lai et al.
2003b, Pawlotsky 2006, Zoulim 2006).

Nao ha necessidade do uso de antivirais na hepatite B aguda. E em casos de
hepatite fulminante, a conduta recomendavel é o transplante hepatico (De Franchis
et al. 2003). Sendo assim, o tratamento € indicado em casos em que os niveis de
ALT permanecem altos, na persisténcia do HBsAg ou HBV DNA por mais de seis
meses, ou, ainda, quando a bidpsia hepatica sugere hepatite B crénica (Hoofnagle &
Di Bisceglie 1997, Pawlotsky 2003, Sanchez-Quijano 2006).

Os principais agentes antivirais aprovados, ou em desenvolvimento,
pertencem a duas categorias, dependendo do mecanismo de ag¢ao, os moduladores
do sistema imune, como interferon alfa (INFa), e os inibidores da polimerase, que
sdo analogos de nucleosideos, como por exemplo a lamivudina e o adefovir dipivoxil
(Zoulim 2006). Atualmente, existem cinco farmacos aprovados pelo FDA (Food and
Drug Administrtion) para o tratamento da infecc&o cronica para o HBV: interferon
alfa-2b (aprovado em 1992), lamivudina (1998), adefovir dipivoxil (2002),
peginterferon alfa-2a (2005) e entecavir (2005) (Krastev 2006, Sanchez-Quijano
2006, Zoulim 2006). Ainda, novos farmacos em fase de licenciamento ou em teste,
vém sendo estudados, como clevudina e telbivudina. Além disso, a emtricitabina
(FTC) e o tenofovir ttm mostrado atividade antiviral em infeccéo pelo HIV e HBV
(Craxi 2006, Krastev 2006).

No Brasil, o Ministério da Saude oferece gratuitamente o interferon alfa e
lamivudina, para o tratamento da infec¢ao crénica pelo HBV. A taxa de resposta ao
INFa € baixa e esta associada ao aparecimento de eventos adversos importantes
(resfriados, perda de peso, alopecia, trombocitopenia, leucopenia, alteracoes

tireoidianas e neuropsiquiatricas, dentre outros). Além disso, a inje¢cado subcutanea é



a unica via de administracdo dessa medicacdo. Essas caracteristicas podem ser
agravantes e interferir nos indices de adesdo dos pacientes ao tratamento (Brasil
2005).

A lamivudina tem a vantagem da administragdo por via oral e possui um
mecanismo de agdo que visa inibir a replicacdo viral, através do bloqueio da
atividade da polimerase/transcriptase reversa, resultando em diminuig&o significativa
nos niveis séricos do DNA viral (Clarke & Bloor 2002, Conjeevaran & Lok 2003,
Zoulim 2006). O uso adequado da lamivudina reflete em decréscimo dos niveis da
carga viral, manutencao de baixos niveis de HBeAg, com ou sem a detecg¢ao do anti-
HBe, normalizacdo dos niveis de ALT e uma melhora hepatica com comprovacgao
histologica (Clarke & Bloor 2002, Conjeevaran & Lok 2003, Zoulim 2006). Entretanto,
o0 inconveniente do uso prolongado da lamivudina é o desenvolvimento de
resisténcia, que ocorre em cerca de 70% dos pacientes quando utilizada por um
tempo superior a quatro anos (Conjeevaram & Lok 2003, Lai et al. 2003a, Lok et al.
2003).

O adefovir dipivoxil tem mostrado ser efetivo no tratamento de individuos que
apresentam essa resisténcia. O seu uso em associagao a lamivudina demonstrou
uma adequada supressdao de mutantes do HBV resistentes a lamivudina
(Conjeevaram & Lok 2003, Craxi et al. 2006, Krastev 2006).

Diferengcas entre os gendtipos podem influenciar no tratamento antiviral.
Pacientes infectados com gendtipo C ou D apresentam uma menor resposta ao
interferon do que aqueles infectados com gendtipos A ou B (Kao et al. 2002,
Janssen et al. 2005). Isso é devido a ocorréncia de mais mutagdes na regidao do
promotor basal do core dos gendtipos C e D, em relagdo aos gendtipos A e B.
Estudos sobre interferéncia dos gendétipos na resposta a lamivudina ainda sé&o raros.
Contudo, Zollner et al. (2001 e 2004) mostraram que ha um maior risco de
desenvolvimento de resisténcia a lamivudina no gendtipo A, se comparado ao

gendtipo D.

1. 6 Diagnéstico Laboratorial da Infecgao pelo HBV



O diagndstico dessa infeccdo deve englobar achados bioquimicos (niveis de
alanina aminotransferase-ALT e de aspartato aminotransferase — AST), assim como
a detecgdo dos marcadores soroldgicos especificos, que incluem a pesquisa de
antigenos (HBsAg e HBeAg), dos seus respectivos anticorpos (anti-HBs e anti-HBe)
e do anti-HBc (IgM e Total) (Hollinger 1996b). Os antigenos e anticorpos podem ser
detectados empregando-se ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou radioimunoensaio
(RIE) (Hollinger 1996b, Mahoney 1999, Badur & Akgun 2001).

O HBsAg € o primeiro marcador sorolégico encontrado no soro de pacientes
infectados pelo HBV (Figura 8), podendo ser detectado antes mesmo do
aparecimento de sintomas, como a ictericia. Surge, geralmente, até a sexta semana
apos a exposicao ao virus. Na recuperagao da infecgdo, ha um declinio nos titulos
desse antigeno dentro de um periodo de quatro a seis semanas, e a partir dai ocorre
o surgimento de anticorpos especificos (anti-HBs), sendo esse ultimo, indicador de

recuperacéo clinica e imunidade ao HBV (Ferreira 2000, Badur & Akgun 2001).

O HBcAg induz a formacéao de anticorpos anti-HBc IgM, que surgem por volta
da sexta semana, desaparecendo até o sexto més de infecgdo. Esses anticorpos
sdo considerados como marcador de infecgdo aguda. Posteriormente, o marcador
anti-HBc total pode permanecer detectavel por toda a vida, sendo considerado
marcador de exposi¢cao ao HBV (Badur & Akgun 2001).

O HBeAg é outro antigeno importante que surge na fase aguda, persistindo
por um tempo de trés a seis semanas, desaparecendo apos a resolug¢ao da infecgao.
Por outro lado, pode permanecer por varios meses ou anos, durante a infeccao
cronica e esta associado a elevada replicagao viral nos hepatdcitos e infecciosidade.
Em resposta ao HBeAg, surgem anticorpos anti-HBe, que estdo associados a
diminuigdo ou auséncia de replicacao viral. O aparecimento desses anticorpos ainda
na infecgdo aguda pode indicar uma possivel resolugdo espontanea da infecgao
(Hollinger 1996b, Ferreira 2000, Badur & Akgun 2001).

A infecgao crbnica pelo virus da hepatite B € definida pela persisténcia do

HBsAg por um periodo maior ou igual a seis meses, podendo ainda ser detectados



os marcadores anti-HBc total, HBeAg ou anti-HBe no soro (Hollinger 1996b, Befeler
& Di Bisceglie 2000) (Figura 9).

Mais recentemente, a hepatite B tem sido diagnosticada pela detec¢ao do
DNA viral empregando-se técnicas moleculares, como a reagao da polimerase em
cadeia (PCR) (Hollinger 1996b, Ferreira 2000, Badur & Akgun 2001). O HBV DNA
pode ser encontrado no soro de individuos com infecgao aguda ou crénica, sendo
associado a replicagdo do virus. O seu desaparecimento na fase aguda indica
resolucao espontanea da infec¢do. Ja na infecgao cronica, os niveis de DNA no soro
estdo relacionados a dindmica de seu curso com as seguintes fases:
imunotolerancia (altos niveis de replicagao viral), imunoliberagdo (baixos niveis de
HBV DNA) e “laténcia clinica” (niveis muito baixos ou indetectaveis de DNA) (De
Franchis et al. 2003, Pawlotsky 2003). A analise quantitativa do HBV DNA (carga
viral) tem sido utilizada no monitoramento da resposta a terapia antiviral (Hollinger
1996b, Mahoney 1999, Lok 2000).
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Figura 8 — Perfil sorolégico da hepatite B aguda
Fonte: CDC - www.cdc.gov/hcidod/diseases/hepatitis/slideset (modificado)
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Figura 9 — Perfil sorolégico da hepatite B cronica

Fonte: CDC - www.cdc.gov/hcidod/diseases/hepatitis/slideset (modificado)

A hepatite B oculta, também conhecida como infeccdo “silenciosa” ou
‘latente”, & definida pela presenga do HBV DNA no soro e/ou no figado, com
concomitante auséncia do marcador HBsAg. Geralmente, o HBV é encontrado no
soro numa concentragdo menor que 10*10%cépias/ml, sendo significantemente
inferior que naqueles individuos que sdo HBsAg positivos (Hu 2002, Kao 2002,
Chemin & Trepo 2005, Hou et al. 2005, Prati et al. 2006). Sendo assim, o HBV DNA
pode ser detectado em pacientes HBsAg negativos com anti-HBs detectavel,
naqueles que sao anti-HBc isolados, assim como na auséncia de todos os
marcadores sorologicos (Nalpas et al. 1985, Tanaka et al. 1990, Fukuda et al. 1999,
Chemin et al. 2001).

Na determinagcdo dos gendtipos do HBV, diferentes metodologias séao
utilizadas como o sequenciamento do genoma completo ou da regido pré-S/S, que é
considerado o método padrdo, porém o seu emprego, principalmente em larga
escala, tem sido dificultado pela sua complexidade e também por ser considerado

mais dispendioso (Naito et al.2001, Zeng et al. 2004). Assim, outros métodos tém



sido mais utilizados, como a PCR com primers gendtipo-especificos (Repp et al.
1993, Kato et al. 2001, Naito et al. 2001), ou PCR com posterior analise do
polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrigdo (RFLP) (Lindh et al.
1998, Mizokami et al. 1999, De Castro et al. 2000, Araujo et al. 2004, Zeng et al.
2004). Esses sao métodos de execugao mais simples, entretanto, estdo sujeitos a
dificuldade de interpretacdo, em especial, quando ha infeccdo com mais de um
genotipo (Kato et al. 2002b). A genotipagem pode ainda ser realizada por
hibridizagao reversa dos produtos da PCR (LiPA-Line Probe Assay), que parece ter
melhor sensibilidade na dectecgéo de infecgées mistas (Osiowy & Giles 2003), PCR
em tempo real (pela analise da curva de anelamento) (Yeh et al.2004, Liu et al.
2006b, Wang et al.2007), pela utilizacdo de “chips” com oligonucleotideos (Vernet &
Tran 2005, Song et al. 2006, Wang et al.2007,Tang et al. 2007) e por ELISA com

anticorpos monoclonais (Usuda 1999, Usuda 2000).

1.7 Epidemiologia da Infecgcao pelo HBV

1.7.1 Transmissao do HBV

As principais formas de transmissdo do virus da hepatite B sdo as vias
parenteral/percutanea, sexual, vertical (mae-filho) e horizontal (intrafamiliar). O HBV
€ encontrado em diversos fluidos corpéreos de individuos infectados, mas apenas o
sangue, sémem e saliva tém demonstrado ser infeciosos (Alter 2003). A presenca do
HBsAg ja foi verificada na saliva, sémem, leite materno, urina, secrecdes
pancreaticas, biliares e vaginal, lagrima, liquidos menstrual, pleural e nasofaringeano
(Boxall et al. 1974, Heathcote et al. 1974, Villarejos et al. 1974, Irwin et al. 1975,
Hoefs et al. 1980, Davison et al. 1987, Hollinger 1996b, Befeler & Di Bisceglie 2000,
Knutsson & Kidd-Ljunggren 2000, Maddrey 2000). Um estudo recente, realizado por
Kidd-Ljunggren et al. (2006), mostrou a presenca de altos titulos do HBV DNA na
saliva e no fluido nasofaringeano e, de titulos mais baixos, nas lagrimas de
individuos cronicamente infectados. Ainda nao ha evidéncias de deteccdo do HBV
nas fezes, e segundo Grabow et al.(1975), isso provavelmente se deve a inativagao
da particula viral na mucosa, ou por agao da microbiota intestinal. Ainda, de acordo

com Bond et al. (1981), o HBV permanece estavel por mais de sete dias em



superficie de ambientes, podendo levar a disseminacdo do virus por contato com

objetos inanimados.

A transmissdo desse agente pode ocorrer pela exposigdo perinatal, por
relagbes sexuais, transplante de 6rgaos e tecidos, bem como através da exposigao
ao sangue ou derivados e fluidos corpdreos, seja em transfusbes sanguineas,
procedimentos médico invasivos, acidentes ocupacionais, pelo compartilhamento de
seringas e agulhas pelos usuarios de drogas injetaveis e ainda na realizagdo de

acupuntura e tatuagem de forma inadequada (Alter 2003).

Em regides de alta prevaléncia, a transmissdo do HBV acontece
principalmente na infancia, podendo ocorrer no periodo perinatal, pela exposicdo do
recém-nascido ao sangue ou liquido aminiético, durante a passagem pelo canal
vaginal (Lavanchy 2004). Ainda, pode ocorrer pela via horizontal, pelo contato
continuo com familiares portadores do virus, nos primeiros anos de vida,
principalmente em ambientes densamente habitados, com condicdes
socioeconOmicas e de higiene precarias (Krugmam & Giles 1970, Margolis et al.
1991, Zampino et al. 2002, Doganci et al. 2005, Chang et al. 2007). Apesar do modo
preciso e da dindmica da transmissao horizontal do virus da hepatite B ndo estarem
totalmente esclarecidos, sugere-se que este agente pode ser transmitido por contato
direto ou indireto entre os membros de um ambiente domiciliar, envolvendo lesdes
em mucosas ou no tecido percutaneo (Bernier et al. 1982, Chakravarty et al. 2005).
Além disso, fatores como o compartilhamento de objetos de higiene pessoal, copos,
talheres, balas e doces, tamanho da familia, presenca de mais de um portador do
HBsAg no ambiente domiciliar, status de replicagdo do portador e origem étnica tém
sido considerados importantes nesta forma de disseminagdo da hepatite B
(Szmuness et al. 1975, Kim et al. 1993, Martinson et al. 1998, Zhevachevsky et al.
2000, Doganci et al. 2005).

Os indices de transmissdo do HBV de maes infectadas aos neonatos sao
dependentes do status dos marcadores HBsAg e HBeAg nas gestantes. Dessa
forma, em mulheres HBsAg +/HBeAg +, a transmissao ocorre em 70-90%. J4 em
mulheres HBsAg+/HBeAg -, esse indice varia de 5 a 20%. A transmissao vertical

pode ocorrer principalmente no ultimo trimestre de gestagdo em caso de uma



infeccdo aguda pelo HBV nesse periodo. Porém, esse percentual € menor, caso a
mae seja portadora crbnica, ou se infecte nos primeiros meses da gestacao
(Hollinger 1996b, Chakravarty et al. 2005, Hou et al. 2005).

Em regides de baixa prevaléncia, a infecgao pelo HBV ocorre principalmente
em individuos na fase adulta, muitas vezes influenciada por fatores ambientais e
comportamentais, como o uso de drogas injetaveis, relagdes sexuais com multiplos
parceiros (homossexuais e heterossexuais) e realizagdo de procedimentos invasivos
sejam eles para fins terapéuticos ou nao (cirurgias, transfusdes sanguineas, uso de
piercing, tatuagem, acupuntura, dentre outros) (Hollinger 1996b, Regan et al. 2000,
Alter 2003).

1.7.2 Prevaléncia da infecg¢ao pelo HBV

A hepatite B € uma das doencgas infecciosas mais frequentes no mundo.
Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), dois bilhdes de
pessoas foram infectadas pelo HBV e cerca de 400 milhdes encontram-se
cronicamente infectadas. A cada ano, cerca de 430.000 casos de cancer hepatico
sdo causados por hepatites virais, sendo que quase 60% desses estdo associados a
infeccédo pelo HBV. Além disso, estima-se que mais de um milhdo de pessoas
morrem ao ano, por complicagdes hepaticas devido a infecgcdo por esse virus
(Maddrey 2000, Kao & Chen 2002, Alter 2003, Lai et al. 2003b, Lavanchy 2004).

A prevaléncia global da infecgdo cronica pelo HBV varia bastante nas
diferentes regides geograficas, assim como em diferentes subgrupos populacionais.
Considerando-se a prevaléncia para o HBsAg, observa-se trés categorias de
endemicidade (alta, intermediaria e baixa) (Figura 10). Em areas de alta
endemicidade, a prevaléncia é superior ou igual a 8%. indices de 2 a 7% definem as
areas de endemicidade intermedidria e, em areas de baixa endemicidade, a

prevaléncia para o HBsAg € menor que 2% (Lavanchy 2004, WHO 2004).

Dessa forma, regides como Africa sub-Sahariana, sudeste asiatico, Alasca,
Bacia Amazobnica, parte da China, do Oriente Médio e llhas do Pacifico sao

consideradas de alta endemicidade. Nesses locais, o risco do individuo adquirir a



infeccdo durante a vida é superior a 60% e ocorrem principalmente no periodo
perinatal ou na infancia, apresentando, portanto, maiores chances de evolugao para
a cronicidade. Estima-se que aproximadamente 3/4 dos pacientes com infec¢ao

cronica em todo o mundo vivem nesses locais (André 2000, Lai et al. 2003b).

A endemicidade intermediaria € observada no leste e sul europeu, Oriente
Médio, parte central da Asia, Jap3o, Israel, norte da Africa, Russia, Tailandia, Coréia
e em parte das Américas do Sul e Central. Nesses locais, a possibilidade de um
individuo adquirir infecgao pelo HBV durante a vida varia de 20 a 60%, podendo
ocorrer nas diversas faixas etarias. As vias de transmissado sao semelhantes aquelas
das regides de alta endemicidade, sendo a via perinatal menos frequente (Mahoney
1999, André 2000).

Baixa endemicidade é verificada, principalmente, em areas desenvolvidas, em
que a chance de um individuo adquirir infeccdo pelo HBV durante a vida é menor
que 20%. Nestes locais, a transmissédo envolve principalmente populagdes de alto
risco (usuarios de drogas injetaveis, homossexuais, pacientes em hemodialise,
heterossexuais com multiplos parceiros sexuais, contactantes de pacientes
cronicamente infectados, dentre outros). Encontram-se nesse perfil de
endemicidade, regides como a América do Norte, parte da América do Sul, Europa
Ocidental e Australia (Mast et al. 1999, Margolis et al. 1991, André 2000, Tanaka
2000, Alter 2003).

Em relagdo a América do Sul, a prevaléncia para o HBsAg € mais alta na
Bacia Amazoénica e regides adjacentes (Coldmbia, Peru e Venezuela). A prevaléncia
diminui a medida em que se aumenta a distancia desses locais, sendo baixa no
Chile, Uruguai, Paraguai e Argentina (Custer et al. 2004). Embora, o Brasil seja
considerado como de endemicidade intermediaria, € possivel observar variagdo na
prevaléncia para o HBsAg entre as regides e dentro das mesmas (Souto 1999,
Tanaka 2000, Chavez et al. 2003).

Na Regido Centro-Oeste, Martelli et al.(1999) verificaram em doadores de
sangue um indice de positividade para o marcador anti-HBc de 10,7%. Os estudos

realizados em Goiania-Goias, em diferentes grupos populacionais, mostraram uma



variacao na prevaléncia global de 5,9% a 63,4% e uma prevaléncia para o HBsAg
variando de 0 a 14,5%. Esses estudos estdo listados no Quadro 3. Ferreira et al.
(2006b), ao estudarem todos os pacientes em hemodialise no Estado de Goias
(n=1095), encontraram uma prevaléncia global de 29,8% para o HBV e de 2,4% para
o0 HBsAg.

Quadro 3 - Estudos sobre a prevaléncia da infecgdo pelo virus da hepatite B

realizados em Goiania -Goias.

Prevaléncia
Referéncia Populagao N HBsAg (%) Global (%)
Cardoso et al. 1990 Feminina 475 - 6,1
Martelli et al. 1990 Prisioneiros 201 - 26,4
Martelli et al. 1990 Primodoadores 1033 - 12,8
Rosa et al. 1992 Pacientes com hanseniase em 83 4.8 16,9
tratamento ambulatorial
Rosa et al. 1992 Pacientes com hanseniase 171 8,8 50,5
institucionalizados
Azevedo et al. 1994 Profissionais da area da saude 625 2,3 23,4




Porto et al. 1994
Cardoso et al. 1996
Borges et al. 1997

Teles et al. 1998

Bastos 2000

Lopes et al. 2001

Silva et al. 2002

Teles et al. 2002

Carneiro & Daher 2003

Costa 2004

Souza et al. 2004b

Tavares et al. 2004

Silva et al. 2005b

Ferreira et al. 2006b

Oliveira et al. 2006

Meninos de/na rua
Gestantes
Pacientes em dialise

Pacientes em hemodialise

Pacientes com doencgas
falciformes

Profissionais de hemodialise

Individuos com suspeita clinica
de hepatite

Pacientes em hemodialise
Anestesiologistas
Idosos residentes em asilos

Portadores de doenga mental

Hemofilicos

Profissionais de laboratoério

Pacientes em hemodialise

Adolescentes

496

1459

175

282

63

152

1396

90

195

433

102

648

664

0,5
13,7

12

0,7

14,5

5,8

0,5
1,6
1,1
0,7
2,4

0,6

13,5
7,5
63,4
56,7
12,7
24,3

50,7

8,9
32,3

22,4
43,7

241

5,9

Prevaléncia (HBsAg)

-28%

2%

Fta

2% - 7% Intermedigria {5

Baixa

.




Figura 10 — Distribuicdo geografica mundial da hepatite B crénica
Fonte: http://www.oeaz.at/zeitung/3aktuell/2005/08/bilder/8-oeaz-hepatitis-b-karte.jpg
(modificado)

Apesar do inicio dos estudos sobre infeccdo oculta pelo HBV ser
relativamente recente, houve um aumento consideravel no numero de publicacdes
sobre esse assunto, nos ultimos anos. A infeccao oculta ndo esta restrita as areas
de alta endemicidade e tem sido verificada em diferentes grupos populacionais. A
taxa de prevaléncia desse tipo de infeccdo em individuos com doenca hepatica
criptogénica varia de 20 a 30% na Europa. Ja em portadores da hepatite C, varia de

20% na Franga a cerca de 80% no Japao (Chemin & Trepo 2005).

Em populagbes com alto risco para adquirir infeccdo pelo HBV por via
parenteral, indices elevados de 45% em usuarios de drogas de Baltimore
(Torbenson et al. 2004) e 51 % em hemofilicos do Japao foram encontrados (Toyoda
et al. 2004). Estudos realizados com hemodialisados na ltalia, Canada, Grécia e
Turquia encontraram prevaléncias com variagao de 0% a 36,4% (Besisik et al. 2003,
Minuk et al. 2004, Fabrizi et al. 2005, Goral et al. 2006, Kanbay et al. 2006, Siagris et
al. 2006).

Em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a
prevaléncia da infeccdo oculta varia de 0 a 89%, conforme estudos realizados no
Brasil (5% e 16%)(Gongales et al. 2003, Santos et al. 2003), Franca (0,6%, 35% e
37%) (Neau et al. 2005, Piroth et al. 2000, Wagner et al. 2004), Espanha (0%)
(Nunez et al. 2002), Italia e México (20%) (Filippini et al. 2006, Torres-Baranda et al.
2006), Africa do Sul (22%) (Mphahlele et al. 2006), Paises Baixos (4%) (Pogany et
al. 2005) e Suica (89%) (Hofer et al. 1998).

Ja em doadores de sangue, a prevaléncia para infec¢gdo oculta varia de 0 a
7,7% de acordo com estudos realizados na Alemanha (Henning et al. 2002, Jilg et
al. 2001), Estados Unidos (Kleinman et al. 2003) e Venezuela (Gutiérrez et al. 1999).
No Brasil, investigagdes realizadas com esse grupo mostraram prevaléncia de 2,7%
em Recife (Arraes et al. 2003), 3,3% no Rio Grande do Sul (Silva et al. 2005a) e
indices variando de 0 a 4% em Sao Paulo (Almeida Neto et al. 2001 e Gongales Jr.
et al. 2003).
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Entretanto, ha autores que advertem que a determinacido de prevaléncia da
infeccao oculta pelo HBV ainda necessita ser realizada com cautela, pois, a mesma
pode sofrer influéncia do método utilizado na investigagéo. E importante ressaltar
que os testes laboratoriais diferem quanto a sensibilidade e especificidade. Além
disso, ainda sdo poucos os estudos que retratam a infecgdo oculta em individuos
aparentemente saudaveis, como por exemplo doadores de sangue e populagdo em
geral, principalmente em paises subdesenvolvidos onde esse tipo de infec¢ao

parece ser mais frequente (Allain 2004, Chemin & Trepo 2005).

1.7.3 Distribuicao dos Subtipos e Gendtipos

Em relagdo a distribuicdo mundial, o subtipo ayw1 & mais encontrado no
Vietna, ayw2 (Mediterraneo, Africa central e Grécia), ayw3 (india, Antilhas, Américas
do Norte e Sul), ayw4 (Africa Ocidental), ayr (Vietna), adrq (Polinésia Francesa),
adrg+ (Sul e Leste Asiatico), adw2 (centro e norte Europeu, leste da Africa do Sul) e
adw4 (Polinésia Francesa, Arquipélago de Marquesa e Argentina)

(Couroucé-Pauty et al.1983, Norder et al. 2004).

No ano de 1987, Gaspar & Yoshida publicaram um estudo, em que mostrava
que os subtipos ayw2, ayw3, ayw4, adw2 e adw4 circulavam no Brasil, com a
predominancia do adw4 e adw2 na Regido Norte, adw2 no Nordeste, ayw3 e ayw2
no Sul, adw2 e ayw3 no Sudeste e adw2 na Regido Centro-Oeste. Em 2001, todos
esses subtipos foram encontrados em garimpeiros no Estado de Mato Grosso (com
excecao do ayw4) (Souto et al. 2001a). Em afro-descendentes de comunidades
isoladas de Mato Grosso do Sul, o subtipo adw2 foi predominante, seguido por ayw2
(Motta-Castro et al. 2003).

Em Goiania-GO, Silva et al. (2002), ao subtiparem amostras de individuos
com evidéncia sorologica de hepatite B, encontraram os subtipos adw2 (62,7%),
ayw3 (23,5%), ayw2 (9,8%) e adw4 (3,9%). Semelhantemente, Souza et al. (2004b)
verificaram uma maior freqiéncia do subtipo adw2 (60%), seguido por adw4 (20%) e
ayw3 (20%) em portadores de problemas mentais. No entanto, esse ultimo subtipo
foi dominante em hemodialisados (58,3%), seguido por adw2 (38,9%) e adw4 (2,8%)
(Teles et al. 2002).



O gendtipo A é freqientemente encontrado nos Estados Unidos, na parte
central da Africa, Africa do Sul, india, noroeste da Europa, Hong Kong e Filipinas. O
gendtipo B é prevalente no Japao, Taiwan, Indonésia, Vietnad e China. O gendtipo C
tem distribuicdo geografica semelhante a do gendtipo B, sendo também encontrado
nas llhas do Pacifico. Apesar de apresentar uma distribuicdo mundial, o genétipo D
tem maior prevaléncia na regido do Mediterraneo, india e Estados Unidos. Ja o
gendtipo E, parece ser restrito & Africa Ocidental. O gendtipo F é prevalente nas
Américas Central e do Sul e Polinésia. O gendtipo G circula nos Estados Unidos e
Europa. Finalmente, o gendtipo H € mais encontrado nas Américas do Sul e Central
(Magnius & Norder 1995, Bowyer et al. 1997, Stuyver et al. 2000, Arauz-Ruiz et al.
2002, Kao 2002, Echavarria et al. 2005, Gunther 2006).

Estudos realizados no Brasil, em diferentes grupos populacionais, mostraram
a circulacdo dos genotipos A, B, C, D e F. Entretanto, ha predominancia dos
gendtipos A, D e F, enquanto os genotipos B e C foram observados em uma baixa
freqUéncia na cidade de Sao Paulo e no Estado do Parana (Moraes et al. 1996, De
Casto et al. 2001, Bertolini 2002, Teles et al. 2002, Araujo et al. 2004, Conde et al.
2004, Carrilho et al. 2004, Sitnik et al. 2004, Oliveira 2005, Motta-Castro et al. 2005,
Ferreira et al. 2006b).

1.8 Prevenc¢ao e Controle da Hepatite B

Algumas medidas foram estabelecidas para prevengcdo e controle da
transmissao do HBV. Elas incluem, vacinagao, profilaxia pds-exposicdo ou durante o
parto, triagem do HBsAg em gestantes, dentre outras (Brasil 1989, Brasil 1993,
Kupek 2001). Além disso, os bancos de sangue realizam a triagem soroldgica dos
doadores para o marcador HBsAg em todo o mundo. Adicionalmente em alguns
paises, é realizada a triagem para o marcador anti-HBc, o que tem contribuido para
a reducdo da hepatite B pods-transfusional, entretanto o risco de transmisséao
permanece em portadores assintomaticos HBsAg negativos (Regan 2000, Hou et al.
2005, Brasil 1989, 1993). Mais recentemente, esta ocorrendo a insergdo gradativa
de técnicas moleculares na triagem desses doadores em paises desenvolvidos
(Gessoni et al. 2005, Weber 2005, Fang 2006, Liu et al. 2006a).



A primeira vacina contra o HBV foi licenciada em 1981 e era derivada de
plasma humano de portadores crbénicos do HBV (Heptavax-B). No entanto, a
possibilidade de ocorrer transmissdo de outros patdégenos veiculados pelo plasma,
bem como o avango da engenharia genética, levaram ao desenvolvimento de
vacinas recombinantes de segunda geragdo, mais seguras, compostas de HBsAg
(Engerix-B, Recombivax e outras). Ambas apresentam uma boa imunogenicidade,
sendo que 90% dos individuos imunocompetentes vacinados desenvolvem
imunidade adequada (titulos =10 mUl/mL). Todas as vacinas recombinantes
licenciadas contém hidroxido de aluminio como adjuvante (Assad & Francis 2000,
Kao & Chen 2002, Shouval 2003).

A inclusdo de vacina contra hepatite B em diversos paises ocorreu a partir de
1991, seguindo a recomendacado da OMS. Essa intervencao protege os individuos
em mais de 95% do desenvolvimento da infecgao crénica e, consequentemente, de
cirrose e hepatocarcinoma associados a esse virus (Lavanchy 2004, WHO 2004). A
imunizacao efetiva de criancas contra o HBV tem demonstrado ser uma ferramenta
eficiente para a redugdo das taxas de prevaléncia e incidéncia dessa infeccédo em
diversos locais, como Estados Unidos, Italia, Holanda e Africa do Sul (Lin et al. 2003,
Tsebe et al. 2001, CDC 2004, Da Villa et al. 2007, Van Houdt et al. 2007). Além
disso, em Taiwan e Alaska, paises considerados previamente como hiperedémicos,
sucesso na adogao dessa medida foi verificado (Harpaz et al. 2000, Ni et al. 2001).
Em Taiwan, por exemplo, oito anos apo6s o inicio da imunizagédo universal, houve
reducéo de cinco vezes no percentual de criangas HBsAg positivas (Wong & Tsang
1994), ocorrendo, ainda, diminuicdo significativa nos indices de mortalidade por
hepatocarcinoma em criangas naquele pais, entre 1984 (época do inicio da
vacinacao) e 1993 (Lee & Ko 1997). Todos esses estudos, ndo so ilustram o impacto
dessa importante medida de prevengéao, como também encorajam todos os paises a
adotar e manter a imunizagdo na lista das prioridades no que se refere a Saude
Publica.

O Brasil seguiu essa recomendacéao, implantando, inicialmente, a imunizagao
em areas de endemicidade elevada (Amazbnia Legal, Parana, Santa Catarina e
Espirito Santo). Posteriormente, a vacina foi oferecida a grupos que apresentavam

alto risco de exposicdo ao HBV, como hemodialisados, profissionais de saude,



profissionais do sexo, homossexuais, dentre outros. Na década de 90, foi adicionada
ao calendario nacional de imunizagao, a vacina para criangas menores de um ano e,
no ano de 2001, a vacina passou a ser oferecida para individuos até os 20 anos de
idade (Brasil 2003, 2005).

O esquema vacinal recomendado é de trés doses, sendo 0, 1 e 6 meses, ou
seja, com intervalos de um més entre as duas primeiras doses e de cinco meses
entre a 22 e 32 dose. A portaria do Ministério da Saude (MS n°.597 08/04/2004)
estabelece que essa vacina seja administrada no musculo vasto lateral da coxa
direita em criancas menores de dois anos e, a partir dessa idade, no musculo
deltéide (Brasil 2004). Cerca de 10% dos individuos vacinados ndao desenvolvem
titulos de anti-HBs suficientes para conferir protecdo ao HBV. Fatores como
estocagem inadequada da vacina, predisposicdo genética, sexo masculino,
tabagismo, idade acima de 40 anos, obesidade, imunodeficiéncia, desnutricao, bem
como o local de administracdo da vacina, podem ser associados a auséncia de
resposta vacinal (Assad & Francis 2000, Kao & chen 2002, Shouval 2003).

No Brasil, uma vacina recombinante é produzida no Instituto Butantan (Sao
Paulo), denominada Butang®. Sua imunogenicidade tém sido maior quando
administrada em individuos com idade inferior a 30 anos (Martins et al. 2004). Um
estudo realizado com criangas recém-nascidas em Campo Mourdo-Parana mostrou
que essa vacina € altamente imunogénica, desenvolvendo resposta protetora em
todas as criangas, inclusive as prematuras, vacinadas com trés doses de 10 pg (0, 1
e 6 meses) (Isolani et al. 2006). A boa imunogenicidade da vacina também foi
comprovada em adolescentes de Goiania-Goias, vacinados com trés doses de 20 g
(0, 1 e 6 meses) (Oliveira et al. 2006).

A imunoglobulina hiperimune especifica (HBIG) confere protegcéo passiva,
sendo empregada em casos de exposicdo ao HBV, seja em situagdes de acidente
com material contaminado, abuso sexual, contato sexual com parceiro portador ou
ainda em neonatos quando a mae é HBsAg reagente (Perrillo et al. 1984, Brasil
2005).



Esforcos para efetivar a prevencdo e controle da transmissao do HBV em
ambientes hospitalares tém sido observados em programas de educagao
continuada, que estimulam a adesdo as medidas de biossegurangca. Esses
programas reforgcam o uso de equipamentos de protecao individual (EPI), prevengao
de injurias com materiais pérfuro-cortantes contaminados, uso de técnicas
adequadas para esterilizacdo/desinfeccdo de materiais, preparo de medicagcbes em
area exclusiva e em doses individuais. Além desses cuidados, no ambiente
hemodialitico, tem sido realizado o isolamento de pacientes HBsAg reagentes em
maquinas e salas exclusivas. O conjunto dessas medidas contribuiu
substancialmente para a redugdo da incidéncia da hepatite B nos locais em que
foram implementadas (Brasil 1996, 2005, Mast et al. 1999).

1.9 Os afro-descendentes no Brasil e a comunidade Kalunga

Os africanos chegaram ao Brasil em meados do século XVI, trazidos como
forma de mao-de-obra escrava para trabalhar em plantagdes de cana de acgucar e,
mais adiante, nas minas de ouro, diamantes e plantacdes de café. Estima-se que
cerca de 3,5 milhdes de africanos vieram para o Brasil entre o periodo de 1551 e
1850 (Alves-Silva 2000).

Por muito tempo, os escravos foram forcados a viver de forma desumana.
Assim, revoltados contra essas condigdes, se articularam, tentando buscar o direito
de serem livres e montaram esconderijos nos locais mais afastados, de dificil
acesso, longe dos possiveis ataques. Tais locais foram considerados unidades de
resisténcia e foram chamados de “quilombos” (Silva 2003). O movimento de
formagao dos quilombos, registra-se como um longo fato histérico que se iniciou em
1630, s6 terminando em 1888, apds a abolicao da escravatura (Baiocchi 1999).
Atualmente, mais de 1000 comunidades sdo reconhecidas como remanescentes de
quilombos no Brasil, segundo registros da Fundagédo Palmares, e sdo considerados
locais onde vivem afro-descendentes que preservam a histéria e tradicdo do seu

povo.



Em 2003, Silva detectou aproximadamente 100 comunidades negras no
Brasil Central e considerou que 50 delas eram remanescentes de quilombos.
Entretanto, a que mais se destaca, por ser considerada a maior comunidade isolada
de afro-descendentes do Brasil, € a comunidade Kalunga, situada no Estado de
Goias. Acredita-se que esses individuos tém procedéncia, em sua maioria, do

Congo, Angola e Mogambique (Figura 11) (Baiocchi 1999).
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Figura 11 - Rota dos escravos ao Brasil — Origem comunidade Kalunga (Baiocchi,
1999)




A comunidade Kalunga foi formada através dos processos migratérios, vindos
das minas de Goyaz e das minas de Tocantins no século XVIIl, em que os afro-
descendentes agruparam-se nas terras localizadas nos municipios de Cavalcante,
Monte Alegre e Teresina de Goias, as margens do Rio Parana, entre as serras do
Vao de Almas, Vao do Moleque, Contenda e Ribeirdo dos Bois. Os Kalungas so6
foram descobertos em 1982, por ocasido de estudos antropoldgicos, apoiados pela
Universidade Federal de Goias (Baiocchi 1984). Em 1991, a regido habitada por
esse povo foi reconhecida como sitio historico e patriménio cultural, totalizando uma
area de 237.000 hectares. Assim, os Kalungas permanecem praticamente isolados

cultural e geograficamente, até os dias de hoje.

Estima-se que a populagéo total seja constituida por aproximadamente 3.000
individuos. Os solos da regido sao variaveis, aptos para a agricultura principalmente,
as margens do Rio Parana, seus afluentes e vaos de serras. A area agricultavel
corresponde a 30% dos 237.000 hectares, sendo a vegetagdo predominantemente
do cerrado (Baiocchi 1999).

A preservacgéo dos Kalungas, como comunidade isolada, até os dias de hoje,
deve-se a varios fatores, dentre eles o dificil acesso a regido e sua capacidade de
resisténcia, como a pratica da agricultura de subsisténcia, praticada sem auxilio de
maquinas e com a participacao de toda a familia (mulheres, homens e criangas). Os
alimentos mais comuns no plantio sdo o arroz, mandioca, feijao e milho. A mandioca
parece ter um importante valor naquele local, pois serve tanto para o0 consumo como
também para o comércio, sendo a farinha usada para adquirir sal, tecidos, café,
querosene, panelas e outros produtos em comércios locais e regionais (Baiocchi
1999, Ministério da Educagéo 2001).

Além disso, a estrutura alimentar é incrementada com a caca, pesca, criacdo
de gado e porcos, bem como o plantio de alimentos nas proximidades das casas,
como hortas (manjericdo, coentro, e pimentas) e frutas (banana, mamao, melancia,
abacaxi, dentre outras) (Baiocchi 1986, 1999, Silva, 2003).



No geral, o0 modo de vida dos Kalungas € bastante simples. As casas tém
poucos cOmodos (sala, cozinha e quartos), sendo feitas de adobe e, na preparagao
do telhado, sao utilizadas palhas e madeira da propria regido. O chéo é feito de terra
batida, os mdveis se resumem a bancos, camas, armarios de cozinha e o cozimento
de alimentos é realizado no fogdo a lenha. Os banhos, assim como a lavagem dos
utensilios domésticos, como panelas e pratos, se dao nos rios. Nao ha banheiros
nas casas, energia elétrica, agua encanada e nem rede de esgotos. A taxa de
natalidade € considerada alta, caracterizando a populagdo com uma grande
concentracdo de criangas. O indice de analfabetismo & elevado e, apesar de ja
existirem escolas construidas com o apoio do Governo Federal, ainda sao
encontradas escolas de palha, com recursos didaticos escassos e situadas em
locais onde as criancas muitas vezes tém que caminhar por muito tempo sob o sol
para estudar (Baiocchi 1999, Ministério da Educagao 2001, Silva 2003).

No entanto, apesar de todas as aparentes dificuldades, os Kalungas s&o
considerados um povo festivo e religioso. Ao longo do ano, varias festas sao
realizadas e todas elas fazem alusdes comemorativas a santos ou elementos
catélico-romanos ou africanos. Essas festas sdo eventos sociais, em que
comparecem grupos de todas as idades. Para algumas festas, inclusive, ha o
deslocamento da familia inteira, que viajam por muitas horas ou até dias, a pé ou
montados a cavalos, até chegarem aos locais das festividades, onde existem

espécies de ranchos construidos com a finalidade de abrigar as familias, bem como

cozinhas, locais para dancgas e capelas para os rituais.

F]gurél 12 - Povo Kélu_nga_
http://photos1.blogger.com/x/blogger/4879/4291/1600/829055/32.jpg



o . il Figura 14 - Cozinha Kalunga, com fogéo a lenha
Figura 13 - Casa Kalunga feita de adobe e palha

http://www.ecoviagem.com.br/ecoviagem-

brasil/aventura/giro-pela-america/os-kalungas.asp

Figura 15 - Escola Kalunga feita com adobe e palha
http://www.unb.br/acs/bcopauta/arquitetura5.htm

Figura 16 - Mulheres Kalunga
trabalhando em artesanato
http://www.brasiloeste.com.br/fotosma
t/kalunga_01.jpg

Figura 17 - Kalungas no preparo da farinha de mandioca
http://www.labcom.ubi.pt/agoranet/04/cantia-aline-boloni-
leonardo-quilombo-kalunga.pdf
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Figura 18 - Sanfoneiro em festa Kalunga Figur' riangas“dtﬂa comunidade Kal g
http://photos1.blogger.com/x/blogger/4879/4291/1600/466839/Sanfoneir www.photografos.com.br/users/marciocabral/normal_1349
0.jpg 27_photo.jpg

1.10 Justificativa

Apesar de terem se passado mais de trés décadas da identificagdo do agente
etioldgico da hepatite B e de todos os estudos subsequentes contribuirem para o
conhecimento desta infecg&o, inclusive viabilizando vacinagéo especifica, a hepatite
viral do tipo B persiste como um problema de saude publica mundial, sendo ainda
associada a muitos casos de cirrose, hepatocarcinoma e a alta mortalidade
(Maddrey 2000, Kao & Chen 2002, Alter 2003, Lai et al. 2003b, Lavanchy 2004).

Estudos epidemioldgicos sobre a infecgdo pelo HBV tém mostrado uma ampla
variacdo nos niveis de endemicidade em todo o mundo, sendo a Africa considerada
uma regidao de alta endemicidade, que possui um grande numero de portadores
cronicos da hepatite B e um elevado risco para obitos como consequéncias desta
infeccao (Miller et al. 1998, André 2000, Mulders et al. 2004).

A populacéo brasileira € altamente miscigenada, caracterizada principalmente
pela mistura entre trés grupos étnicos: amerindios, europeus (portugueses) e
africanos. Estima-se que, do total de imigrantes que chegaram ao Brasil (1500-
1972), 40% eram da Africa (Alves-Silva et al. 2000, Oliveira et al. 2002). Atualmente
em nosso Pais, 1000 comunidades estdo oficialmente identificadas como
remanescentes de quilombos e poucos sdo os estudos sobre a infecgao pelo HBV

nesta populagao (Motta-Castro et al. 2003, Motta-Castro et al. 2005).



A investigacao epidemiolégica e molecular da infecgao pela hepatite B tem se
estendido a diversos grupos populacionais na Regidao Centro-Oeste. No entanto,
ainda sao inexistentes, no Estado de Goias, estudos de prevaléncia abrangendo
populagdes rurais, principalmente aquelas que apresentam diferencas em sua
composi¢ao, bem como caracteristicas culturais e raciais especificas. Levando em
consideragao esses aspectos, este foi o primeiro estudo realizado com a proposta
de tragar o perfil epidemioldgico e molecular da infecgdo pelo virus da hepatite B em
afro-descendentes que vivem em comunidade isolada em nosso Estado. Acredita-se
que estas informagdes sejam valiosas para elaboragdo ou re-estruturacdo de
estratégias especificas de prevencdo e controle da hepatite B na populagao
estudada.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

¢ Estudar o perfil epidemiolégico e molecular da infeccédo pelo virus da
hepatite B na populagéo isolada de afro-descendentes no Estado de Goias
(Kalungas), visando proporcionar informagdes para subsidiar medidas de

controle e prevengao da hepatite B na comunidade estudada.

2.2 Objetivos especificos

¢ Estimar a prevaléncia da infecgao pelo HBV na comunidade Kalunga em

Goias;

¢ Analisar os principais fatores de risco associados a esta infec¢ao;



¢ Detectar o DNA viral e os marcadores HBeAg e anti-HBe nas amostras

HBsAg reagentes;

¢ Verificar o indice de infec¢ao oculta pelo HBV na populagao estudada;

¢ Caracterizar os isolados do HBV, identificando os gendtipos e

subgenotipos virais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagao estudada

Este € um estudo observacional, analitico, de corte transversal, que foi realizado
em afro-descendentes de comunidade isolada no Estado de Goias (Kalungas). Esta
populagdo reside em uma area de aproximadamente 237 mil hectares, nos
municipios de Cavalcante, Teresina de Goias e Monte Alegre. Os Kalungas vivem
isolados nos vaos entre serras as margens de rios, formando os nucleos de Vao de
Almas, Vao do Muleque e Engenho. Atualmente a populacéo total é constituida de

aproximadamente 3.000 habitantes.

Para obter a prevaléncia estimada da infecgado pelo HBV em torno de 30%,
com uma precisdo de 5%, seria necessario estudar o minimo de 691 individuos,
considerando um poder estatistico de 80% (B=20%) e um nivel de significancia de
95% (0=0,05). Desta forma, esta investigagdo contou com a participacdo de 878

afro-descendentes.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da

Universidade Federal de Goias.



3.2 Entrevista e coleta de sangue

Em maio de 2004, foi realizada uma visita a comunidade Kalunga, afim de
conhecer a realidade do local e a populagédo a ser estudada. Na oportunidade,
realizou-se a divulgacdo do estudo e agendamento das entrevistas, bem como das

coletas de sangue, para o més de julho de 2004, em escolas e centros comunitarios.

Apods informacgao prévia sobre os objetivos e metodologia da pesquisa, os
individuos consentiram em participar da investigacdo por meio da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ou da coleta de impressao digital dos
individuos analfabetos. Para individuos menores de idade, o referido termo foi
autorizado pelos pais ou responsaveis. Em seguida, os mesmos foram submetidos a
entrevista utilizando-se um questionario padrado (em anexo), que abordava questdes
sobre caracteristicas socio-demograficas, fatores de risco relacionados a infec¢ao

pelo HBV, antecedentes sobre hepatite/ictericia e vacinagcao contra hepatite B.

A amostra de sangue de cada participante (10 mL) foi obtida por pungao da
veia cubital e foram centrifugadas a 3000 rpm, em temperatura ambiente, durante 10
minutos. O sobrenadante (soro) foi separado em duas aliquotas, identificadas com o
numero do registro de cada participante. Os soros foram estocados em freezer a -
20°C (no Hospital Municipal de Cavalcante) e transportados para o Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG),
onde foram armazenados nas mesmas condicdes, até a realizacdo dos testes

sorolégicos e moleculares.

3.3 Testes sorologicos

Os testes soroldgicos foram realizados através do ensaio imunoenzimatico
(ELISA), empregando-se kits comerciais. Inicialmente, todas as amostras foram

testadas para a deteccdo dos marcadores HBsAg, anti-HBc e anti-HBs. Em seguida,



as amostras que foram reagentes ao HBsAg foram testadas para detecgdo do
HBeAg e anti-HBe.

3.3.1 Deteccao do HBsAg

Para a deteccdo do marcador HBsAg foram empregados reagentes
comerciais (Hepanostika HBsAg Uni-Form |l, Biomérieux-Holanda). Este teste
consiste em um ensaio imunoenzimatico (ELISA) baseado no principio de sandwich
em uma unica etapa. Em uma microplaca sensibilizada com anticorpos anti-HBs
monoclonais e contendo uma esfera de conjugado (anti-HBs marcado com
peroxidase), foram adicionados as amostras e controles em suas respectivas
camaras. Apos este procedimento, a placa foi incubada e, posteriormente, lavada
com tampao fostato. Em seguida, o} substrato/cromoégeno
(tetrametilbenzidina/peroxido de uréia) foi adicionado. Apds nova incubacao, a

reacao foi interrompida pela adi¢ao de acido sulfurico a 1N.

Apods o término da reacgao, a leitura espectrofotométrica foi realizada em filtro
simples (450 nm), onde foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram absorbancias maiores ou iguais ao valor do cut-off, obtido através da

soma (CNx+0,050), onde CNx é a média das absorbancias dos controles negativos.

3.3.2 Deteccgao do anti-HBc total

A deteccdo do marcador anti-HBc Total foi realizada com reagentes
comerciais (Hepanostika anti-HBc Uni-Form, Biomérieux-Holanda). O principio da
reacao era baseado em inibicdo competitiva. Cada camara da placa era revestida
com antigeno core do virus da hepatite B (HBcAg). O conjugado era constituido de

anticorpos anti-HBc humano interligado a enzima peroxidase.

As amostras em teste e os controles foram incubados juntamente com o
conjugado durante 90 minutos a 37°C e, em seguida, a placa foi lavada com o
tampéo fosfato. Posteriormente, foi adicionada a solugdo substrato/cromdgeno

(tetrametilbenzidina/perdxido de uréia) e incubou-se por 30 minutos. Finalmente, a



reacao foi interrompida com acido sulfurico a 1N e a leitura espectrofotométrica

realizada em leitora de microplaca com uso de filtro simples (450 nm).

O valor do cut-off foi obtido pela férmula: 0,25 (CNx + 3CPx) onde “CNx” é
igual ao valor médio das absorbancias dos controles negativos e “CPx” ao dos
controles positivos. Assim, foram consideradas amostras positivas, aquelas que

apresentaram absorbancia menor ou igual ao valor do cut-off.

3.3.3 Deteccgao de anti-HBs

A deteccdo de anticorpos anti-HBs foi realizada através do método
imunoenzimatico direto (tipo sandwich) em microplacas sensibilizadas com HBsAg
(ad e ay). As amostras e controles foram adicionados as suas respectivas camaras.
A placa foi incubada e, em seguida, lavada. Apds a adicdo do conjugado (HBsAg
marcado com peroxidase), a placa foi incubada novamente. Realizada a lavagem, a
mistura substrato/cromoégeno foi adicionada, sendo a placa novamente incubada.
Entdo, a reagao foi bloqueada pela acao de acido sulfurico, e a leitura realizada em
filtro duplo (450 nm e 620nm).

O cut-off foi definido por (CNx + 0,040), onde “CNx” é igual a média das
absorbancias dos controles negativos. Os resultados foram obtidos através da razao
entre a absorbancia da amostra e o valor do cut-off. As amostras com relagao
absorbancia/cut-off = 1,0 foram consideradas positivas; com relagdo absorbancia/
cut-off < 0,9 foram negativas e, quando esta raz&o foi igual a 0,9 as mesmas foram

indeterminadas.

3.3.4 Deteccao do HBeAg e anti-HBe

O teste ELISA Hepanostika HBeAg é baseado no principio sandwich e, para a

deteccao do anti-HBe, numa modificacdo da inibicdo do sandwich.

No ensaio para HBeAg, adicionou-se as amostras e controles na microplaca
sensibilizada com anticorpos anti-HBe humano. Em seguida, realizou-se a

incubacado e a lavagem. O conjugado (anti-HBe humano ligado a peroxidase) foi



acrescentado. Apos a segunda incubagao e a lavagem, a reagao foi revelada pela
adicdo do substrato/cromégeno (peroxido de uréia e TMB). A reacgao foi
interrompida, sendo considerada positiva a leitura espectrofotométrica (filtro 450 nm)
que mostrou absorbancia maior ou igual ao cut-off, definido de acordo com as
instrucdes do fabricante como a soma das médias das absorbancias dos controles

negativo e positivo x 0,5.

Para deteccao do anti-HBe, em microplaca sensibilizada com anti-HBe, foram
adicionadas as amostras e controles, juntamente com uma solugdo contendo
HBeAg. Apds a incubacgdo, os procedimentos foram os mesmos utilizados para
deteccdo do HBeAg, porém foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram absorbancia menor que a do cut-off, obtido conforme a descricdo
acima.

3.4 Deteccao e genotipagem do HBV DNA

3.4.1 Extracdo do HBV DNA

As amostras HBsAg reagentes (n=16), bem como amostras positivas para o
anti-HBc (n=295) foram submetidas a extracdo do acido nucléico viral, realizada em
duas etapas, conforme Niel et al. (1994). Resumidamente, a primeira consistiu na
adicao de 250 pL do soro em 80 pL de solucdo de lise, sendo esta composta por
solugao A (Tris 200 mM, SDS 1%, NaCl 700 mM, EDTA 20 mM, tRNA 0,1 mg/mL) e
solugéo B (proteinase K 2mg/mL dissolvida em solug¢do de CaCl; 0,36 mM; o pH final
foi ajustado para 9,0 utilizando o HCL). Os soros, juntamente com a solugao de lise,
foram incubados a 37° C por 4 horas. O DNA viral foi extraido pelo uso de
fenol/cloroférmio, centrifugado, e a fase superior transferida para tubos contendo
etanol. Estes foram mantidos a -20°C durante a noite. A segunda etapa da reagéo,
caracterizou-se pela centrifugacdo do material e a formagado de um precipitado, que
em seguida foi lavado com etanol a 70%, seco e ressuspenso em 30 yL de agua

(milliQ autoclavada).

3.4.2 Reacgao em cadeia da polimerase (PCR)



Apos a extragcdo do DNA, realizou-se uma semi-nested PCR, para
amplificacdo e detecgao do DNA viral relativo a regido pré-S/S, que foi realizada em

duas etapas, de acordo com Motta-Castro et al. (2005).

Para a PCR-1 (12 etapa), utilizou-se uma mistura contendo 1 pmol de cada
primer: PS1 e S2/S22 (Invitrogen) (Quadro 4), responsaveis pela amplificagédo do
fragmento de DNA do nucleotideo 2826 ao 841 do genoma; 0,2 mM de cada dNTP
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 3 mM de cloreto de magnésio (MgCl.) e 1U de Taq
DNA polimerase, num volume final de 50 uL. Dois microlitros do HBV DNA extraido
de cada amostra obtido na fase anterior, além dos controles negativos (agua) e
controle positivo (amostra HBV DNA positiva) foram misturados aos componentes
descritos acima, e em seguida esta mistura levada ao termociclador com o seguinte
programa: 94°C por 3 minutos (desnaturagao inicial), 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 52°C por 40 segundos e 72°C por 2 minutos (desnaturagao, anelamento e

extensdo, respectivamente) e 72°C por 7 minutos (alongamento final).

A segunda etapa (PCR-2) foi realizada empregando-se os primers PS1 e SR
(Invitrogen) (Quadro 4), além dos mesmos componentes mencionados acima. O
produto final da PCR-1 (2 pL) foi adicionado a nova mistura da reacéo e levado ao
termociclador, com o seguinte programa: 94°C por 3 minutos (desnaturacéo inicial),
30 ciclos de 94° C por 20 segundos, 55°C por 20 segundos e 72°C por 1 minuto
(desnaturacado, anelamento e extensdo, respectivamente) e 72°C por 7 minutos

(alongamento final). O produto final da PCR-2 era composto de 1099 pares de base
(pb).

3.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Ao gel de agarose preparado a 1% em tampao TBE (Tris-Borato EDTA), foi
acrescentado brometo de etideo em uma concentragdo final de 0,5 ug/mL.Os
produtos da PCR-2 foram misturados a 5 yL do corante Azul de bromofenol,
aplicados ao gel e submetidos a eletroforese. As bandas formadas foram
visualizadas através de luz ultravioleta com auxilio de um transluminador, e

comparadas ao controle positivo.



Para evitar contaminagdo, varios cuidados foram tomados, como a
preparagao dos reagentes pré-PCR, amplificacdo do DNA e a eletroforese em gel

dos produtos de PCR em ambientes separados.

3.4.4 Genotipagem por RFLP (Retriction Fragment Lenght Polymorphism

-Analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricao)

O fragmento de DNA amplificado foi analisado pelo método de RFLP,
utilizando-se trés enzimas de restricdo ou endonucleases. As enzimas, EcoRI,
BamHI e Stul (New England BiolLabs), foram diluidos segundo as recomendacgdes
do fabricante, tendo como componentes agua milliQ (8 L), tamp&o especifico para

cada enzima (2 yL) e enzima (10U).

Dez microlitros do produto obtido apés a PCR-2 com igual volume de cada
enzima foram incubados a 37°C durante quatro horas. Apds este periodo, as
amostras contendo DNA digerido foram misturadas a 5uL de Azul de bromofenol,
aplicadas em gel de agarose a 3% e submetidas a eletroforese. Utilizou-se, também,
o marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder- Invitrogen ) (1 yL/mL do
marcador, 10 yL de TBE e 5 yL de Azul de bromofenol). As bandas formadas foram
visualizadas através de luz ultravioleta com o auxilio de um transluminador e

comparadas as bandas do marcador de peso molecular.

O método de RFLP permite, através da interpretacdo dos padrdes
eletroforéticos, a distingdo entre os gendtipos A, D e F, conforme descrito por Araujo
et al. (2004).



3.5 Sequenciamento da regido Pré-S/S

3.5.1 Amplificagdao das amostras para a regiao Pré-S/S

As amostras HBsAg e HBV DNA positivas, genotipadas pela técnica de RFLP,
foram também submetidas a semi-nested PCR para amplificagdo da regiao Pré-S/S.
Na primeira PCR, foram utilizados os primers externos P01 e S2/S22 (Quadro 4). A
segunda PCR foi realizada com os primers PS1 e S2/S22. O processo para
amplificacdo, nas duas etapas, incluiram os seguintes passos: desnaturacao inicial
das amostras a 94°C por 3 minutos, seguida por 30 ciclos a 95°C durante 30
segundos, a 52°C por 40 segundos e a 72°C durante 2 minutos. Finalizando, com
alongamento a 72°C por 7 minutos.

3.5.2 Purificagdao do DNA

O volume total (100 yL) do produto amplificado para regido Pré-S/S foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo. Em
seguida, as bandas foram extraidas do gel e colocadas em tubos “eppendorfs” (1,5
mL) para serem eluidas e purificadas utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA).

Para cada 10 mg de fragmento do gel, adicionou-se 10 uL de solugao de
ligacdo a membrana. A mistura foi homogeneizada em vértex e incubou-se a 50°C
por aproximadamente 10 minutos até a completa dissolugdo do gel. A seguir, 0
material foi transferido para uma coluna que foi adaptada a um tubo de coleta, sendo
incubado a temperatura ambiente por um minuto e centrifugou-se a 14000 rpm
durante um minuto. O residuo do tubo de coleta foi desprezado. Posteriormente,
adicionou-se 700 L de solucéo de lavagem previamente diluida com etanol a 95% e
centrifugou-se a 14000 rpm por um minuto, sendo o produto do tubo de coleta
novamente desprezado. Em seguida, adicionou-se 500 pL da solugao de lavagem e
centrifugou-se a 14000 rpm por cinco minutos. Para finalizar, a coluna foi adaptada a
um novo tubo “eppendorf’ (1,5mL) e adicionou-se 50 uL de agua livre de nucleases

a coluna, deixando incubar a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugando a



14000 rpm por mais um minuto. A coluna foi desprezada e o DNA coletado no tubo

“eppendorf”’ foi armazenado a -20°C.

Na etapa seguinte, foi realizada a quantificagdo do DNA purificado. O produto
foi aplicado em gel de agarose a 2%, num volume de 4 pL de cada amostra.
Também aplicou-se 4 uL do marcador de massa e peso molecular "low DNA mass
ladder” para comparar a intensidade das bandas e calcular a concentragao,

determinando, assim, o volume de DNA utilizado na técnica de sequenciamento.

3.5.3 Sequienciamento e analise da regiao Pré-S/S

As sequéncias nucleotidicas das amostras amplificadas para regido Pré-S/S
foram determinadas utilizando o Kit BigDye Terminator versao 3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) com primers especificos (PS1, S4, PS2 e S2).

Quando necessario, os primers: PS4 e S7 foram utilizados (Quadro 4).

Para cada reacdo de sequenciamento, empregou-se 5 pyL do DNA na
concentracado de 40 a 60 ng/uL, adicionados a 1,5 yL de agua e 1 pL dos primers
especificos para a regido Pré-S/S. As reagdes para sequenciamento foram
realizadas em um sequenciador automatico ABI 373 (Applied
Biosystems, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
A analise das sequéncias foi realizada utilizando um programa desenvolvido pelo
Grupo de Genética da Universidade de Wisconsin. Para analise filogenética, foi
construida uma arvore pelo método “Neighbor-joining” usando o programa Mega
versao 3.0 (Kumar et al. 2004).

Os gendtipos das amostras do HBV deste estudo foram determinadas
acrescentando-se, na analise filogenética, sequéncias de referéncia dos oito

gendtipos conhecidos (A-H), bem como dos subgendtipos do virus, disponiveis no



GenBank (designadas na arvore filogenética pelo numero de acesso e o local

origem - Figura 23 ).

Quadro 4-Primers utilizados na amplificagcado da regido Pré-S/S e sequenciamento

Primers Sentido Sequéncia (5’p3’)

P01 sense GGACTCATAAGGTGGGGAA

PS1 sense CCATATTCTTGGGAACAAGA

PS2 anti-sense GGTCCCCAGTCCTCGAGAAG

PS4 sense ACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTG
S2 anti-sense GGGTTTAAATGTATACCCAAAGA
S4 sense TGCTGCTATGCCTCATCTTCT
S7 anti-sense TGAGCCAGGAGAAACGGGCT

S22 anti-sense GTATTTAAATGGATACCCAAAGA

SR anti-sense CGAACCACTGAACAAATGGC

3.6 Processamento e analise dos dados

de

Os dados obtidos nas entrevistas, bem como os resultados dos testes

sorolégicos e moleculares, foram analisados no programa Epi-Info versao 6.04

(Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta. GA). Prevaléncia e estimativa

de risco foram calculadas com intervalo de confianga de 95%. Os testes Qui-

quadrado, Qui-quadrado para tendéncia e exato de Fisher foram utilizados quando

apropriados. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Apods o calculo da estimativa de risco dos fatores associados a exposi¢ao ao HBV

(positividade ao marcador anti-HBc) pela analise univariada, realizou-se a analise

multivariada, por regresséo logistica multipla, através do pacote estatistico SPSS,

versao 11.0 for Windows para identificar as possiveis variaveis confundidoras.
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