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RESUMO

INTRODUGCAO: O virus da hepatite B foi classificado em oito gendtipos que variam
de acordo com a distribuicdo geografica, apresentando diferentes manifestacdes clinicas e
resposta ao tratamento anti-viral. OBJETIVOS: O estudo visa determinar a prevaléncia dos
genotipos em Sergipe-Brasil, e avalia-los de acordo com achados clinicos e histopatoldgicos.

METODOLOGIA: Em estudo transversal, foram avaliados 97 pacientes portadores
crénicos do AgHBs com sinais de replicacdo viral. Destes, conseguiu-se amplificagdo do
DNA em 43 amostras, as quais constituiram a casuistica para realizagdo de genotipagem.
Foram, também, avaliados quanto a positividade do AgHBe, quantificacdo da carga viral
(CV), aminotranferases (ALT) e avaliacédo histoldgica.

RESULTADOS: Foram identificados os genotipos A e F, sendo 35/43 (81,4%) do
genotipo A. Vinte e cinco/43 pacientes (58,1%) apresentaram ALT normais, AgHBe negativo
(23/43, 53,5%) e CV inferior a 10.000 cépiasl/ml (20/32 (62,5%). Nos pacientes com genotipo
A, 20/32 (62,5%) apresentaram CV inferior a 10.000 copias/ml enquanto o gendtipo F, 5/7
(71,4%) apresentaram CV superior a 10.000 copias/ml (p=0,101). Nao houve diferenca
estatistica entre genoétipo viral e caracteristicas histoldgicas.

CONCLUSAO: Em Sergipe, foram descritos os genétipos A e F com predominio do
gendtipo A. Ndo foram encontradas diferencas significantes entre os genotipos em relacao as
manifestacdes clinico-laboratoriais.

Palavras-chave: Hepatite B cronica, gendtipo, correlacGes clinicas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The virus of hepatitis B was classified in eight genotypes that
vary with geographic distribution, presenting different clinical manifestations and responses
to anti-viral treatment. PURPOSES: This work intends to determine the prevalence of
genotypes in Sergipe — Brasil and evaluate them according to clinical and histopathological
findings.

METHODOLOGY: In a transversal search, were evaluated 97 patients, all of them
AgHBs chronic porters, with traces of viral replication. From those patients, we got DNA’s
amplification in 43 samples, that formed the core to genotypical determination. Those were
also evaluated on AgHBe positivity, viral load (CV) quantification, aminotransferases (ALT)
and histological data.

RESULTS: The genotypes A and F, were identified, with 35/43 (81.4%) of genotype
A. Twenty Five from 43 patients (58.1%) presented abnormal ALT level, AgHBe negative
(23/43 — 53.5%) and CV below 10.000 copies/ml (20/32 — 62.5%). In the patients presenting
genotype A, 20/32 (62.5%) presented CV below 10,000 copies/ml, but in those with the
genotype F, 5/7 (71.4%) presented CV above 10,000 copies/ml (p=0,101). There was no
statistic difference between viral genotype and histological findings.

CONCLUSION: In Sergipe, the genotypes A and F were found, but predominates the
genotype A. Important differences were not found among the genotypes relatively to clinical
and laboratorial findings.

Key-words: Chronic B Hepatitis, genotype, clinical correlations.
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1.INTRODUCAO

A hepatite B é considerada um grave problema de salde publica mundial. Segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude, a cada ano, existem mais de quatro milhdes de

pessoas apresentando doenca aguda.

O VHB apresenta diferengas antigénicas que levaram a classificacdo em oito
gendtipos diferentes, variando do A ao H. Estes gendtipos foram classificados com base no
grau de similaridade da seqiiéncia de bases nucleotidicas do DNA viral.

A distribuicdo dos genotipos e subgendtipos variam de acordo com a distribuicdo
geografica. O VHBJ/A pode ser encontrado principalmente no noroeste da Europa, india,
Américas do Norte, Central e do Sul e regides leste e sul da Africa. O VHB/B e VHB/C s&o
encontrados na Asia e Oceania. O VHB/D, no sul da Europa, india, Africa, América do Sul e
Arabia Saudita; O VHB/E, na Africa Subsaariana; O VHB/F, na América do Sul e América
Central; O VHB/G, nos Estados Unidos e Franca e O VHB/H, na Nicaragua, Mexico e

California.

O Brasil apresenta uma grande miscigenacdo, talvez por isso ocorra também uma
diferenca entre a distribuicdo dos genétipos do VHB nas diferentes regides. Foram descritos,
no Brasil, os genotipos A, D, F, B e C, variando de acordo com as regifes e com as diferentes
formas da doenca. Varios estudos tentam relacionar 0s genétipos com diferentes
manifestacdes clinicas e resposta ao tratamento apresentando resultados ainda conflitantes.
Logo, o objetivo desse estudo € determinar o genotipo mais prevalente em Sergipe, Estado da
regido Nordeste do Brasil, e avaliar a relagdo entre o gendtipo viral e os achados clinico-

laboratoriais.
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2.0BJETIVOS
2.10BJETIVO GERAL

Determinar a freqliéncia dos gendtipos dos virus B encontrados nos pacientes
atendidos no Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe em Aracaju-SE.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Relacionar a genotipagem com os marcadores de replicagdo viral;

e Analisar a possivel relacdo entre os genotipos encontrados e a gravidade da lesdao

hepatica.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1. HEPATITE B - EPIDEMIOLOGIA

A hepatite B é considerada, atualmente, um grave problema de Salde Publica
mundial. Estima-se que mais de dois bilhGes de pessoas ja entraram em contato com o virus
da hepatite B (VHB) em algum periodo da vida (KANE, 1996). Destes, cerca de 350 a 400
milhdes séo portadores crénicos do VHB (ABDO, 2006; KAO, 2002C). Além disso, segundo
dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a cada ano, existem mais de quatro milhdes

de pessoas apresentando doenga aguda. (WHO, 2002).

O risco de se tornar portador cronico esta inversamente ligado a idade em que se
adquire a infeccdo (VEGNENTE, 1992). Dos adultos que entram em contato com o0 virus,
apenas 5% desenvolvem doenca cronica (PARANA, 2006) e destes, aproximadamente 25%
evoluem para cirrose hepatica (CH) ou carcinoma hepatocelular (CHC) (WHO, 2002). Ja nas
criancgas, o risco de cronicidade é bastante elevado chegando a cerca de 90% dos individuos
infectados ao nascimento e 25 a 50% entre um e cinco anos de idade (VEGNENTE, 1992).

A mortalidade do portador de hepatite B crbnica é 5,2 vezes maior que a
populacdo em geral (PURCELL, 1993).

A prevaléncia da hepatite B varia de acordo com as regides geograficas, sendo
estas, divididas em trés zonas de risco. Zonas de alto risco (>8%), risco intermediario (2-8%)
e baixo (<2%) (Figural).
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Alta (acima 8%) PP
Intermediaria(2 a 8%)
Baixa(abaixo 2%)

Figural. Distribuicdo mundial do VHB (WHO, 2001).

Areas de alta endemicidade incluem Centro e Sudeste da Asia, Japdo, Oceania,
Africa Subsaariana, partes do Oriente Médio, Amazonia e alguns paises do Leste Europeu,

nas quais cerca de 8 a 20% da populacéo € portadora do virus B (HOLLINGER, 2001).

As regides de endemicidade intermediaria correspondem aos paises do Leste
Europeu, RUssia, paises da Bacia Mediterranea, Sudoeste da Asia e Norte da América Latina,
incluindo grande parte do Brasil, com prevaléncia de portadores crénicos variando entre 2 a
7% (HOLLINGER, 2001).

Ja as éareas de baixa endemicidade correspondem a América do Norte, Oeste e
Norte da Europa, partes da Australia e da América do Sul, sendo menos de 2% da populacéo
portadora do virus B (HOLLINGER, 2001).

O Brasil, em geral, apresenta endemicidade intermediaria para o virus, com trés
padrdes de distribui¢do da doenca. Alta endemicidade na regido Amazdnica e alguns locais do
Espirito Santo e Santa Catarina; endemicidade intermediaria no Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste; baixa endemicidade na regido Sul (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Clemens et al (2000), avaliando a prevaléncia do anti-HBc na América Latina,
encontraram este marcador em 7,9% da amostra brasileira com variacdo importante entre as

regibes. Na Bacia Amazonica, a prevaléncia foi de 21,4%. No Nordeste, taxa de 1,2% foi
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detectada em Fortaleza. Nas Regides Sudeste e Sul, prevaléncia de 5,5% e 7,5% foram

observadas no Rio de Janeiro e em Porto Alegre, respectivamente.

De acordo com dados do DATASUS (2009), a incidéncia do VHB no Nordeste
brasileiro, de 1999 a 2005, foi de 8.403 casos novos, correspondendo a 11,13% dos casos
nacionais. Em Sergipe, a incidéncia da doencga passou de sete casos/ano em 1999 para 89
casos/ano em 2005 refletindo a subnotificagdo da doenga no Estado.

3.2. 0 VIRUS DA HEPATITE B

A Hepatite B é causada por DNA virus, com 3.200 nucleotideos, da familia
Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus (GUST, 1986). Sua transmissdo ocorre por via
sexual, vertical e parenteral e tem periodo de incubacdo variando de dois a seis meses.
(PARANA, 2006; PINHO, 2003).

O virus da hepatite B (VHB) pode ser encontrado no soro de pacientes infectados
sob duas formas: a particula completa (particula de Dane) ou particulas esféricas e cilindricas
ndo infectantes (KIDD-LJUNGGREN, 2002).

A particula de Dane corresponde a forma infecciosa, com 42 nanémetros (nm) de
didmetro e nucleocapsideos. Ela é composta por uma camada externa (antigeno de superficie -
AgHBs) e por uma formacdo interna denominada “core”. Ja as particulas esféricas e
cilindricas, ndo infecciosas, sdo constituidas apenas pelo envelope viral lipoprotéico com 22
nm e 200 nm de diametro, respectivamente. Sdo formadas pela producdo excessiva de
proteinas de superficie (DANE, 1970).

O genoma do VHB apresenta quatro areas abertas para leitura. As regides: S, que
codificam proteinas do envelope; P, responsavel pela replicacdo viral; C, codifica as proteinas

do nucleocapsideo e X responsavel pela formacdo do AgHBx (CHEINQUER, 2006).

O principal antigeno do envelope é o AgHBSs, que induz a formacdo do anti-HBs,

anticorpo que confere protecdo contra a doenca (KANN,1998).
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J& nas particulas viras integras, o nucleocapsideo que protege o genoma viral
possui 0 AgHBc, proteina do core, e o AgHBe, fracdo circulante da proteina do core,
indicativa de replicacdo viral. Esses antigenos induzem a formacdo de anticorpos especificos
0 anti-HBc e o anti-HBe respectivamente (CHEINQUER 2006; PINHO 2003; SILVA, 2003).
Este ultimo anticorpo, geralmente se relaciona com a parada da replicagdo viral (PINHO
2003; SILVA, 2003).

Os anticorpos contra a proteina do core ndo sdo protetores e podem facilitar a
hepatite B em recém-nascidos com maes portadoras do VHB (PINHO, 2003).

Além dessas proteinas, outras duas sao produzidas pelo VHB: 0 AgHBx e 0 DNA
polimerase (KANN, 1998; PINHO, 2003; SILVA, 2003). O AgHBXx esta relacionado ao
aparecimento de CHC, por alterar a capacidade de reparo do DNA pela célula,
potencializando, consequentemente, o efeito oncogénico em pacientes com hepatite B
(KANN, 1998; PINHO, 2003).

O VHB pode sofrer mutacdes, em sua seqiiéncia nucleotidica, fazendo com que
surjam variantes virais (BRUNETTO, 1990; BUCKWOLD, 1996; CARMAN, 1989;
DICKSON, 1997; LINDH, 1999).

A variante pré-core do VHB foi descrita em 1990 por Brunetto et al. Eles
identificaram uma mutacéo na regidao pré-core, nas posicdes 1896/1899 levando a interrupcéo
da sintese do AgHBe, antigeno modulador da resposta imune, mesmo sem cessar a replicacdo
viral. Alteragdes nos nucleotideos 1.762 a 1.764, denominados “mutantes promotores do

core” também podem provocar perda do AgHBe (BUCKWOLD, 1996).

Essas mutacbes sdo mais frequentes na regido do Mediterraneo e no Oriente,
caracterizando cerca de 40 a 95% dos casos de hepatite B cronica. Na América do Sul esta

prevaléncia ainda ndo foi estabelecida adequadamente (CARMAN, 1989).

Esses pacientes que apresentam AgHBe negativo, AgHBs, anti-HBc e anti-HBe

positivos, com DNA viral acima de 10.000 copias, podem apresentar formas clinicas mais
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graves, evoluindo para hepatite cronica ativa intensa, com pouca resposta ao interferon
(BRUNETTO,1990; PINHO, 2003).

Além disso, mutacfes na regido pré-core, além de impedir a formagdo do AgHBEe,
afetam o sinal de encapsidacdo, aumentando a velocidade de replicagdo do virus podendo
provocar insuficiéncia hepéatica aguda grave. (OMATA, 1991; SATO, 1995; SCAGLIONI,
1997) e exacerbacdes severas da doenga cronica (OMATA, 1991).

A mutacdo na regido 1.762 a 1.764 foi associada a maior resposta inflamatéria e a
fibrose em portadores crénicos do VHB independente do AgHBe (LINDH, 1999).

Conquanto alguns estudos tenham relacionado as mutacdes pré-core com
agressdes hepaticas severas (BRUNETTO, 1990; OMATA, 1991; SATO, 1995;
SCAGLIONI, 1997), essas mutacdes também foram encontradas em portadores
assintomaticos do VHB (YOO, 2003).

Existem outras mutacfes, menos frequentes, que afetam o envelope do VHB. A
primeira ocorre na regido conhecida como determinante “a” (entre os aminoacidos 124 a 147),
geralmente ap0s vacinacdo de recém nascidos de mées portadores do VHB e pacientes
AgHBs positivos submetidos a transplante hepatico (DICKSON, 1997). Esses pacientes
apresentaram AgHBs positivo, podendo evoluir para hepatite cronica, mesmo na presenca de
anti-HBs.

A outra mutacdo do envelope viral ocorre devido as delecGes na regido X do
genoma viral que levam a diminuicdo da expressdo do AgHBs com a manutencdo da
viruléncia do VHB (PINHO, 2005). Essas alteracdes foram descritas em pacientes submetidos
a hemodialise nos Estados Unidos (FEITELSON, 2003) e Japdo (UCHIDA, 1994) e criancas
talassémicas politransfundidas (FEITELSON, 1994).
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3.3. MARCADORES SOROLOGICOS

Os marcadores soroldgicos do VHB estdo presentes em diferentes fases da doenca
e sdo de grande importancia no diagndstico e seguimento dos pacientes com hepatite B
(Figura 2).

Figura2. Marcadores virais do VHB

O primeiro marcador detectado no soro de pacientes infectados é o AgHBs
(CHEINQUER, 2006; SILVA, 2003). Esse antigeno esta presente uma a cinco semanas ap0s
0 contato com o VHB, geralmente antes de qualquer manifestacdo clinica da doenca
(PREVISANI, 2004). A persisténcia desse marcador por mais de seis meses indica infeccao
cronica (CHEINQUER, 2006; PREVISANI, 2004; SILVA, 2003).

Semanas apds a negativacdo do AgHBSs, ocorre a formacgéo do anti-HBs indicando
resolucdo da infeccdo e imunidade contra nova infeccdo pelo VHB. No entanto, antes da
formacdo desse anticorpo, existe um periodo no qual ndo se encontram marcadores do
AgHBs. Esse periodo consiste na janela imunoldgica (CHEINQUER, 2006; PREVISANI,
2004; SILVA, 2003). A presenca isolada do anti-HBs indica vacinacdo contra o VHB
(CHEINQUER, 2006).

O primeiro anticorpo encontrado no soro é o anti-HBc, geralmente surge uma a
duas semanas apds o AgHBs, ja na fase sintomatica da doenca (PREVISANI, 2004). A
presenca do anti-HBc indica infec¢do aguda (anti-HBc IgM) ou pregressa (anti-HBc 1gG) e
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ndo induz imunidade contra a hepatite B (CHEINQUER, 2006; PINHO, 2003; PREVISANI,
2004). Seu antigeno (AgHBc) ndo pode ser detectado em sangue periférico, sendo encontrado
apenas no citoplasma do hepatécito (CHEINQUER, 2006).

Outro marcador de grande importancia no seguimento de portadores do VHB, que
indica replicacéo viral, ¢ o0 AgHBe. A persisténcia desse marcador indica multiplicagdo viral
enquanto sua soroconversdo (anti-HBe), em geral, ocorre concomitante ao desaparecimento
do DNA-VHB, a remissdo clinica e a reducdo da atividade inflamatéria hepética. Entretanto,
0 AgHBe pode estar ausente durante a infec¢do cronica sem significar, necessariamente,
remissdao da doenga. Isso ocorre devido a mutagdes na sequéncia antigénica do virus

[P 2]

resultando em pacientes com carga viral elevada apesar do antigeno “e” ausente.

(BRUNETTO, 1990; OMATA, 1991; PINHO, 2003; SATO, 1995; SCAGLIONI, 1997).

Na doenca cronica existem quatro fases evolutivas. A primeira corresponde a fase
de imunotolerancia onde se pode observar o AgHBs e 0 AgHBe além de altos niveis de VHB-
aDNA (maior que 100000 cépias/ml), com ALT normal. Na segunda fase, imunoclareamento,
0 AgHBe permanece positivo com flutuacdes do VHB-DNA e ALT na tentativa do sistema
imune em eliminar o virus. Na terceira fase, portador inativo ou fase de integracdo, ocorre a
presenca do AgHBs e do anti-HBe, 0 VHB-DNA esta indetectavel ou menor que 10.000
copias/ml e o ALT normal. O AgHBe ndo é encontrado nessa fase. E a ultima fase
corresponde a reativacdo da replicacdo da hepatite crénica onde encontramos anti-HBe com
altos niveis de VHB-DNA e ALT. Nessa fase alguns pacientes voltam a positivar o0 AgHBe
(CHEINQUER, 2006) .

No Brasil, a maior parte dos pacientes portadores de hepatite crénica apresentam
AgHBe negativo (REZENDE, 2005; TORNETO, 2009). Em Campinas, 70% da populacéo
tinha AgHBe negativo. Dos pacientes AgHBSs positivos, 60% eram portadores inativos e 40%
apresentavam hepatite crbénica. Dos pacientes com hepatite crénica 43% eram AgHBe
positivo enquanto 57% eram negativos (TORNETO, 2009). A ALT foi mais elevada nos
AgHBe positivo (2,5x) que nos negativos (1,8x). Os positivos eram mais jovens que 0S
negativos sem diferenca de género. A carga viral foi significativamente mais elevada (4,9x)
nos pacientes com AgHBe positivo (TORNETTO, 2009).
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3.4. CLASSIFICACAO DO VIRUS

O AgHBs apresenta diferengas antigénicas que permitem que o VHB seja
classificado em 9 subtipos e 8 gen6tipos diferentes (CHEINQUER, 2006; PINHO, 2003).

Os subtipos séo classificados em 4 grupos: 0 adw (adw2, adw4), o ayw (aywl,
ayw2, ayw3, ayw4), o adr (adr+, adr-) e o ayr, e apresentam diferentes distribuicbes
geograficas que sugerem recombinacdo do DNA viral (COUROUCE-PAUTY, 1983).

Courouce-Pauty et al (1983), avaliando a distribuicdo global dos subtipos do
AgHBs, encontraram prevaléncia do awy3 em 74% da populagdo analisada no norte da
América do Sul, enquanto no norte e por¢do central da Europa, a prevaléncia do adw?2 foi de

70% demonstrando a variagdo dos subtipos de acordo com as regifes geograficas.

A divergéncia das sequiéncias do genoma completo em um mesmo subtipo é
aproximadamente 8%, semelhante aquela encontrada entre subtipos diferentes (PINHO,
2003). Norder et al (1992) observaram que a Unica varia¢do entre os subtipos africanos ayw1
e 0 adw2, classificados, posteriormente, como genotipo A, encontrava-se na posicao 122,
mostrando que uma Unica substituicdo na cadeia nucleotidica leva a variacdo dos subtipos.

Logo, os subtipos ndo refletiam a verdadeira variacdo genotipica do AgHBs (PINHO, 2003).

Em 1988, Okamoto et. al. classificaram o VHB em 4 geno6tipos (A a D), baseados
no grau de similaridade da sequiéncia de bases nucleotidicas do DNA viral, com divergéncia
entre 0s grupos de 8% ou mais e variacdo inter-grupo de 5,6% ou menos. O genétipo A
(VHBJ/A) incluiu os subtipos adw?2 e ayw1; o genotipo B (VHB/B), o adw e ayw1; o gendtipo
C (VHBI/C), o adw, ayr, adr, e o genttipo D (VHB/D) o adw, ayw?2 e ayw3.

Em 1989, Orito et al descreveram quatro novos gendtipos com caracteristicas
levemente divergentes das encontradas por Okamoto et al (1988). Em 1992, Norder et al
(1992b), comparando as sequéncias nucleotidicas do AgHBs, encontraram diferenca
estatistica em duas sequéncias quando comparadas aos genotipos descritos por Okamoto et al
(1988), classificando-as como gendtipos E (VHB/E) e F (VHB/F). A divergéncia dos VHB/E

e VHB/F para 0s gendtipos previamente descritos foi maior que 8,8 e 13,0%, respectivamente
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(NORDER, 1994). O gendtipo E (VHBJ/E) é, geneticamente, mais proximo ao genotipo D,
enquanto o genétipo F (VHB/F) mostrou-se o mais divergente dos gendtipos (15%)
(NAUMANN, 1993).

Em 1997, Bowyer et al, em anélise filogenética da regido pré S2/S, encontraram
diferencas no sequenciamento de amostras do VHB encontradas na Africa do Sul quando
comparadas com as formas isoladas armazenadas no banco de dados GenBank. A maioria
dessas sequéncias se assemelhava ao VHB/A (24/29 total). Essa nova sequéncia ficou
conhecida com subgrupo A’ ou subtipo africano (Al ou Aa) enquanto o genétipo A
previamente descrito na Europa e nos Estados Unidos ficou conhecido como subtipo europeu
(A2 ou Ae). O subgrupo Aa (VHB/Aa) apresenta 0s subtipos adw e ayw enquanto o subtipo
Ae apresenta o subtipo adw (BOWYER,1997). Esses subgendtipos mostraram sequéncias
divergentes que pode afetar a replicacdo do virus e sua capacidade de expressar proteinas
(KIMBI, 2004). Em 2005, Kurbanov et al descreveram um novo subgendtipo do VHB/A (A3
ou Ac) baseados em uma divergéncia na sequéncia de bases nucleotidicas maior que 4% para

0s subgenotipos Aa e Ae.

Em 2000, Stuyver et al, analisando os soros de 121 pacientes portadores cronicos
do VHB dos EUA e Franga, observaram, por sequenciamento e analise filogenética, um novo
grupo divergente dos genotipos A ao F. Essa nova cadeia foi chamada de gendtipo G

(VHBI/G) que, pela sequéncia de aminoacidos, pertenceria ao subtipo adw2.

Finalmente, em 2002, Arauz-Ruiz et al, comparando cadeias de aminoacidos
completas de trés amostras colhidas na América Central com 0s gendtipos ja descritos,
encontraram 16 amino&cidos Unicos. Essas trés cadeias foram classificadas, entdo, como
gendtipo H (VHB/H).

Em 2002, dois subgrupos do VHB/B foram identificados, na Asia, baseados em
divergéncias do sequenciamento na regido precore e gene core. Estes subgrupos
apresentavam-se com ou sem recombinacdo com o VHB/C. Apenas as amostras colhidas no
Japdo ndo apresentavam o subtipo recombinante logo, esse subgrupo foi designado subtipo Bj
(VHB/Bj). Os subtipos recombinantes, encontrados em outros paises asiaticos, foram
classificados como subtipo Ba (VHB/Ba) (SUGAUCHI, 2002). Essas diferencas podem se
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refletir em diferentes manifestacdes clinicas produzidas pelo VHB/B. Outros subtipos do
genotipo B foram descritos (B3 e B4) assim como subtipos dos gendétipos C (C1, C2, C3 e
C4), D (D1, D2, D3 e D4) e F (F1 e F2) (NORDER, 2004).

A coinfeccdo pelo VHB por gendtipos diferentes é encontrada em,
aproximadamente, 10% dos individuos infectados (MI'YAKAWA, 2003).

3.5. GENOTIPOS E DISTRIBUICAO MUNDIAL

Atualmente, o VHB ¢ classificado em oito gen6tipos, do A ao H, que variam de
acordo com a distribuicdo geografica do VHB (KIDD-LJUNGGREN, 2002; NORDER,
1993).

Segundo pesquisas, o VHB/A é encontrado, principalmente, no noroeste da
Europa, India, Américas do Norte, Central e do Sul e regibes leste e sul da Africa (CHU,
2003; MI'YAKAWA, 2003) sendo o VHB/Ae encontrado na Europa, Estados Unidos e Japéo
(SUGAUCHI, 2004; TANAKA, 2004) enquanto o VHB/Aa é encontrado em paises de
origem africana e asidtica (BOWER, 1997; HASEGAWA, 2004; KIMBI, 2004). Ja o
VHB/Ac foi descrito apenas na populacdo de Camardes (KUBANOV, 2005).

Nos Estados Unidos, o VHB/Ae foi mais prevalente entre brancos, negros e
hispanicos enquanto o VHB/Aa foi mais prevalente nos asiaticos (HASEGAWA, 2004).

O VHB/B e VHB/C podem ser encontrados na Asia e Oceania (MIYAKAWA,
2003; ORITO, 2001). O subtipo puro do VHB/B, o VHB/Bj, foi descrito apenas em
populacdes do Japdo enquanto o recombinante com o VHB/C, o VHB/Ba, foi descrito na
China, Taiwan, Tailandia, Indonésia, Vietnd e Japao (SUGAUCHI, 2002).

Estudo realizado com trabalhadores imigrantes vindos da regido de Cambodia,
Laos, e Myanmar para a Tailandia, observou que o genotipo mais encontrado foi VHB/C,
seguido pelo VHB/B (SA-NGUANMOO, 2010).
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O VHB/D foi encontrado no sul da Europa, india, Africa, América do Sul e
Arébia Saudita (ABDO, 2006; MAYERAT, 1999; MIYAKAWA, 2003); o VHB/E na Africa
Subsaariana (KIDD-LJUNGGREN, 2002; PALUMBO, 2007; FORBI, 2010; DUPINAY,
2010); o VHB/F na América do Sul e América Central (NAUMANN, 1993;
TELENTA,1997); o VHB/G foi encontrado, recentemente, em mais de 10% dos casos
diagnosticados nos Estados Unidos e na Franga (STUYVER, 2000) enquanto o VHB/H foi
descrito na Nicardgua, México e Califérnia (ARAUZ-RUIZ, 2002; RIBEIRO, 2006) (Figura
3).
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Figura 3. Predominancia dos genoétipos do VHB no mundo

Em estudo multicéntrico realizado nos Estados Unidos, foi encontrada alta
correlacdo entre os gendtipos com a etnia da populacdo. O VHB/A foi mais prevalente entre
os brancos e negros enquanto o VHB/B e VHB/C foram mais comuns nos pacientes de
origem asiatica. O genotipo mais encontrado nos pacientes que nasceram nos Estados Unidos,
Europa, Extremo Oriente e Sudeste Asiatico foi, respectivamente, o A, D, C, e B (CHU,
2003).

O Brasil também apresenta uma grande miscigenacdo racial. Talvez por isso,
ocorra também uma diferenca na distribuicdo dos genotipos do VHB em diferentes regides

geogréficas. Os genotipos A, D e F sdo os mais predominantes no Brasil (MELO, 2007).
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Os estudos detectaram o VHB/A (50%), VHB/D (46,6%) e VHB/F (3,8%) no Rio
de Janeiro (MORAES, 1996). Estes mesmos gendtipos foram encontrados em pacientes de
hemodialise em Santa Catarina, com predominancia do VHB/D (CARRILHO, 2004). No Para
houve predominio do VHB/A (89,1%), seguido pelos genétipos F (8,7%) e D (2,2%)
(CONDE, 2004).

Em S&o Paulo, foram encontrados o VHB/A (49,5%), VHB/B (2,9%), VHB/C
(13,6%), VHB/D (24,3%) e VHB/F(9,7%) em pacientes com hepatite cronica. O VHB/B e o
VHB/C foram os mais frequientes nos pacientes de origem asiatica, enquanto que o VHB/A,
VHB/D e VHB/F foram encontrados, quase que exclusivamente, em pacientes de ascendéncia
ocidental (SITNIK, 2004).

Em Campinas, o VHB/A também foi o mais prevalente (55%), seguido pelo
VHB/D (38%), VHB/ F (4%) e VHB/C (3%) (TORNETTO, 2009). No entanto, estudo
realizado com doadores de sangue em Ribeirdo Preto, demonstrou a prevaléncia de genotipo
D, seguido pelo gendtipo A (HADDAD, 2010).

Em analise de 114 pacientes com hepatite B cronica na cidade de Salvador, foram
encontrados o VHB/A, VHB/B e VHB/F com predominancia do VHB/A (RIBEIRO, 2006).

Na regido Amazénica, foi encontrado apenas o VHB/F em indios de tribos que
ndo tinham contato com brancos. Ja nas tribos em que este contato era frequente foi
encontrado o VHB/A (BERTOLINI, 2000).

Outros estudos sugerem uma mudanca no perfil genotipico desta populacéo,
possivelmente, decorrente das migracdes para a Amazoénia que se iniciaram no final do século
XIX. Isto se refletiria na predominancia do VHB/A (81,81%) sobre o VHB/F (13,63%) nos
nativos desta regido (VICTORIA, 2008).

Melo et al (2007), avaliando candidatos a doadores de sangue nas cinco regides
brasileiras, encontraram os genétipos A, D e F com distribuicdo variavel de acordo com a

regido (Figura 4).
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Figura 4. Distribui¢do dos gendtipos no Brasil (MELO, 2007).

A predominancia do geno6tipo D na regido Sul pode estar relacionada a imigracao

de pessoas da Europa Central para essa regido.

Em relacdo ao gendtipo A, 90,2% correspondia ao subtipo Aa podendo estar
relacionado ao grande influxo de africanos para o Brasil durante a colonizagdo. Ao contrario
do previsto, 0 VHB/F foi encontrado em pequena parte da populacdo brasileira (13%) até
mesmo na regido norte do pais onde era esperada maior incidéncia desse genotipo pela

influéncia da populacéo indigena (MELO, 2007).

3.6. CORRELACOES ENTRE GENOTIPO VIRAL E CARACTERISTICAS

CLINICAS E VIROLOGICAS

As relacdes entre o genotipo viral e as manifestacdes clinicas e viroldgicas da
hepatite B ainda ndo foram bem estabelecidas (KIDD-LJUNGGREN, 2002).
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3.6.1. Genotipo e as mutagdes

Alguns estudos tém demonstrado relagdo entre os gendtipos do VHB com
mutacOes nas regides precore e core que levam a uma inibicdo na produgdo do AgHBe
(GRANDJACQUES, 2000).

Em estudo multicéntrico realizado com pacientes portadores dos genétipos A ao
H, o VHB/A e o VHB/C foram os mais relacionados a presenca do AgHBe (CHU, 2003).

A principal mutacdo relacionada a producdo deste antigeno é a substituicdo de
uma base G por uma A na posicao 1896 (G1896A) criando um stop c6don prematuro (CHAN,
1999; LINDH, 1997; YOO, 2003). Essa mutacdo € mais frequente nos genotipos B, D e E,
sendo menos encontrada nos genotipos C e F e rara no A (LINDH, 1997; TANAKA, 2004;
YOO, 2003) (Figura 5).
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Figura.5. Sequenciamento e locacdo da mutacdo dos aminoacidos TA e A1896
(CHAN,1999)

Estudos mostram que o VHB/A, geralmente, apresenta uma base C no nucleotideo
1858, formando, portanto, ligacGes mais estaveis com a base G da posi¢do 1896 reduzindo,

por isso, a incidéncia das mutac6es na regido precore (LINDH, 1997).

A regido precore e core foram sequenciadas na populacdo de UAE, sendo
gendtipo D o mais prevalente (79.5%), seguido pelo genédtipo A (18.2%) e C (2.3%).
(ALFARESI, 2010).
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J& 0 VHBJ/C apresenta cadeias heterogéneas, com aminoacidos T (T1858) ou C
(C1858) na posicdo 1858, variando de acordo com a regido geogréfica. (YOO, 2003; CHAN,
1999).

A mutacio G1896A é mais prevalente na Asia e paises mediterraneos onde 0s
gendtipos B, C e D sdo os mais prevalentes (LINDH, 1997; RODRIGUEZ, 1995; YOO,
2003) e rara nos paises da América do Norte e Europa, onde predominam o VHB/A (LINDH,
1997; MANGIA, 1996).

No Brasil, 0 T1858 esteve presente em todos 0s pacientes com gen6tipos B, C e D
sendo menos frequente no gendtipo F (30%) e A (10%). No entanto, mesmo com essa
alteracdo, a presenca de mutantes precore ndo foi frequente, sendo mais encontrada nos
genotipos B (33,3%) e C (23,1%) (SITNIK, 2004).

Lok et al (1995) mostraram que, pacientes infectados por genotipos que tinham
C1858, aparentemente, apresentavam clareamento do AgHBe semelhantes aqueles infectados

por gendtipos que tinham T1858.

Né&o foi encontrada relacdo entre a mutacdo G1896A com a atividade da doenca
hepatica (MANGIA , 1996; YOO, 2003).

Outra alteragdo que leva a diminuicdo da transcricdio do RNA precore
ocasionando uma menor producdo do AgHBe, ocorre pela dupla mutacdo da base A paraa T
na posicao 1762 e da base G para a A na posi¢do 1764. In vitro, essa alteracao foi relacionada
a maior producdo viral (BUCKWOLD, 1996).

A relacdo dos gendtipos com essa mutacdo ainda é incerta (MIYAKAWA, 2003).
Alguns estudos controversos mostraram maior prevaléncia no VHB/C quando comparado
com o VHB/B (KAO, 2003; LINDH, 1999; ORITO, 2001B; SUMI, 2003). Os portadores
dessa alteracdo, independente do genotipo, apresentavam lesdo hepética mais avancada, com
risco aumentado para o desenvolvimento do CHC, contudo, sem correlacdo com o AgHBe
(BAPTISTA,1999; KAO, 2003; LINDH, 1999; ORITO, 2001B)
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Comparando os subgenétipos VHB/Ba, genotipo recombinante com o VHB/C,
com o VHB/Bj, a mutagdo dupla no promotor do core (T1762/A1764) foi predominante no
VHB/Ba. Entretanto, em pacientes maiores de 30 anos, o AgHBe foi mais prevalente no
subtipo HBV/Ba (SUGAUCHI, 2003).

Em relagcdo aos subgendétipos VHB/Ae e VHB/Aa, a mutacdo T1762/A1764 foi
significativamente mais frequente no VHB/Aa que no VHB/Ae (SUGAUSHI, 2004,
TANAKA, 2004). Essa mutacdo foi menos prevalente no VHB/D quando comparado com o
VHB/A (TANAKA, 2004).

3.6.2 Genotipo e manifestacdes clinicas da hepatite B
Em relacdo as manifestacdes clinicas causadas pelos diferentes gendtipos, alguns
estudos fazem comparag6es entre os achados encontrados em pacientes com o VHB/A versus

portadores do VHB/D e de pacientes infectados pelo VHB/B versus o VHB/C.

Gendtipo A versus Gendtipo D (Tabela 1)

Os gendtipos A e D sdo os mais freqilentes na india, e alguns paises da Europa,
América do Sul e Africa. Alguns estudos observacionais relacionaram esses gendtipos com as
alteracdes agudas e cronicas da hepatite B (MAYERAT, 1999).

Um estudo comparando a prevaléncia desses genotipos em pacientes com doenca
crénica e aguda encontraram predominio do VHB/A em doentes crénicos enquanto o VHB/D
foi o predominante na doenca aguda (MAYERAT, 1999). Outros estudos encontraram
resultados semelhantes (LYRA, 2005; RIBEIRO, 2006; PEZZANO, 2010).

Nestes estudos, os autores cogitaram a hipotese que o VHB/A teria menor
capacidade que o VHB/D de induzir a resposta imunoldgica apresentando, consequentemente,
manifestacdes agudas mais silenciosas e menor capacidade em realizar o clearence imune,
aumentando, portanto, o risco de hepatite crénica em portadores do VHB/A (MAYERAT,
1999; RIBEIRO, 2006).



33

Contraditoriamente, um estudo retrospectivo realizado no Japéo, onde o VHB/B e
VHB/C s&o os mais prevalentes, foi encontrada prevaléncia do VHB/A em pacientes com
infeccdo aguda (SUZUKI, 2005).

Alguns autores tentam também relacionar os gendtipos com manifestacdes graves
da hepatite B como a CH e o CHC apresentando resultados ainda conflitantes (BAIG, 2007,
KUMAR, 2005; TAKUR, 2002).

O VHBI/A foi associado a niveis mais elevados de ALT e maior positividade do
AgHBe quando comparado com o0 VHB/D (KUMAR, 2005). A carga viral foi mais baixa no
VHB/A quando comparado ao VHB/D (TANAKA, 2004).

Portadores cronicos do VHB/A apresentavam remissdao bioquimica sustentada
mais prolongada e maior clearence do HBV-DNA que os pacientes com VHB/D e VHB/F. O
clearence do AgHBs também foi maior no VHB/A que no VHB/D (SANCHEZ,
2002;WANG, 2010).

O grau de fibrose foi mais elevado nos pacientes com VHB/F (3,0) quando
comparados com o VHB/A (2,4), VHB/D (2,0) e VHB/C (1,0) embora sem diferenca
estatistica significante (p=0,1148) (TONETTO, 2009).

Em relacdo ao prognostico, os pacientes com VHB/F apresentaram maiores
indices de mortalidade relacionada a doenca hepatica que o VHB/A e VHB/D (SANCHEZ,
2002).



Quadro 1. Correlagdes entre os Genotipos A, D e F e caracteristicas clinicas e viroldgicas

da Hepatite B.

Manifestacgdes | A D F Referéncias Bibliogréaficas
Clinicas
Mutacao Rara Mais - LINDH,1997; SITNIK, 2004;
G1896A frequente TANAKA,2004; YOO 2003
Mutacio Mais Menos -
TANAKA,2004
dupla frequente | frequente
AGHB Mais Menos | Maior | CHU,2003; KUMAR,2005; SANCHEZ,
gHBe
frequente | frequente | VHB/A | 2002
Niveis Niveis NS*
ALT KUMAR,2005; * SANCHEZ, 2002
elevados | menores
_ Niveis Niveis NS* TANAKA2004; * SANCHEZ, 2002;
Carga viral
menores | elevados RIBEIRO, 2006,
Hepatite Menos Mais -
MAYERAT, 1999; RIBEIRO, 2006
aguda frequente | frequente
Cirrose BAIG, 2007; KUMAR,2005; TAKUR,2002;
*
hepatica Controverso NS TONETTO,2009 ; * SANCHEZ, 2002
Carcinoma Menos Mais NS* BAIG, 2007; TAKUR,2002; * SANCHEZ,
Hepatocelular | frequente | frequente 2002
Progndstico Melhor | Melhor | Pior SANCHEZ, 2002

* NS- ndo significativo

Estudos mostram diferentes manifestacdes clinicas do VHB/A baseadas em seus
subtipos: o africano (VHB/Aa) e o europeu (VHB/Ae) (HASEGAWA, 2004; KIMBI, 2004;
SUGASHI, 2004; TANAKA, 2004) (Tabela2).

Em estudo caso-controle, comparando grupos portadores do VHB/Aa, VHB/Ae e
VHB/D, encontrou-se menor prevaléncia do AgHBe em portadores do VHB/Aa (31%)
quando comparados com o VHB/Ae (49%) (p=0.033). Os niveis séricos do VHB-DNA
também foram menores nos portadores do VHB/Aa. (TANAKA, 2004).
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Estudos observacionais realizados em paises africanos mostraram que menos de
5% dos pacientes infectados pelo VHB apresentam AgHBe positivo e que estes pacientes
apresentavam, concomitantemente, baixos niveis sericos do VHB-DNA (DUSHEIKO, 1985;
KRAMVIS, 1997). Por outro lado, em estudos europeus, a maioria dos pacientes portadores
do VHB apresentam AgHBe reagente (ERHARDT, 2000; SANCHEZ, 2002). Essa
divergéncia talvez venha a ser elucidada ap6s analise genotipica.

Quadro 2. Correlagdes entre os Gendtipos A e caracteristicas clinicas e virologicas da
Hepatite B

Manifestacoes Aa Ae Referéncia
Clinicas
3 Mais Menos
Mutacéo dupla SUGAUSHI, 2004; TANAKA, 2004

frequente | frequente

] DUSHEIKO, 1985: KRAMVIS, 1997;
Menos Mais

AgHBe ; ‘ ERHARDT,2000:; HASEGAWA, 2004;
requente requente SANCHEZ,2002; TANAKA, 2004

Niveis Niveis DUSHEIKO, 1985 KRAMVIS, 1997

Carga viral
menores elevados | TANAKA,2004

Kurbanov et al (2005), analisando a populacdo de Camardes, identificaram o
VHB/Ac, VHB/Aa e VHBJ/E. Assim como descrito para o VHB/Aa (DUSHEIKO, 1985;
KRAMVIS, 1997; TANAKA,2004), esses pacientes também apresentaram seroconversdo
precoce do AgHBe (KURBANOV,2005).

Gendtipo B versus Genétipo C (Tabela 3)

Dos 350 milhdes de infectados pelo VHB, aproximadamente dois tercos estdo no
continente asiatico onde os genoétipos B e C sdo predominantes (MIYAKAWA, 2003). Por
isso, estudos de coorte prospectiva, multicéntricos, comparam as diferentes manifestacdes
clinicas relacionadas com esses gendtipos, apresentando evidéncias menos conflitantes do que

as envolvidas nas manifestacdes dos genotipos A e D.

Grande parte dos estudos indica que o VHB/C é mais prevalente nos pacientes
portadores de lesdo hepética crénica grave, indicando que este gendtipo induz lesdes mais
severas que o VHB/B (CHAN, 2003; ISHIKAWA, 2002; KAO, 2000; LINDH, 1999;
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NAKAYOSHI, 2003; ORITO, 2001; SUGAUSHI, 2002; SUMI, 2003; TANGKIJAVANICH,
2005; YOU, 2008).

No entanto, a relacdo entre os gendétipos e o desenvolvimento do CHC ainda €
incerta. Em grande parte dos estudos, a predominancia do CHC nos gendtipos B e C variou de
acordo com o gen6tipo dominante da regido geografica estudada (KAO, 2000; ORITO, 2001;
CHAN, 2003; SUGAUCHI, 2002; SUMI, 2003; TANGKIJAVANICH, 2005; YOU, 2008).
Mesmo assim, nem todos os estudos mostraram resultados semelhantes (ISHIKAWA, 2002;
NAKAYOSHI, 2003).

Essas diferengas na carcinogénese do VHB/B poderiam ser justificadas também
pelas diferencas nos subtipos do VHB/B no Japdo (VHB/Bj) e em outras regides da Asia
(VHB/Ba) que poderiam levar a manifestagdes clinicas distintas (ORITO, 2003).

Além disso, o VHB/C também pode ser relacionado com a maior capacidade
inflamatdria. Pacientes infectados pelo VHB/C apresentam niveis séricos mais elevados de
ALT, de HBV-DNA e de AgHBe quando comparados com os portadores do VHB/B
(ISHIKAWA, 2002; LINDH, 1999; ORITO, 2001; SUGACHI, 2002; SUGAUCHI, 2002B;
SUMI, 2003).

O genotipo C também foi relacionado a multiplos episddios de exacerbacdo aguda
sem conversdo do AgHBe (KAO, 2002 B).

Imamura et al (2003), no Japdo, encontraram maior expressdo do VHB/B em
pacientes portadores de manifestacdes agudas do VHB quando comparados com os portadores
crénicos da doenca (39% versus 11,7%, p<0,001). Esse genotipo foi ainda mais prevalente
nos portadores de lesdo hepatica aguda grave quando comparados com os afetados por formas
limitadas (62,5% versus 31,1% p=0,027).
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Quadro 3. Correlagbes entre os Genotipos B e C e caracteristicas clinicas e viroldgicas
da Hepatite B

Manifestacoes o
. B C Referéncia
Clinicas

x Mais Menos LINDH,1997; SITNIK, 2004; TANAKA,2004; YOO
Mutacdo G1896A )
frequente | freqliente | 2003

. Menos Mais KAO, 2003; LINDH, 1999; ORITO,2001B;
Mutacéo dupla i
frequente | freqliente | SUMI,2003

CHU,2003; ISHIKAWA, 2002; LINDH,1999:
Menos Mais FURUSYO, 2002; ORITO,2001; SUGACHI, 2002;

AgHBe
g frequente freq[jente SUGAUCHI, 2002B; SUMI,2003; NAKAYOSHI,
2003; TANGKIJAVANICH, 2005; ZENG 2005
ALT Niveis Niveis ISHIKAWA, 2002; LINDH, 1999; SUGAUCHI, 2002;
menores elevados TANGKIJAVANICH, 2005
_ Niveis Niveis ISHIKAWA, 2002; LINDH,1999; ORITO,2001;
Carga viral
menores elevados SUGACHI, 2002; SUGAUCHI, 2002B; SUMI,2003
) Mais Menos
Hepatite aguda ) IMAMURA, 2003.
frequente | freqliente
Portadores Mais Menos
) . ) ISHIKAWA, 2002; KAO, 2000; SUGAUSHI,2002
assintomaticos frequente | frequente
CHAN, 2003; ISHIKAWA, 2002; KAO, 2000;
) L. Menos Mais LINDH, 1999; NAKAYOSHI, 2003; ORITO, 2001;
Cirrose hepatica
frequente | freqliente | SUGAUSHI, 2002; SUMI,2003;

TANGKIJAVANICH,2005

KAO, 2000; ORITO,2001; ORITO,2003; CHAN,2003;
Carcinoma SUGAUCHI,2002; SUMI,2003;
Controverso
Hepatocelular TANGKIJAVANICH,2005;  ISHIKAWA,  2002;

NAKAYOSHI, 2003
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3.7. GENOTIPOS E RESPOSTA AO TRATAMENTO

Muitos estudos também relacionam os gendtipos com diferentes respostas ao
tratamento com antivirais (RONCALO, 2008; COOKSLEY, 2010).

Os candidatos ao tratamento para hepatite B s&o os pacientes com AgHBs positivo
por mais de 6 meses, com indicadores de replicagdo viral (AgHBe positivo ou VHB-DNA
acima de 10.000 cdpias/ml), ALT elevada e atividade necroinflamatéria na biopsia hepatica
(CHENQUER, 2006; L1U, 2005).

Os pacientes que respondem bem ao tratamento, em geral, apresentam altos niveis
de ALT e baixos niveis de VHB-DNA.

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o Tratamento da
Hepatite Viral Crbnica B e Coinfeccbes de 2009, ha evidencias de que a resposta ao
tratamento e a evolucdo para hepatite crénica variam em funcdo desses gendtipos, vez que
alguns deles apresentam melhor resposta ao interferon,como o A e o B. Por outro lado, os
genotipos C e F estdo relacionados a maiores riscos de carcinogénese. Todavia, no momento,
0s genotipos do VHB ainda ndo sdo utilizados na rotina clinica para tomada de decisdo

terapéutica.

Os tratamentos utilizados para 0 VHB s&o o interferon alfa (IFN-a), lamivudina
(LAM), adefovir (ADE) e entecavir (ETE). O IFN-a € o principal tratamento para o VHB,
entretanto, sua taxa de atividade € de apenas 30 a 40% (VAN DER EIJK, 2006).

O Protocolo para tratamento de HBV crbnica preconiza que a fase de
Imunoclearance seja o melhor momento para tratamento dentro dos critérios de inclusao

descritos, devido a elevacdo das transaminases e presenca de HBeAg reagente.

Estudos mostram que o VHB/A e o VHB/B apresentaram melhor resposta ao

tratamento com IFN-o que 0s outros genotipos.
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Avaliando resposta sustentada (seis meses apds o tratamento) em pacientes
portadores dos genotipos A e D, a resposta ao IFNa foi maior no HBV/A que no VHB/D
(49% versus 26%, p<0,005). Esse diferenca foi encontrada tanto nos pacientes com AgHBe
positivos, resposta sustentada em 42% do VHB/A versus 24% no VHB/D (p<0.03), quanto
nos AgHBe negativos, 59% no VHB/A e 29% no VHB/D, (p<0.05). (ERHARDT, 2005).

Em estudo realizado apenas com pacientes AgHBe negativo, houve maior
resposta ao IFN nos pacientes com VHB/A (70%) quando comparados com 0s pacientes com
VHB/D ou VHBJ/E (40%). A resposta foi independente do nivel de VHB-DNA pre-tratamento
e das doses do IFN (ZHANG, 1996). Analisando pacientes com AgHBe positivo, 0s
portadores do VHB/A também apresentaram maior resposta ao IFN-a que o VHB/D (33%
versus 11%, p=0,002) (HOU, 2001).

Gerner et al (1998) relataram mudanga do genétipo A para o D em algumas

criancas apods seroconversao do AgHBe com uso de IFN-a.

Em estudo multicéntrico, os genotipos A (47%) e B (44%) apresentaram melhor
resposta ao interferon peguilado que o C (28%) e 0 D (25%) (p=0.01) (JANSSEN, 2005).

Entretanto, um estudo com 814 pacientes ndo encontrou diferenca significativa na
resposta ao tratamento com peguilado, nos diferentes genotipos. Os autores justificam o

achado pela pequena incidéncia dos genotipos A e D no grupo (LAU, 2005).

Um estudo com poucos pacientes com VHB/D sugeriu que esses pacientes,
aparentemente, apresentam melhor resposta a terapia combinada com interferon peguilado
com lamivudina que os portadores do mesmo genotipo em uso de monoterapia. Esse beneficio

ndo foi encontrado em outros gendtipos (BONINO, 2007).

No entanto, o gendtipo D (ayw) apresentou maior resposta a lamivudina com
maior diminuicdo nos niveis do VHB-DNA no primeiro ano de tratamento que o VHB/A
(adw). Ja Buti et al (2002) encontraram resposta semelhantes com o uso da lamivudina nos

gendtipos A e D.
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O genotipo A(adw) apresentou maior resisténcia a lamivudina que o VHB/D
(ayw) e a resisténcia a lamivudina no VHB/A surgiu em estagios mais precoces do tratamento
(ZOLLNER, 2001). Entretanto, Buti et al (2002) encontraram maior resisténcia a lamivudina
no VHB/A versus VHB/D apenas no primeiro ano de tratamento.
Quadro 4. Diferencas terapéuticas em pacientes com AgHBe positivo portadores de
hepatite B cronica: Comparacao entre os genotipos A e D. (Adaptado, LIU, 2005).

Gendtipos do VHB || Nivel de evidéncia
O N I
Resposta a interferon D
Resposta a interferon peguilado E
Resposta a lamivudina D
Falha apds descontinuamento da lamivudina :
Resisténcia a lamivudina D
W‘ ’W ’Hli

(BONINO, 2007; BUTI, 2002; ERHARDT, 2005; HOU, 2001; JANSEN, 2005; LURIE, 2000;
WESTLAND, 2003; ZOLLNER, 2001)

Em estudo retrospectivo comparando o VHB/B com o VHB/C, a resposta ao
tratamento com IFN-a foi atingida em 39% dos pacientes com VHB/B e 17% do VHB/C
(p=0.03). No grupo controle, em uso de placebo, 10% dos VHB/B e 8% do VHB/C
apresentaram clearence espontaneo do AgHBe (p= 0.88). Em analise multivariada, o VHB/B,
niveis elevados de ALT e baixos niveis de VHB-DNA pré-tratamento foram fatores
independentes associados a resposta antiviral, sem significancia, no entanto, do tratamento
com I[FN o (WAL, 2002).

Ma et al (2007), avaliando a resposta ao IFN-a em pacientes com gendtipos B, C
e D, também encontraram resposta significativamente melhor nos pacientes com VHB/B
(56%) que nos pacientes VHB/C (25,6%) e VHB/D (31,3%). A resposta completa ao IFN-a
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foi encontrada apenas em portadores do VHB/B. A taxa de seroconversdo do antigeno e
induzida pelo IFNo foi significativamente mais elevada no VHB/B.

Os niveis de VHB-DNA foram significativamente mais elevados nos portadores
do VHB/C que no VHB/B e VHB/D, assim como a incidéncia de mutacGes, podendo
justificar a baixa resposta ao IFNo desse gen6tipo (MA, 2007). Outro estudo também mostra
melhor resposta ao IFN no VHB/B quando comparado ao VHB/C (KAO, 2000B).

Em relacdo ao tratamento com lamivudina, o VHB/B também apresentou melhor
resposta virolégica que o VHB/C. Entretanto, os dois genotipos apresentam riscos
semelhantes de desenvolver resisténcia ap6s um ano de tratamento (KAO, 2002). Ja Chang et
al (2003) ndo encontraram influéncia dos genotipos B e C na resposta a lamivudina.

Em relacdo ao adefovir e o0 entecavir, ainda ndo foi encontrada diferenca
significativa na resposta antiviral de acordo com os gendtipos (LURIE, 2005; WESTLAND,
2003).
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Quadro 5. Diferencas terapéuticas em pacientes com AgHBe positivo portadores de
hepatite B crénica: Comparagao entre os genoétipos B e C. (Adaptado, LI1U, 2005)

Gendtipos do VHB || Nivel de evidéncia
N I I
Falha apds descontinuamento da lamivudina -2
Resisténcia a lamivudina -2
Respostaaerﬂeca\/ir—‘ ’W‘ ‘Hli

(BONINO, 2007; CHANG, 2003; JANSEN, 2005; KAO, 200B; LURIE, 2005; MA 2007; WAI, 2002;
WESTLAND, 2003)

JUSTIFICATIVA

Devido aos questionamentos sobre a importancia entre a relacdo da gravidade da
doenca e 0 seu genotipo, a escassez de estudos no Nordeste, e auséncia de estudos no Estado

de Sergipe, optamos pela realizacdo desta pesquisa.
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4.0 CASUISTICA E METODOS

Foi realizado um estudo com pacientes portadores de Hepatite B crbnica em
acompanhamento regular no Servico de Hepatologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe.

4.1 TIPO DE ESTUDO
Estudo transversal.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

A pesquisa foi realizada no Servi¢co de Hepatologia do Hospital Universitario (HU-
UFS) da Universidade Federal de Sergipe, sendo o HU-UFS o Unico servico especializado de

referéncia no Estado.

Os exames laboratoriais foram realizado no Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital Universitario da Universidade de Sergipe; a analise das biopsias foi realizada no
Laboratorio de Patologia do HU-UFS e a analise molecular das amostras foi realizada no
Laboratorio de Investigacdo Médica — LIMO7, Gastro LBM, na Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo — USP.

4.3 POPULACAO ALVO

O estudo teve como populacdo alvo, pacientes portadores de Hepatite B cronica,
acompanhados regularmente pela equipe médica do Ambulatério de Hepatologia do Hospital

Universitario da Universidade de Sergipe em Aracaju - SE.

A pesquisa foi realizada através da analise dos prontuarios dos pacientes selecionados;
da andlise do material extraido de biopsia hepatica no Laboratorio de Patologia do HU; e da

realizacdo do PCR para amplificagdo viral e posterior seqiienciamento no Laboratorio de
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Investigagdo Médica — LIMO7, Gastro LBM, na Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo — USP.

Foram selecionados 97 pacientes com AgHBs positivo e sinais de replicacdo viral,
onde foram coletados dos prontudrios destes os seguintes dados: AgHBs, AgHBe, Anti-HBe,
Testes bioquimicos (ALT, AST, GGT, FA, Albumina, Bilirrubinas), Pesquisa sérica
quantitativa do DNA-VHB e bidpsia hepatica quando indicada pelo médico responsavel. De
acordo com as indicac¢des clinicas 72,1% foram submetidos a bipsia hepatica.

A duracdo da selecdo foi de Janeiro de 2008 a Setembro de 20009.

AgHBs positivo
(97 pacientes)
Sinaisde replicagaoviral

(59 pacientes)

AgHBe reagente VHB-DNA detectavel
(20 pacientes) (39 pacientes)
Amplificacado do DNA viral l

Seroconversao
ou VHB-DNA baixa
54 pacientes

Genotipagem

(43 pacientes)

4.4 CRITERIOS DE INCLUSAO:

e Idade igual ou superior a 18 anos ao tempo de coleta de dados;

e Ser acompanhado regularmente no ambulatorio do Servico de Hepatologia do
Hospital da Universidade Federal de Sergipe;

e Ser portador cronico de AgHBs por mais de 6 meses, com carga viral detectavel,

independentemente do resultado do sistema “e” (AgHBe ou AntiHBe positivo ou negativo).
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4.5 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Sergipe sob o CAAE 0012.0.107.000-09. Os
potenciais participantes foram convidados a participar deste estudo. Os objetivos do estudo
foram apresentados aos pacientes e com a concordancia dos mesmos, 0 termo de
consentimento pos-esclarecido foi assinado pelo paciente e pesquisador, conforme a
Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Este estudo foi realizado respeitando as

normas éticas e os preceitos da Declaracdo de Helsinque de 1975.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Em relacdo a analise estatistica, as variaveis qualitativas foram apresentadas através de
frequiéncias e percentuais. Para associacdo dos dados, foram utilizados o teste quiquadrado e a
correlacdo de Pearson. O p sO foi considerado significativo quando menor ou igual a 0,05
(p<0,05) Para a execucdo desta tarefa, foi utilizado o programa Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) para Windows na verséo 13.0.

4.7 ANALISE LABORATORIAL

Os testes imunoldgicos foram realizados no Laboratorio de Analises Clinicas do HU-
UFS através do método de Meia (Microparticle enzyme-immunoassay), no aparelho da
ABBOTT®, modelo AXSYM. J4 a pesquisa sérica quantitativa do VVHB foi realizada no

LACEN, em aparelho modelo Cobas, da marca Roche®, utilizando o método de TagMan.

A pesquisa sérica quantitativa do VHB foi realizada no LACEN , no aparelho modelo

Cobas, da marca Roche, utilizando o método de TagMan.

Os materiais extraidos das bidpsias hepéaticas foram analisados no Laboratdrio de
Patologia do Hospital Universitario da Universidade de Sergipe. Os fragmentos das biopsias

hepéaticas foram fixados em formol a 10%, processados com alcool e xilol, incluidos em
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parafina e secionados em cortes de 3-5um de espessura. Estes foram corados pela
hematoxilina-eosina, tricomio de Masson, Reticulina e Perls. A analise histolégica incluiu
aspectos qualitativos e quantitativos das seguintes alteragdes morfoldgicas: fibrose e atividade
inflamatoria baseados na classificagdo Metavir.

Foram selecionadas 97 amostras de soro, sendo estas fracionadas em aliquotas de
aproximadamente 2ml, devidamente identificadas, armazenadas em tubos estéreis, e
congeladas & aproximadamente -20°C. As amostras selecionadas foram transportadas em gelo
seco para o Laboratdrio de Investigacdo Médica — LIMO7, Gastro LBM, na Faculdade de
Medicina da USP, sob supervisao da Profa. Dra. Suzane Kioko Ono-Nita.

O laboratorio para amplificagdo de material genético apresenta caracteristicas
fundamentais para o sucesso do procedimento. Areas restritas para evitar contaminacdo do
material a ser amplificado e também de outras areas de uso comum. Todo o material utilizado
durante amplificacdo é esteril, como bancadas, luvas, pipetas, ponteiras e vidrarias evitando

com isso amplificacdo de material cruzado.

Foi necessaria a utilizacdo de capela de fluxo laminar antes mesmo da amplificacéo e
extracdo do material. Em individuos normais a quantidade de DNA presente no soro ou
plasma € pequeno, porém suficiente para a realizacdo de PCR. Em diferentes diagnosticos,
como por exemplo, cancer, doencas auto imunes e infecgdes virais ou bacterianas esta
quantidade de DNA circulante pode aumentar sensivelmente (BARTLETT & STILING,
2003).

4.7.1 Extracdo de DNA viral

O DNA viral foi extraido de acordo com o QIAmp® DNA Blood mini kit (Qiagen,
Alemanha). Em resumo, 200 microlitros (L) de soro equilibrado em temperatura ambiente
foram adicionados a um microtubo ( Axygen ) de 1,5 militros (ml) contendo 20 pL de
proteinase K. A seguir adiciona-se 200 pL de buffer AL e mistura-se por agitacdo em vortex
(Vortexgene, USA) por 15 segundos. Incubados a 56° C por 10 minutos e ap0Os breve

centrifugacdo, adiciona-se 200 pL de etanol 100% (v/v) & amostra, misturando-se por
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agitacdo. Novamente, ap0s breve centrifugacdo, transfere-se a mistura a coluna de
centrifugacdo e centrifuga-se por 1 min a 5.900g (centrifuga Eppendorf modelo 5415R,
Alemanha). Transferida a coluna para novo tubo coletor de 2 ml, adiciona-se 500 pL de buffer
AWL1 e centrifuga-se a 5.900g porl min. Adiciona-se 500 pL de buffer AW2 e entdo
centrifuga-se a 16.000g por 3 min. Transferida a coluna para um microtubo de 1,5 ml e
adiciona-se 100 pL de buffer AE. Por fim, a amostra € incubada a temperatura ambiente por 5
minutos e centrifugada a 5.900g por 1 min. O DNA obtido, de acordo com o fabricante € livre

de proteinas, nucleases e outros contaminantes e inibidores.

4.7.2 Desenho dos iniciadores

Foi utilizado um conjunto de iniciadores que amplificam seletivamente a regido do gene

S do virus da hepatite tipo B.

Para amplificacdo de um segmento de 418 pb no gene S foram utilizados os seguintes

iniciadores:

VHBgeneS -D: 5 TCTAGACTCGTGGTGGACTTCT 3’
VHBgeneS —-R1 :5° AGTGGGCCTCAGTCCGTTTCT 3,

VHBgeneS —-R2 5" AGTGGGCCTCAGCCCGTTTCT 3.

Dois iniciadores reversos foram necessarios devido a regido codificadora do gene S ser

muito variavel para a genotipagem.
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A sequéncia completa da proteina S encontra-se no geneBank ( National Center of
Biothecnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sob o cddigo AF363961.

Polimerase

AF

Figura 6. Esquema do DNA genémico do VHB. Localizacdo dos iniciadores
utilizados no gene S. HBV_F_TR iniciador direto do PCR em tempo real, HBV_S_ TR sonda
5"FAM- MGB para o PCR em tempo real, HBV_S _F iniciador direto do PCR convencional
e sequenciamento, HBV_R_TR iniciador reverso do PCR em tempo real, HBV_S R1/R2

iniciadores reversos do PCR convencional e sequenciamento.

4.7.3 Amplificacdo por PCR

Foi realizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando como fita

molde o DNA viral extraido anteriormente. Foram utilizados iniciadores (Invitrogen, Carlsbad
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California) correspondentes a regido do gene S do virus (descritos acima). As reacfes de PCR

foram feitas no termociclador Mastercycler Eppendorf.

Condigdes de ciclagem:

95° C - 5 min hot start da enzima
95° C - 1 min

62°C - 1 min 35 ciclos

72°C -2 imn

Apos o fim dos 35 ciclos os produtos de PCR foram estocados a -20° C.

De acordo com o desenho do experimento, foi amplificado um fragmento de 418 pb

compreendendo uma fracdo da regido do gene S do virus.

Os resultados das amplificacdes de PCR foram identificados em gel de agarose 1,5%
utilizando como marcador 100bp DNA mass ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA) e corado com

brometo de etidio.

M Pctl Pct2 Pct3 Pct4 Pct5 Pct6 Pct7 Pct8 Pct9 Pctl0 Pctll Pctl2

M Pctl3 Pctl4 Pctl5 C- C+ M

Figura 7: Foto do gel de agarose 1,5% demonstrando amplifica¢cdes do DNA VHB.
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4.7.4 Purificacdo de fragmentos de PCR

Para purificar os fragmentos de PCR, foi utilizado o QIlAquick PCR purification kit
(Qiagen, Alemanha). Resumidamente, foi adicionado ao produto de PCR, 5 volumes da
solucdo PBI para cada volume de reacdo de PCR e colocada em uma coluna a base de silica.
Centrifugada por 1 minuto a 16.000gem temperatura ambiente. O que passou pela coluna foi
descartado e a coluna novamente colocada no tubo coletor. Em seguida, serdo aplicados 750
pl da solugdo PE no centro da coluna e essa mistura foi centrifugada a 16.000g por 1 minuto.
O que passou pela coluna foi novamente descartado e a coluna foi colocada em um microtubo
de 1,5 ml esteril. Foi adicionado na coluna, 50 ul de solucdo EB (Elution Buffer, 10mM Tris-
Cl, pH 8.5). Essa mistura foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugada a
16.000g por 1 minuto. A solucdo EB desloca o fragmento de PCR que estd na coluna de
silica. A amostra purificada foi armazenada em freezer -20° C até o momento da reacdo de

sequenciamento.

4.7.5 Eletroforese:

Eletroforese foi usada tanto para quantificacdo de DNA viral apds a purificacdo quanto
para resolver os fragmentos amplificados. Foi utilizada cuba de eletroforese horizontal
Labnet ( e gel de agarose 1.5 % (p/v) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) 12,5 cm X 12 cm em
tampao TEB 10 X (tris 108 g; 40 ml de EDTA 0,5 M e 4acido bdrico 55 g e H,O em
quantidade suficiente para 1000 ml). As corridas foram realizadas sob uma tensdo de 10
V/icm. O gel de agarose foi corado com brometo de etideo (EtBr) e fotografado utilizando
camera fotografica Olympus C 4000 (Olympus, Japdo) sob luz Ultra Violeta. Foi utilizado
marcador de peso molecular Low DNA mass ladder (Invitrogen, Carlsbad CA) para a
avaliacdo e quantificacdo de DNA viral. Para a analise do fragmento de PCR, foi utilizado
100bp DNA mass ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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4.7.6 Sequenciamento de DNA:

Os sequenciamentos dos fragmentos de PCR foram feitos com o kit DYEnamic ™ET
Terminator (GE-Healthcare , UK limited.) utilizando o sequenciador MegaBace 1000 GE-
Healthcare. A reacdo de sequenciamento foi feita no termociclador Mastercycler Eppendorf
utilizando 40 ng a 60 ng de fragmento de PCR purificado, 10 pmol de iniciador Direto e
Reverso, 4 pl de DYEnamic ET terminator premix e agua MilliQ autoclavada em quantidade
suficiente para 10 pl. As reacdes de sequenciamento foram feitas nas seguintes condices:

95° C -20 seg
50° C -15seg 5 ciclos

60° C -1 minuto

Apo0s o término dos ciclos, a reagdes foram precipitadas com 20 pl de isopropanol 80
% (v/v), e submetidas a centrifugacdo por 1.500g por 60 minutos a temperatura ambiente na
centrifuga Eppendorf modelo 5804R. O sobrenadante foi descartado por inversdao e o
precipitado foi lavado com 200 ul de etanol 70 % (v/v) e centrifugado novamente nas
mesmas condi¢des acima. O sobrenadante foi novamente descartado por inversdao e o
precipitado seco a 55° C por aproximadamente 40 minutos no termociclador Mastercycler
Eppendorf. Apos a precipitacdo, as reacdes de sequenciamento devidamente secas foram
ressuspendidas em 10 uL de loading solution buffer for ""MEGABACE (Formamida) e

levadas para sequenciar ao LIM 56 no Instituto de Medicina Tropical (IMT).

HUFS
CTCTCAATTTTCTAGGGGGATCACCCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATC
ACTCACCAACCTCCTGTCCTCCAATTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCAT
ATTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTCTTATTGGTTCTTCTGGATTATCAAGGTATGTTG
CCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCACAACAACCAGTACGGGACCCTGCAAAACCTGCACGAC
TCCTGCTCAAGGCAACTCTATGTTTCCCTCATGTTGCTGTACAAAACCTACGGACGGAAATTGCAC
CTGTATTCCCATCCCATCATCTTGGGCTTTCGCAAAATACCTATGGGAGTGGGCCTCAG

Figura 8: Sequéncia de gendétipo A
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A sequéncia determinada durante a genotipagem é langada no programa Genotyping,
sendo interpretada em um grafico que ird comparar a sequéncia encontrada com outras

previamente descritas na literatura.

210 220

190 200
TTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCACAACAACCAGT &

Figura 9: Eletroferograma da sequéncia de DNA.

Das 97 amostras que passaram pelo processo de extracdo de DNA, 43 foram

amplificadas com sucesso.
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5.0 RESULTADOS

Do total de 97 amostras de pacientes, conseguiu-se amplificar o DNA viral em 43, as
quais foram submetidas a genotipagem do VHB, sendo identificados os gendtipos A e F. O
genotipo A foi o mais frequente no grupo com 35/43 (81,4%) pacientes. Oito/43 (18,6%)
pacientes eram portadores do VHB gendtipo F. Destes, 4 sdo da mesma familia, do interior do

estado.

Houve predominio do género masculino com 29/43 pacientes (67,4%). A idade média
dos pacientes foi de 36,33 +/- 11,09 (18-57) anos.

Foi realizada analise estatistica para avaliar possivel relacdo entre o genotipo viral e
parametros laboratoriais e histoldgicos: niveis séricos de ALT, carga viral, presenca de
AgHBe e achados de atividade inflamatoria e fibrose no exame anatomo-patologico (Tabela
1). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos de gendtipos em nenhum dos parametros
avaliados. Houve maior nivel de carga viral no grupo de pacientes com geno6tipo F, apesar de

ndo apresentar significancia estatistica.

Em relacdo ao nivel de fibrose segundo critérios METAVIR, 19/31 (61,3%) foram
classificados de 0 a 1 (FO/1) e 12/31 (38,7%) F2/4. Dos pacientes com genotipo A, 15/25
(60%) apresentaram FO/1 e 10/25 (40%) F2/ 4. Do gendtipo F, 4/6 (66,7%) apresentaram FO/1
e 2/6 (33,3%) F2/4. Ndo houve diferenca significativa em relacdo aos achados no exame

anatomo-patolégico nos diferentes genotipos encontrados.
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Tabela 1. Achados laboratoriais em 43 pacientes portadores do VHB

» » Pearson Chi-
Genotipo A Genotipo F
Square
>1X 20/35 (57,1%) 5/8 (62,5%) 0,78
ALT
<1X 15/35 (42,8%) 3/8 (37,5%)
Reagente 16/35 (42,7%) 4/8 (50%) 0,82
AgHBe .
N&o reagente 19/35 (54,2%) 4/8 (50%)
<10.000 20/32 (62,5%) 2/7(28,6%)
Carga
) >10.000 12/32 (37,5%) 5/7 (71,4%) 0,101
Viral
Biopsia A0/1 13/25 (52%) 3/6 (50%) 0,93
A2/3 12/25 (48%) 3/6 (50%)
FO/1 15/25 (60%) 4/6(66,7%) 0,763
F2/4 10/25(40%) 2/6 (33,3%)

Em relacdo aos achados laboratoriais, 20/43 (46,5%) apresentaram ALT menor que

uma vez o valor de referéncia (VR) enquanto 15/43 (34,9%) apresentaram niveis de ALT

maior que uma vez 0 VR. Houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis de

ALT de acordo com a presenca do AgHBe (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacéo dos niveis sericos de ALT em relacdo a presenca de AgHBe

ALT normal ALT elevada Total
AgHBe negativo 17 (73,9%) 6 (26,1%) 23(100%)
AgHBe positivo 8 (40,0%) 12 (60,0%) 20 (100%)
P= 0,025

Em pacientes com gendétipo A, 20/35 (57,1%) apresentaram niveis séricos normais de
ALT e em 15/35 (42,8%) , esses niveis foram maiores que o VR. Ja no gendtipo F, 5/8 (62,5%)
apresentaram niveis séricos normais de ALT e 3/8 (37,5%), valores mais elevados. Apenas
um paciente/40 (2,5%) apresentou nivel sérico de ALT maior que quatro vezes o VR. Néao
houve diferenca estatisticamente significante entre os niveis de ALT nos genotipos descritos
p=0,78.
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Em relacdo a presenca do AgHBe, 20/43 (46,5%) apresentaram AgHBe reagente
enquanto 23/43 (53,5%) apresentaram AgHBe negativo. Um dos pacientes com AgHBe
positivo também apresentou o anti-HBe reagente. Dos pacientes com genétipo A, 20/32
(62,5%) apresentaram o AgHBe reagente enquanto a positividade deste marcador esteve

presente em 4/8 (50%) dos pacientes com o genotipo F.

Dos 23 pacientes AgHBe negativos, 8/23 (34,8%) apresentavam carga viral (CV)
maior que 10.000 copias/ml. Destes, 6/8 (75%) eram do gen6tipo A e 2/8 (25%) do F. Destes
pacientes apenas 2/8 (25%) apresentavam niveis séricos de ALT maiores que uma vez o VR,
um paciente do genétipo A e um do F. Em relacdo aos achados no exame anatomopatoldgico,
6/8 (75%) destes pacientes apresentaram achados de fibrose (graus 2 a 4 na classificacdo de
Metavir) e/ou atividade inflamatoria (graus 2 a 3 na classificagdo de Metavir) importante.

Sendo destes, cinco pacientes do genétipo A e um do genotipo F.

Dos 43 pacientes submetidos a identificacdo do genotipo do VHB, 39 (90,1%) foram
submetidos a avaliacdo da CV do VHB. Destes, 22/39 (56,4%) apresentaram CV menor que
10.000 copiasl/ml, 7/39 (17,9%) apresentaram CV entre 10.000 e 100.000 cépias/ml e 10/39
(25,6%) apresentaram CV maior que 100.000 copias/ml.

Trinta e dois/39 (82,05%) pacientes com gendtipo A e 7/8 (87,5%) pacientes com
gendtipo F foram avaliados quanto a CV. Dos pacientes com genotipo A, 20/32(62,5%)
apresentaram CV inferior a 10.000 cépias/ml, enquanto 12/32 (37,5%) apresentavam CV
maior que 10.000 cépias/ml. Dos portadores do genétipo F, 2/7 (28,5%) apresentaram CV
inferior a 10.000 copias/ml, enquanto 5/7 (71,4%) apresentavam CV maior que 10.000
cépias/ml. No entanto, ndo houve diferenca significativa em relacdo a CV nos diferentes

genotipos encontrados (p= 0,101).

Dos pacientes avaliados quanto a CV, 12/39 (30,8%) eram portadores inativos do

VHB (AgHBe negativo, CV menor que 10.000 copias/ml e niveis séricos de ALT normais).

De acordo com as indicacdes clinicas, 31/43 (72,1%) pacientes foram submetidos a

bidpsia hepatica por orientacdo do médico assistente.
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Quanto ao grau de atividade inflamatéria e fibrose baseados na classificagdo de
Metavir, 16/31(51,61%) apresentaram atividade inflamatéria entre 0 e 1(A0/1) enquanto
15/31 (48,4%) apresentaram atividade entre 2 e 3 (A2/3). Dos pacientes com genotipo A,
13/25 (52%) apresentaram A0/1 e 12/25 (48%) A2/3. Do gendtipo F, 3/6 (50%) apresentaram
A0/1 e 3/6 (50%) A2/3.

A relacdo entre gen6tipos e niveis de atividade e fibrose no exame anatomo-patoldgico

ndo apresentou diferencas significantes quando comparados a carga viral maior ou menor que

10.000c6pias/ml (Tabela3 e Tabela 4).

Tabela 3. Relacéo entre os genotipos, carga viral e atividade inflamatoria

CV <10.000* CVv>10.000**
Gendtipo A Genotipo Genotipo Gendtipo F
F A
Atividade 0/1 8/13(61,53%) 1/1 (100%) 4/10(40% 2/5(40%)
Atividade 2/4 5/13(38,46%) 0/1 (0%) 6/10(60% 3/5(60%)
*p=0,586
**p=0,624
Tabela 4. Relacéo entre os gendtipos, carga viral e fibrose
Gendtipo A Gendtipo F
CV <10.000* Cv>10.000** | CV <10.000* CVv>10.000**
Fibrose 0/1 | 10/13(76,9%) 4/10(40%) 1/1 (100%) 3/5 (60%)
Fibrose 2/4 | 3/13 (33,1%) 6/10 (60%) 0/1 (0%) 2/5(40%)

*P=0,653 **P= 0,896

Em relacdo a doencas associadas, apenas 1/43 (2,3%) pacientes apresentou hepatite C
associada ao genotipo F. Dois/43 (4,7%) apresentaram achados de esquistossomose em

bidpsia hepética e apresentaram gendtipo A. Dois/43 (4,7%) apresentaram sorologia positiva
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para HIV, sendo um genotipo A e outro gendtipo F. E 1/43 paciente (2,3%) evoluiu com
carcinoma hepatocelular sendo ele paciente genotipo A.
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6.0 DISCUSSAO

Em Sergipe, estado na regido Nordeste do Brasil, encontramos apenas 0s genotipos A
e F com predominéancia do genotipo A em 81,4% da populacdo avaliada. Dados semelhantes
foram obtidos em Salvador, cidade da mesma regido do Brasil, onde foram encontrados, em
pacientes com hepatite cronica, os genotipos A e F, (RIBEIRO, 2006). O genétipo D foi
descrito apenas em pacientes com hepatite aguda (LYRA, 2005) e o genétipo B em uma
paciente de origem asiatica.

Segundo o Protocolo de 2009 para Hepatite B, e de suma importéncia que
pesquisas como esta, avaliem a populacdo de pacientes de Hepatite B cronica com a
finalidade de auxiliar o Estado a estabelecer diretrizes terapéuticas nacionais e orientar os
profissionais de saude no manejo da hepatite viral crénica B e coinfeccbes, visando
estabelecer uma politica baseada nas melhores evidencias disponiveis na literatura cientifica.
Adicionalmente, possibilitar a prescricdo segura e eficaz, buscando o uso racional do arsenal
terapéutico e a melhor relagdo de custo-efetividade, de forma a garantir a sustentabilidade do

acesso universal ao tratamento.

Os gendtipos do VHB apresentam uma importante relacdo com a regido geografica.
No Brasil, ja foram descritos os genotipos A, D, F, B e C, sendo o A, D e F 0s predominantes
(CARRILHO, 2004; TONETTO, 2009). Os genotipos B e C descritos no Brasil, em geral,
foram encontrados em pacientes de origem asiatica (RIBEIRO, 2006; SITNIK, 2004).

A distribuicdo dos genotipos apresenta relacdo importante com as caracteristicas
étnicas da populacdo. Na regido Amazodnica, em tribos que ndo tinham contato com brancos,
foi encontrado, exclusivamente, o gendtipo F. Ja nas tribos em que este contato era frequente
foi encontrado também o VHB/A (BERTOLINI, 2000). Isto sugere que o gendtipo F € o
genotipo encontrado na populacdo nativa brasileira, enquanto o genétipo A pode ser
encontrado decorrente da imigracdo de negros e europeus para o Brasil, tendo em vista esse
genotipo ser o mais frequente nestes continentes (KIMBI, 2004; MAYERAT, 1999). Quatro/

8 pacientes deste estudo eram da mesma familia do interior do Estado.
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Em relacdo ao género, a maior parte dos pacientes portadores de hepatite crénica
submetidos a genotipagem era do género masculino (67,4%) da mesma forma que ja relatado
em outros estudos (ABDO, 2006; TONETTO, 2009; LINDH, 1999).

A ALT foi mais elevada nos pacientes AgHBe positivos, evidenciando a atividade de

replicacdo viral nestes pacientes (TONETTO, 2009).

No presente estudo, 53,5% dos pacientes com sinais de replicagdo viral eram
AgHBe negativos. No Brasil, a maior parte dos pacientes portadores de hepatite cronica
também apresentam AgHBe negativo (RIBEIRO, 2006).

Em estudo anterior em nosso servico, 87% dos pacientes portadores cronicos do
AgHBs foram AgHBe negativos (SANTOS, 2009). Entretanto, € possivel ter havido um viés
de selecé@o no presente estudo ja que, alguns pacientes AgHBe nédo reagentes foram excluidos
deste estudo pela impossibilidade de amplificacdo do DNA viral durante o processo de
selecao.

Em estudo caso-controle, comparando grupos de portadores do subtipo Aa e Ae
encontrou-se menor prevaléncia do AgHBe positivo em portadores do VHB/Aa (31%) quando
comparados com 0 VHB/Ae (49%) (p=0.033) (TANAKA, 2004). Estudos observacionais em
paises africanos mostraram que menos de 5% dos pacientes infectados pelo VHB
apresentavam AgHBe positivo e que estes pacientes apresentavam, concomitantemente,
baixos niveis séricos do VHB-DNA (KRAMVIS, 1997; ERHARDT, 2005). Por outro lado,
estudos europeus mostram que pacientes portadores do VHB apresentam maior taxa de
remissdo sustentada ap6s seroconversio do AgHBe (SANCHEZ-TAPIAS, 2002). Essa
divergéncia talvez venha a ser elucidada pela diferenca no padrdo do gendtipo A, genotipo

predominante nesses continentes.

A auséncia do AgHBe sugere que o subtipo africano seja 0 mais encontrado em
nosso Estado. Segundo Melo et.al. (2007), em estudo com candidatos a doadores de sangue
no Brasil, o genotipo A também foi o mais prevalente (48,5%) sendo que 0 maior parte destes

pacientes (90,2%) apresentavam o subtipo africano (Aa).

Com relacdo a carga viral, ndo houve diferenca quando levado em consideracéo o

gendtipo viral. Em Salvador, analisando portadores crénicos do VHB com genétipos A e F,
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ndo foi encontrada diferenca significante dos niveis de HBV-DNA nos diferentes genétipos.
Na Espanha, ndo houve diferenca significativa entre as cargas virais e 0s gendtipos A e F.
Contudo, os pacientes com gendtipo A apresentaram maior clearence do HBV-DNA que 0s
pacientes com VHB/D e VHB/F (SANCHEZ-TAPIAS, 2002).

Alguns estudos tém demonstrado relacdo entre os gendtipos do VHB com
mutacOes nas regibes precore que levam a uma diminuicdo na producdo do AgHBe
(GRANDJACQUES, 2000).

Evidéncias laboratoriais de infeccdo por mutantes precore (carga viral maior que
10.000 copias/ml com AgHBe ndo reagente) foram encontrados em 8/43 (18,6%) dos
pacientes, a maioria 6/8 (75%) do gendtipo A.

A relacdo entre gendtipos com atividade e fibrose no anatomopatologico néo
apresentou diferenca estatisticamente significativa. Em estudo realizado na cidade de
Campinas (TONETTO, 2009), o grau de fibrose foi mais elevado nos pacientes com VHB/F
(3,0) quando comparados com o VHBJ/A (2,4), VHB/D (2,0) e VHB/C (1) embora também
sem diferenca significante (p=0,1148).

Neste trabalho, foram descritos os genotipos A e F com predominio do gendtipo
A. No entanto, possivelmente pelo nimero de pacientes analisados, ndo foram encontradas
diferencas significantes entre os gendtipos com as manifestacdes clinicas/laboratoriais e
histoldgicas. E necessario o seguimento destes pacientes a fim de determinar se 0s genétipos
interferem na progressao da doenca e se estes sdo determinantes de mortalidade como ocorre

na hepatite C.
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7.0. CONCLUSAO

e Foram identificados apenas 0s gendtipos A e F do VHB na populacdo

estudada.

e O genotipo A foi mais prevalente (81%).

e Nao foram identificadas associacdes entre o gendtipo viral e os marcadores de

replicacdo viral AgHBe ou carga viral sérico do VHB.

e N&o foram identificadas associacfes entre o genoétipo viral e 0s niveis sericos

de ALT ou alteracdes histologicas.
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