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RESUMO 
 

Santos MDC. Caracterização genotípica dos vírus das hepatites B, C e Delta em cinco 
municípios do estado do Maranhão, Brasil [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016. 

 
Doenças virais vêm preocupando a humanidade. Algumas dessas, que afetam o fígado, são 
conhecidas como hepatites virais. Entre essas infecções temos aquelas provocadas pelos vírus 
B (HBV), C (HCV) e Delta (HDV). Essas doenças causam grande impacto para a saúde 
pública mundial. No estado do Maranhão, há poucas informações sobre o perfil molecular 
desses vírus. Assim, objetivamos caracterizar os genótipos e/ou subgenótipos (para HBV e 
HDV) e subtipos (para HCV) em cinco municípios desse estado. Um total de 3.860 e 3.845 
amostras foram triadas para HBsAg e anti-HCV, respectivamente. Aquelas positivas para 
HBsAg foram investigadas em relação a presença do anti-HD. Noventa e duas, quatro e oito 
amostras positivas para os marcadores HBsAg, anti-HCV e anti-HD foram identificadas, 
respectivamente. Essas foram submetidas à extração de DNA (HBV) e RNA (HCV e HDV) 
através de kits específicos. Para amplificar HCV e HDV, as amostras foram submetidas à 
transcrição reversa para produção do cDNA. Para amplificação dos fragmentos, foi utilizada a 
reação em cadeia da polimerase, utilizando primers e procedimentos já descritos. Os 
fragmentos obtidos foram submetidos à purificação e posteriormente sequenciados. As 
sequências obtidas foram examinadas quanto à qualidade e alinhadas com outras sequências 
publicadas para determinação dos genótipos e subgenótipos, assim como para construção de 
árvores filogenéticas. As amostras positivas para HBV DNA (50) foram classificadas: o 
subgenótipo D4 representou mais de dois terços das sequências (42/86%) seguido pelo 
subgenótipo A1 (8/14%).  Das oito amostras positivas para anti-HD, quatro tiveram HDV 
RNA detectável e foram classificadas como pertencentes ao tipo africano HDV-8. As quatro 
amostras positivas para anti-HCV não apresentaram positividade para a PCR qualitativa. O 
estado do Maranhão tem uma grande contribuição de descendentes africanos e um padrão 
particular de estabelecimento de tráfico de escravos parecido com os países caribenhos. O 
subgenótipo do HBV encontrado em dois estudos no Maranhão sustenta a hipótese de que 
algumas variantes tenham se originado na África quando comparados com os vírus circulantes 
em outros estados do Brasil, onde o subgenótipo D4 é raramente encontrado. Assim, D4 
parece ser o principal representante nessa região, enquanto A1 é o principal na região 
metropolitana. A topologia da árvore filogenética sugere que houve a introdução de uma 
única cepa do subgenótipo D4 no Maranhão, enquanto que para o subgenótipo A1 sugere-se a 
introdução de diferentes cepas. A confirmação do achado do HDV-8 em coinfecção com 
HBV- D4 confima a sugestão anterior da origem desses vírus na África. Os poucos indivíduos 
nos quais se observou positividade para o anti-HCV não apresentaram RNA detectável, o que 
sugere uma infecção pregressa já resolvida. A razão da baixa prevalência do HCV na região 
pode ser devida á introdução recente desse vírus e/ou menor frequência de meios de 
transmissão eficientes. Esse é um trabalho pioneiro no estado do Maranhão, utilizando 
amostra de base populacional, com um número representativo de indivíduos, contudo, muito 
ainda deve ser investigado em outras regiões do interior do estado, nas quais é desconhecido o 
perfil de infecção por esses vírus.  
 
Palavras-chave: Diversidade genética. Vírus da hepatite B. Vírus da hepatite C. Vírus da 
hepatite Delta. Maranhão. 
 
 



 
 

 
 
 

ABSTRACT 
 
Santos MDC. Genotypic characterization of hepatitis B, C and Delta viruses in five 
municipalities of Maranhão state, Brazil [Ph.D. thesis (Biotechnology)] São Paulo: Instituto 
de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2016.  
 
Diseases caused by viruses have been threatening mankind. Among these illnesses, viral 
hepatitis are caused by hepatitis B (HBV), C (HCV) and Delta (HDV) viruses. These 
infections represent a major universal public health concern. Data on the genetic profile of 
these viruses are scarse. Thus, we aimed to characterize genotypes and/or subgenotypes (for 
HBV and HDV) and subtypes (for HCV) in five municipalities of Maranhão, Brazil. A total 
of 3,860 and 3,845 samples were screened for HBsAg and anti-HCV, respectively. Anti-HD 
serological marker were screened in those who were positive for HBsAg. Ninety-two, eight 
and four individuals were positive for HBsAg, anti-HD and anti-HCV, respectively. 
Extractions of DNA/RNA were performed by specific kits. For HCV and HDV RNAs 
detection, extracted samples were first submitted to reverse transcription to yield cDNA. The 
genome fragments of the viruses were amplified by polymerase chain reaction with primers 
and procedures previously described. The obtained fragments were subjected to purification 
and then sequenced. All sequences were checked for quality and then aligned with other 
published sequences to determine genotype and/or subgenotypes. For HBV, phylogenetic 
reconstructions were peformed using fifty sequences. The subgenotype D4 represented more 
than two thirds of the sequences - 42 (86%); followed by subgenotype A1 - 8 (14%). Among 
the eight samples positive for anti-HD, four had detectable HDV RNA and were classified as 
HDV-8. Anti-HCV positive samples were negative for qualitative HCV PCR. The state of 
Maranhão has a great contribution of African ancestrality. Futhermore, there was a particular 
pattern of slave trade, like the Caribbean countries. The finding of HBV subgenotypes in two 
studies in Maranhão supports the hypothesis that some variants have originated in Africa 
when compared to the viruses circulating in other states of Brazil, where the subgenotype D4 
is rare. Therefore, this subgenotype seems to be the main representant of this region as 
subgenotype A1 is in the metropolitan area. The phylogenetic tree topology suggests there 
was the introduction of a single strain of subgenotype D4 in Maranhão, whereas subgenotype 
A1 had several introductions of different strains. The finding of HDV-8 in coinfection with 
HBV D4 confirms the hypothesis of origin of these viruses in Africa as earlier proposed. The 
few individuals with positive anti-HCV did not show detectable RNA, suggesting a prior 
infection already resolved. The low number of HCV infection in this region may be due to the 
recent introduction of the virus and / or to the lower frequency of efficient means of 
transmission in this population. This is a first-hand population-based study in Maranhão state 
with a representative number of individuals. Nevertheless, much remains to be investigated in 
other regions of the state where is unknown the profile of infection with these viruses. 
 

 
Keywords: Genetic diversity. Hepatitis B virus. Hepatitis C virus. Hepatitis Delta virus. 
Maranhão. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Uma visão geral 

 

Nos últimos anos, doenças provocadas por vírus, como Dengue, Chikungunya, Zika e 

ebola, por exemplo, vêm tomando conta dos noticiários em todos os meios de comunicação. 

Outras doenças também provocadas por esse tipo de microrganismo, conhecidas como 

hepatites virais, são distribuídas globalmente e apresentam características epidemiológicas, 

clínicas e laboratoriais definidas, com distinções particulares de acordo com a região 

geográfica (Brasil, 2008). Entre essas infecções temos aquelas provocadas pelos vírus B 

(HBV) e C (HCV) das hepatites. Embora essas doenças não sejam as principais discutidas nos 

meios de comunicação, ainda são muito relevantes para a saúde pública mundial, pois ambas 

possuem um amplo impacto individual, econômico e social (Beutels, 2001).  

Outro agente conhecido como vírus da hepatite delta (HDV) tem sido considerado 

importante em relação ao desenvolvimento da cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), que 

pela sua replicação persistente, aumenta a taxa de mortalidade dos indivíduos infectados 

(Romeo et al., 2009). 

A maioria dos casos letais relacionado ao câncer de fígado é provocada por hepatites 

virais, principalmente em países em desenvolvimento como é o caso do Brasil, chegando a 

números estimados anualmente de aproximadamente 600 mil a mais de 780 mil mortes em 

todo o mundo associadas com o HBV (Goldstein et al., 2005; Ott et al., 2011; World Health 

Organization, 2014a).  Estima-se que dois bilhões de pessoas já tiveram contato com o HBV 

(aproximadamente 30% da população global), sendo que 240 a 400 milhões estejam 

cronicamente infectadas por esse vírus (Goyal, Murray, 2014; Merrill, Hunter, 2011; WHO, 

2014a). Em relação ao HCV, há estimativas de 140 milhões de portadores crônicos (WHO, 

2014b). Considerando o HDV, há uma variação na distribuição geográfica, com uma 

estimativa de no mínimo 12 milhões de infectados entre os 240 milhões de portadores 

crônicos do HBV, ou seja, 5% em todo o mundo (Rizzetto, Ciancio, 2012). 

Diante do exposto, são altamente claros os prejuízos incalculáveis para os serviços de 

saúde de quaisquer países. No Brasil, no estado do Maranhão, especificamente, há poucas 

informações sobre as prevalências dessas infecções, e principalmente o estudo do perfil 

molecular desses vírus, que será o tema estudado nesta tese. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1  Hepatite B 

 

2.1.1 Histórico 

 

 A icterícia, ou seja, o aspecto amarelo nos tecidos ou secreções, é um dos sintomas 

marcantes das hepatites observado por Hipócrates em um surto na ilha de Thassos na Grécia, 

há centenas de anos antes de Cristo, sendo conhecida como icterícia epidêmica. Todavia, não 

há como relacionar alguns sintomas descritos naquela época por Hipócrates aos vírus 

causadores das hepatites atuais, podendo esses fatores terem sido atribuídos a um agente 

etiológico já extinto (Martin, 2003). Devido à ausência de instrumentos e técnicas avançadas 

de diagnóstico, as hipóteses sobre as infecções eram simplesmente especulativas. Apenas após 

mais de dois milênios, os agentes causadores de doenças virais começaram a ser investigados, 

mesmo sem evidência da existência dessas partículas menores que as bactérias. Somente em 

1898, Martinus Beijerinck, depois da tentativa de vários outros cientistas, conseguiu descrever 

o microrganismo da doença do mosaico do tabaco como agente etiológico dessa doença, 

denominando-o de “veneno” ou “toxina”, em latim, virus (Beijerinck, 1898). 

 No século dezenove, a vacinação acabara sendo uma faca de dois gumes, em que 

possibilitou o primeiro surto epidêmico relacionado ao HBV, pois não existia informação 

sobre meios de contágio de agentes transmissíveis pelo sangue. 191 indivíduos, entre os mais 

de 1.200 trabalhadores que foram vacinados contra varíola, desenvolveram icterícia após seis 

meses da vacinação (Lurman, 1885* apud Martin, 2003). Outros casos de icterícia 

relacionados à vacinação contra febre amarela também foram descritos, sendo que essa 

infecção, muitas vezes fatal, levava vários soldados britânicos na África e América do Sul à 

morte (Martin, 2003). O lado antagônico da vacinação foi investigado por cientistas daquela 

época. Esses constataram que a icterícia não era devido à vacinação, surgindo entre outras 

hipóteses aquela que o desenvolvimento da icterícia deveria ser ligado a agentes presentes 

(provavelmente vírus) nos soros de indivíduos aparentemente saudáveis que eram utilizados 

para preparar as vacinas (Findlay, McCallum, 1937, 1938). 

                                                           
* Lurman A. Eine Icterusepidemie. Klinische Wochenschrift. 1885; 22: 20. 
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 Há pouco mais de meio século, revelou-se o agente microbiológico que seria um dos 

grandes problemas de saúde pública mundial. Baruch Blumberg (1925-2011) relatou a 

descoberta de um novo antígeno denominado Austrália que lhe valeria um prêmio Nobel 

(Blumberg, 2002). A descoberta desse antígeno aconteceu por acaso, ao coletar amostras de 

soro de diversas pessoas no mundo, de vários grupos étnicos, para estudar a susceptibilidade 

genética a doenças. Assim, através de uma abordagem imunológica, já que naquele tempo as 

técnicas eram limitadas, ele postulou que pessoas que recebiam transfusões sanguíneas de 

uma grande quantidade de doadores acabavam desenvolvendo anticorpos contra proteínas 

“polimórficas”. Através desse estudo, encontrou um novo antígeno em uma grande 

quantidade de amostras, incluindo amostras de aborígenes australianos, e por essa razão, esse 

foi nomeado antígeno Austrália (AuAg) (Blumberg et al., 1965; Blumberg, 2002; Gerlich, 

2013). 

 Okochi e Murakami, no Japão, e Alfred Prince, nos EUA, através de seus trabalhos 

envolvendo pacientes com hepatites, observaram que os antígenos que estavam procurando 

nesses pacientes eram idênticos ao Austrália (Okochi, Murakami, 1968; Prince, 1968), assim, 

muitos outros estudos de vários grupos chegaram a conclusão que o AuAg era o marcador de 

infecção aguda e crônica para o HBV. Foi então que em 1970, David S. Dane e colaboradores 

observaram que o AuAg se associava com partículas virais com nucleocapsídeo bem aparente 

(Dane et al., 1970). Um ano depois, June Almeida e colaboradores foram capazes de separar 

esse nucleocapsídeo de dentro da chamada partícula de Dane, através de tratamento com 

detergente, e desse modo, confirmaram que a hepatite B nos pacientes infectados tinha como 

agente etiológico uma particular viral completa, em que o AuAg seria um antígeno de 

superfície (HBsAg) e os anticorpos contra o core (anti-HBc) eram devidos a reação 

imunológica contra o antígeno do core ou nucleocapsídeo (HBcAg) (Almeida et al., 1971). 

 

2.1.2 Características biológicas e moleculares do vírion  

 

O HBV é a espécie prototípica pertencente à família Hepadnaviridae e ao gênero 

Orthohepadnavirus. Esse vírus afeta humanos e possui espécies relacionadas que infectam 

outros mamíferos como morcegos, macacos, marmotas e esquilos (Glebe, Bremer, 2013; 

International Committee on Taxonomy of Viruses, 2014). Esse organismo é um vírion 

envelopado e esférico de aproximadamente 42 nm de diâmetro, com um nucleocapsídeo 

icosaédrico que envolve seu material genético constituido de uma molécula de DNA semi 
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dupla-fita com 3.000 a 3.300 pares de base (pb), apresentando-se como característica 

particular, uma conformação circular e relaxada (rcDNA) (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 

2009). O envelope do HBV é uma estrutura lipoprotéica composta por três proteínas 

codificadas pelo genoma viral. Esse envoltório circunda um nucleocapsídeo de 240 

subunidades proteicas, com aproximadamente 36 nm de diâmetro que por sua vez isola o 

DNA viral ligado com uma polimerase (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009). Além da 

estrutura completa viral, outras formas de partículas secretadas pelos hepatócitos infectados 

são encontradas no soro de indivíduos infectados, as quais são constituídas apenas por 

proteínas do envelope e apresentam formatos esféricos ou filamentosos e, não são infecciosas 

devido à ausência do genoma viral (Glebe, Bremer, 2013) (Figura 1A).  

Vírus de DNA que afetam animais são relativamente maiores em relação ao HBV, 

forçando assim esse a aperfeiçoar sua organização genômica, através de estratégias como a 

sobreposição das fases de leitura aberta (do inglês Open Reading Frames-ORFs) e a 

participação de todo o repertório de nucleotídeos na codificação de pelo menos um 

polipeptídio, sendo que desse modo, as regiões regulatórias também estão inseridas dentro das 

regiões codificantes (Kay, Zoulim, 2007). Há quatro ORFs no genoma do HBV: pré-S/S, que 

codifica as proteínas de superfície; Precore/core, as proteínas do nucleocapsídeo e o HBeAg; 

Pol, a polimerase viral e X,  a proteína X (Figura 2) (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009). 

 

 

 

Figura 1-(A) Micrografia eletrônica mostrando as partículas de Dane, partículas esféricas e 
filamentosas. (B) Esquema representativo do vírion do HBV.  
Fonte: Figura 1A-Modificado de Center for Disease Control and Prevention’s Public Health Image Library 
(Micrografia) e Swiss Institute of Bioinformatics (Partícula de Dane, esfera e filamento). Figura 1B-Autoria 
própia. 
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Os polipeptídeos de superfície são codificados por uma única ORF que possui a 

capacidade de transcrever dois RNAs mensageiros de tamanhos distintos, os quais traduzem 

proteínas relacionadas embora com funções diferentes (Liang, 2009). O maior RNA que 

possui 2,4 quilobases (kb) é traduzido em uma proteína denominada L-HBsAg (grande, do 

inglês Large) e o menor de 2,1 kb possui dois códons de início de tradução: para o 

polipeptídeo M-HBsAg (Médio, do inglês Medium) e a S-HBsAg (Pequena, do inglês tanto 

Surface como Small) (Figura 1B)  (Glebe, Bremer, 2013; Liang, 2009). 

Assim como o RNAm para Pré S/S, o RNAm para Precore/core possui múltiplos 

inícios de tradução em uma única molécula  de 3,5 kb, o RNApg (RNA pré-genômico) 

(Liang, 2009). Esse RNA codifica o HBcAg, que não é secretado no soro dos indivíduos 

infectados, sendo encontrado apenas no núcleo de seus hepatócidos ou na superfície dos 

mesmos (Gerlich, 2013; Glebe, Bremer, 2013). Essas proteínas aglomeram-se para formar um 

capsídeo, que junto com o DNA e polimerase viral, formam o nuclecapsídeo (Gazina et al., 

2000) (Figura 1B). Essa mesma ORF codifica também uma proteína não estrutural que é 

secretada no soro dos pacientes em replicação viral, o HBeAg, não é essencial no ciclo de 

vida do vírus, mas participa do processo de desenvolvimento de uma infecção persistente 

(Glebe, Bremer, 2013). 

A polimerase viral também é codificada pelo RNApg. Essa proteína possui uma região 

espaçadora entre três subdomínios funcionais: a região amino-terminal, que possui um papel 

importante no encapsidamento, assim como na ligação das regiões 5’ das extremidades do 

RNApg para síntese da fita negativa do DNA do HBV; a região com função de transcriptase 

Figura 2-Esquema simplificado circular e horizontal da organização genômica do HBV. 
As quatro linhas pretas exteriores no esquema circular representam os RNAs mensageiros. 
Fonte: Autoria própia 
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reversa; e por fim, a região carboxi-terminal RNAse H, que cliva o RNA apresentado em 

dupla fita com o DNA (Seeger, Mason, 2000). 

A região denominada de X ainda não é totalmente conhecida em relação a sua função 

no ciclo de vida do HBV, contudo, já se sabe que essa possui função tanto no estabelecimento 

da infecção como nos processos replicativos e de transcrição (Lucifora et al., 2011). 

Há outras regiões, não mostradas na figura 2, responsáveis pelo controle de um 

eficiente processo de transcrição e especificidade celular de expressão do HBV. Como 

exemplo temos regiões duplas de repetições diretas (DR – do inglês - Direct repeat), 

responsáveis pela especificidade de ligação da fita de DNA durante a replicação (Liang, 2009; 

Seeger et al., 1986) e os acentuadores (En – do inglês - Enhancers) que conferem a 

especificidade de expressão do HBV ao fígado (Yee, 1989). 

 

2.1.3 Replicação viral 

 

 O HBV possui duas etapas para sua replicação completa: a primeira inclui a ligação do 

viríon na superfície do hepatócito e sua fusão na membrana celular, onde seu genoma é 

desempacotado e internalizado através do poro nuclear, e por fim convertido em DNA 

circular covalentemente fechado (cccDNA- do inglês - covalently closed circular DNA) pela 

enzima polimerase do vírus; a segunda parte é relacionada à transcrição de RNAs 

mensageiros por enzimas celulares denominadas RNA polimerases II.  Dois tipos de RNAs 

são formados: os subgenômicos, responsáveis pela formação das proteínas de superfície e do 

HBxAg e os genômicos que são RNAs maiores do que o genoma, servindo como molde para 

a formação do DNA circular relaxado ( rcDNA – do inglês – relaxed circular DNA), assim 

como produção de polipeptídios estruturais e não estruturais (HBeAg, HBcAg e Polimerase 

viral) (Beck, Nassal, 2007; Glebe, Bremer, 2013).   

 O entendimento sobre a entrada dessa partícula viral na célula hepática, pode ser a 

receita mestre para um tratamento inovador que possa cessar a mortalidade relacionada a esse 

vírus. Pouco se conhece sobre suas estratégias de fixação na superfície dos hepatócitos devido 

à inexistência, há muito tempo, de culturas celulares que desenvolvessem eficientemente o 

ciclo replicativo (Yan et al., 2012).  Sabe-se a importância que a proteína L do HBsAg 

(domínio PreS-1) possui  na interação de baixa afinidade com receptores celulares da 

superfície hepática, sendo o proteoglicano de heparan sulfato o primeiro receptor para essa 

partícula (Schulze et al., 2007). Contudo, recentemente em trabalho feito por Yan et al. (2012) 
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com células hepáticas de Tupaia e humanas, revelou-se que um cotransportador de ácido 

biliar, o polipeptídio de cotransporte taurocolato de sódio (NTCP) possui uma interação de 

alta afinidade com a região PreS1 do L-HBsAg. Isso foi demonstrado através do 

silenciamento do gene que expressa esse transportador, mostrando assim a inibição da 

infecção pelo HBV, criando desse modo esperanças para uma nova droga que possa ser 

eficiente antes da entrada desse parasita celular. 

 Após a entrada do HBV no citoplasma da célula, apenas na forma de nucleocapsídeo 

sem envelope viral, seu genoma é exposto e internalizado através do poro nuclear ainda como 

uma fita de DNA semicircular ligado a sua polimerase, onde tanto essa enzima viral como 

aquelas dos hospedeiros participam de um complexo e elusivo processo de transformação do 

rcDNA em cccDNA (Köck et al., 2010; Rabe et al., 2009).  Esse último DNA viral é estável e 

pode permanecer nos hepatócitos provocando infecções de novo no hospedeiro (Beck, Nassal, 

2007).  Assim, para que haja a manutenção do pool de cccDNA nas células infectadas, há um 

reaproveitamento das partículas maduras do nucleocapsídeo.  Essa estratégia é encontrada em 

todos os membros da família desse vírus e demonstra um processo eficiente para sua 

manutenção (Glebe, Bremer, 2013; Wu et al., 1990). Além do mais, diferentemente de muitos 

retrovírus, a transcrição reversa do HBV deve ser finalizada dentro do citoplasma do 

hepatócito antes de todos os outros processos de montagem e maturação viral (Glebe, Bremer, 

2013).  

 Ainda no núcleo, o processo de transcrição e maturação do RNAm se assemelha ao 

processo de RNAm celulares, em que os RNAs transcritos do cccDNA são protegidos em 

suas extremidades 5’ e 3’, possuem sinal de exportação nuclear e mecanismos de 

processamento e estabilização, embora não possuam geralmente o processo de splicing gênico 

(Beck, Nassal, 2007; Glebe,  Bremer, 2013; Glebe, König, 2014).  

 O principal autor, no processo de replicação entre os RNA mensageiros do HBV, é o 

RNApg pois interage com a polimerase viral no citoplasma. Esse RNAm possui uma 

organização com elementos cis que são essenciais para o processo de replicação. Entre eles 

temos as regiões DR, e uma estrutura denominada épsilon (ε) que possui forma de grampo de 

cabelo (hairpin), encontrada nas duas extremidade do RNApg (Beck, Nassal, 2007).  

 Por fim, o RNApg é encapsidado com a polimerase e inicia o processo de transcrição 

reversa para produção de uma fita completa de DNA (fita negativa) do HBV e por fim a fita 

incompleta (fita positiva), formando um genoma parcialmente em dupla fita (Liang, 2009). 

Após a formação do nucleocapsídeo com o rcDNA, há duas vias possíveis: a reimportação 
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para o núcleo de forma a manter o pool de cccDNA ou formação de novos vírions (Glebe, 

Bremer, 2013; Liang, 2009). Existem também partículas virais não completas (Figura 1A), 

incapazes de infectar outras células devido à ausência do nucleocapsídeo, que possuem 

importância na imunogenicidade. Tanto o vírion como essas partículas virais são secretados 

em uma proporção de um vírion para dez partículas não infecciosas (Glebe, Bremer, 2013).  

 

2.1.4 Diagnóstico e formas de transmissão 

 

 O marcador HBsAg é secretado em grande quantidade nos hepatócitos infectados, 

tanto na partícula completa (partícula de Dane), como em partículas não infecciosas de 

formato esférico ou de filamento (Figura 1A). Esse antígeno é utilizado para identificar 

indivíduos infectados e sua presença por mais de seis meses é aceita como evidência de 

infecção crônica (Gerlich, 2013; Glebe, König, 2014). 

 Desde os anos 80, é possível através de métodos imunológicos de diagnóstico, 

estabelecer se o indivíduo está infectado ou imune à infecção pelo HBV. O anti-HBc 

(anticorpos contra o HBcAg) é o primeiro anticorpo a surgir após o contato com a partícula 

viral, frequentemente durante a fase aguda ou sem mesmo nenhum sintoma; o HBsAg 

isolado, ou seja, sem o anti-HBc ou outros marcadores, é o primeiro marcador sorológico que 

se torna positivo e é um indício que o indivíduo pode ainda desenvolver a doença clínica que 

se torna crônica quando o HBsAg persiste por mais de seis meses (Gerlich, 2013; Glebe, 

König, 2014). A resolução da infecção é observada quando encontramos o anti-HBs 

(anticorpos contra o HBsAg) e o anti-HBc sem o HBsAg, todavia, isso significa apenas que o 

sistema imune do individuo foi capaz de combater a replicação do vírus, mas que há a 

possibilidade de reativação em ocasiões em que ocorra um comprometimento do sistema 

imune (Gerlich, 2013; Nebbia et al., 2012).  

 Como mencionado, a detecção de antígenos ou anticorpos relacionados ao HBV são 

utilizados atualmente em triagens laboratoriais e inquéritos sorológicos, através de 

imunoensaios como o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se kits 

comerciais específicos para cada marcador (Bowden, 2006). Contudo, a existência de 

mutantes de escape diagnóstico, assim como a não eficiente detecção do HBsAg quando em 

níveis muito baixos, levam a problemas diagnósticos que podem ser corrigidos através de 

testes que se baseiam no genoma viral (Datta et al., 2014). Vários testes que se fundamentam 

na detecção de ácidos nucléicos se tornaram nos últimos anos ferramentas adicionais ou 
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alternativas, sendo que para o HBV, duas vertentes têm sido comumente usadas: ensaios com 

detecção direta através de sondas e, mais frequentemente, ensaios de detecção indireta in vitro 

através de amplificação de sequências alvos do genoma do vírus, sendo a reação em cadeia de 

polimerase (PCR) a mais famosa e utilizada entre os ensaios de detecção indireta (Datta et al., 

2014). 

 O HBV é extremamente infeccioso, sendo até 100 vezes mais provável uma infecção 

após exposição a sangue ou fluidos corporais (sêmen e secreção vaginal) de indivíduo em 

replicação viral, em relação à contaminação por HIV a partir de um indivíduo soropositivo 

para este último vírus (Centers for Disease Control and Prevention, 2008). O HBV pode 

permanecer durante sete dias em ambiente externo e ainda ser viável e infeccioso (Bond et al., 

1981; Shepard et al., 2006). As maiores concentrações do HBV são encontradas no sangue. 

Além de quaisquer indivíduos com hepatite B crônica, indivíduos apenas com HBsAg e/ou 

anti-HBc positivo são potencialmente infecciosos e capazes de transmitir o vírus (Shepard et 

al., 2006; Seo et al., 2015).  

 Existem inúmeras formas de transmissão do HBV, sendo as principais vias de 

transmissão a sexual, percutânea (utilização de drogas injetáveis contaminadas, procedimento 

de manicure/pedicure, acupuntura ou tatuagem sem utilização de materiais esterilizados), 

perinatal (da mãe para o filho), horizontal (utensílios domésticos contaminados), transfusão 

com sangue contaminado, transplante de órgão e nosocomial (acidente ocupacional em 

ambiente hospitalar) (Wasmuth, 2010a). O conhecimento sobre a via e o momento de 

contaminação é uma importante ferramenta para o resultado clínico, já que há uma alta 

probabilidade de desenvolvimento de uma infecção crônica nos indivíduos que se infectaram 

ao nascimento através da mãe ou ainda nos primeiros anos de vida (Chen et al., 2000). 

 

2.1.5 Epidemiologia 

 

 A hepatite B é uma doença infectocontagiosa de abrangência mundial. Estima-se que o 

surpreendente número de dois bilhões de pessoas já tiveram contato com seu agente 

etiológico, afetando de 240 a 400 milhões de indivíduos com sua forma crônica e levando à 

morte de 500 mil a 1,2 milhão de indivíduos todos os anos, sendo considerada a décima causa 

principal de mortes no mundo (Goldstein et al., 2005; Goyal, Murray, 2014; Ott et al., 2012; 

WHO, 2014a). Mesmo com esses números preocupantes, até 30 milhões de pessoas são 

infectadas globalmente anualmente por esse vírus, principalmente em países em 
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desenvolvimento com altas taxas de endemicidade que não são capazes de implementar uma 

vacinação em massa, devido ao custo da vacina, ou a problemas na gestão e incorporação de 

medidas de saúde pública gerados por situações políticas e/ou econômicas, que dificultam o 

acesso da população à vacinação (Datta et al., 2014).  

 Baseado na presença do marcador sorológico de infeccção, o HBsAg, foi padronizado 

que regiões do mundo com menos de dois por cento de prelavência desse marcador seriam 

considerados como de baixa endemicidade; entre dois e oito por cento como endemicidade 

intermediária (baixa ou alta); e elevada, aquelas regiões com prevalência acima de oito por 

cento (WHO, 2015) (Figura 3). 

 No mundo, as prevalências do HBV variam consideravelmente, sendo que de acordo 

com revisão feita por Merrill e Hunter (2011), há praticamente quase a mesma proporção de 

estudos realizados em diferentes regiões do mundo que atestam baixa, intermediária e alta 

prevalência do HBsAg: 30%, 36% e 34% respectivamente. O mesmo estudo mostra que as 

regiões com altas prevalências são a África, Pacífico ocidental, Mediterrâneo oriental e, partes 

da Europa oriental. Já aquelas regiões com baixa endemicidade englobam as Américas, 

Europa ocidental e algumas regiões desenvolvidas do Pacífico ocidental. Contudo, a 

Organização Mundial da Saúde, mais recentemente, considera que quase metade da população 

mundial esteja em região de alta prevalência (WHO, 2015).  

 Nas Américas, o Brasil também é considerado como um país de baixa prevalência de 

acordo com estudo realizado em capitais das cinco macrorregiões do Brasil e no Distrito 

Federal, onde aproximadamente 0,37% de indivíduos apresentaram o marcador HBsAg, tendo 

o Nordeste uma prevalência bem próxima àquela das regiões como um todo (0,42%) 

(Universidade de Pernambuco, 2010). Embora esse último estudo tenha mostrado uma 

prevalência baixa do HBsAg no Brasil, há registros, principalmente na região Norte, de casos 

de elevada endemicidade, chegando a quase 10% na Amazônia e aproximadamente 9% em 

uma comunidade de afrodescendentes (Braga et al., 2001; Motta-Castro et al., 2003). Em uma 

recente revisão, se identificaram regiões isoladas com maior prevalência, especialmente na 

Amazônia, bem como grupos específicos, como moradores de rua nas grandes cidades e 

comunidades afrodescendentes isoladas no centro do país (Souto, 2015). 
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 A principal limitação do inquérito realizado no Brasil é a sua abrangência apenas nas 

capitais, excluindo outros municípios, principalmente aqueles rurais mais distantes das 

capitais onde a educação, prestação serviços de saúde, higiene e condições de moradia são 

relativamente ruins (Souto, 2015). De acordo com o Ministério da Saúde, entre 2000 e 2011 o 

Sistema de Informação de Mortalidade (SIM) registrou 9.659 mortes relacionadas ao HBV 

(Brasil, 2012) e cerca de 600 mil pessoas como portadores crônicos no Brasil, com apenas 2% 

em tratamento, e desse modo, fonte de transmissão do vírus, principalmente para aqueles que 

vivem em regiões de pouco acesso à saúde e que possuem uma baixa cobertura vacinal 

(Brasil, 2011).  

 A importância do conhecimento da prevalência do HBsAg, em certa áreas geográficas, 

auxilia tanto no conhecimento sobre o meio de transmissão mais eficiente, como no 

direcionamento de implementação de políticas públicas de conscientização e imunização (Ott 

et al., 2012; Shepard et al., 2006). Por exemplo, em regiões com endemicidade baixa, 

Figura 3 -  Prevalência da infecção pela Hepatite B em indivíduos de 19 a 49 anos no 
ano de 2005.  
Fonte: Modificado de Ott et al., 2012. 
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possivelmente o meio de transmissão mais comum é o horizontal em adultos jovens, através 

de sexo desprotegido ou pela utilização de drogas injetáveis, enquanto a perinatal é a mais 

encontrada em regiões de prevalências intermediárias a altas (Shepard et al., 2006; WHO, 

2014a).  

 Em relação à probabilidade de infecção, as crianças são as mais afetadas pelo HBV, 

pois essas ainda possuem uma resposta imunológica antiviral fraca, e, consequentemente, 

maior probabilidade de se tornarem portadoras crônicas da doença e transmissores eficientes 

desse vírus (Merril, Hunter, 2011). Das crianças infectadas no primeiro ano de vida ou no 

parto, até 90% tornam-se portadoras crônicas e essa percentagem diminui com o passar da 

idade, sendo 30-50% quando em idade de um a cinco anos. Na fase adulta, no mínimo 90% de 

indivíduos infectados irão se recuperar no primeiro ano de infecção (Te, Jensen, 2010; WHO, 

2014a). 

 

2.1.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular 

 

 A despeito de ser um vírus com regiões codificantes importantes em sobreposição, o 

HBV possui uma grande diversidade molecular devido à sua polimerase com atividade de 

transcriptase reversa e propensa a erro, ou seja, sem a capacidade revisora (proof-reading) 

(Locarnini, Zoulim, 2010). Desse modo, ocorreu um grande processo de variabilidade durante 

milhares de anos de evolução dentro de seus hospedeiros, mesmo com essas limitações (Kay, 

Zoulim, 2007; Mizokami et al., 1997). Recentemente em trabalho realizado por Torres et al. 

(2013) foi demonstrado que regiões de sobreposição possuem várias diferenças a nível 

genômico em relação às regiões onde não há sobreposição. Os autores propuseram que 

existam alguns mecanismos que auxiliem na tolerância de mudança nucleotídica no genoma 

desse vírus como: utilização de aminoácidos que sejam altamente degenerados, ou seja, que 

sejam codificados por vários códons; uma tendência à utilização de códons específicos (mais 

flexíveis) para certa ORF, e por fim a escolha de códons que possuam a maior probabilidade 

de em caso de substituições não sinônimas, codificar aminoácidos com as mesmas 

propriedades físico-químicas. 

 Como o HBV apresenta regiões com genes expressos em diferentes fases de leitura, 

isso explica a existência de regiões com diferentes taxas de mutações, que são de difícil 

avaliação, dado que não existem amostras virais documentadas que sejam coletadas com um 

grande intervalo de tempo a partir de um mesmo indivíduo infectado. Isso implica em 
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dificuldades na avaliação de estudos de taxas evolucionárias do HBV, que acabam tendo que 

ser determinadas por eventos históricos conhecidos em paralelo aos estudos da diversidade 

genética encontrada (Bouckaert et al., 2013). 

 Observando-se a grande variabilidade encontrada em cepas do HBV ao redor do 

mundo, a necessidade de classificação após a descoberta do HBsAg, era questão de tempo. 

Assim, a primeira forma de separação dessas cepas foi implementada quando pesquisadores 

observaram que anticorpos específicos contra o HBsAg (anti-HBs) não reagiam da mesma 

forma contra antígenos HBsAg de  portadores distintos. Nasce então a serotipagem como uma 

das primeiras formas de classificação do HBV (Bouvier, Williams, 1975).  

 Com a maior facilidade de uso da biologia molecular, a classificação serotípica 

começou a se basear em relação a aminoácidos em certas posições dentro da região do 

determinante “a” do HBV, localizado entre os resíduos 124 e 147, classificando atualmente o 

HBsAg em nove subtipos: ayw (ayw1, ayw2, ayw3, ayw4) adw (adw2, adw4), adr (adrq+ e 

adrq-) e ayr (Norder et al.,2004). Através de estudos moleculares foi possível constatar que as 

variações d/y e w/r dependiam apenas de substituções pontuais de Lisina/Arginina nas 

posições 122 e 160, respectivamente, ou seja, os epitopos d e w têm uma lisina nas duas 

posições, e o y e r apresentam arginina. A classificação dos subdeterminantes denominados 

por numerais arábicos (w1 a w4) e a letra q com sinal positivo ou negativo (q-, q+) se baseam 

também na posição de aminoácidos. Uma prolina na posição 127 está relacionada à expressão 

de w1/w2, treonina com w3 e leucina/ isoleucina w4. Cinco posições são importantes na 

diferenciação entre ayw1 e ayw2: posição 134 (fenilalanina por tirosina); 143 (treonina por 

serina), 159 (alanina por glicina), 161 (tirosina por fenilalanina) e 168 (valina por alanina). Já 

em relação aos subtipos q- e q+, as posições 158, 159, 177 e 178 possuem regiões adjacentes 

onde se encontra substitução de aminoácidos apenas nos subtipos q- (Norder et al., 1992).  

 Com o advento do sequenciamento, a primeira sequência completa do HBV foi 

publicada (Galibert et al., 1979), e desde então, vários grupos de pesquisa ao redor do mundo 

publicam sequências completas ou de regiões importantes desse vírus. Isso vem possibilitando 

a comparação eficiente dessas sequências através de análises filogenéticas robustas que 

permitem a classificação desse vírus (Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004).  

 A separação em genótipos deve seguir um padrão de divergência nucleotídica de 7,5% 

ou mais no genoma completo, entre outros critérios estabelecidos como, por exemplo, não 

haver indício de recombinação com outros genótipos e ser preferencialmente evidenciados por 

suas características clínico-epidemiológicas (Kramvis et al., 2008, Kurbanov et al., 2010). 
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 Atualmente, dez genótipos já foram descritos, sendo nomeados em ordem alfabética e 

pela ordem de descoberta (A-J) (Arauz-Ruiz et al., 2002; Huy et al., 2008; Naumann et al., 

1993; Norder et al., 1994; Okamoto et al., 1988; Stuyver et al., 2000; Tatematsu et al., 2009). 

Contudo, os dois últimos genótipos I e J descritos ainda são questões de especulação por não 

possuírem todos os critérios para sua classificação (Kurbanov et al., 2010).  

 Além dos genótipos, divergência superior a 4% e inferior a 7,5% classificam esses em 

subgenótipos (Kramvis et al., 2008). A nomeação se dá através de numerais arábicos 

(seguidos eventualmente de letras minúsculas no caso dos subgenótipos do genótipo F), sendo 

que esses subgenótipos foram até então encontrados apenas entre os genótipos A, B, C, D e F 

(Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004). Esses genótipos, assim como os subgenótipos, 

parecem ter distribuições geográficas particulares, sendo relacionados com algumas etnias, e 

por esse motivo tem se discutido sobre a relação entre seus tipos e estudos antropológicos, em 

especial ao que se refere às migrações populacionais (Kramvis et al., 2008; Kurbanov et al., 

2010; Okamoto et al., 1988; Orito et al., 2001) (Figura 4). 

 Vários grupos científicos ao redor do mundo possuem facilidade na obtenção de 

sequências de microrganismos em bancos de dados na internet, para construção filogenética 

e/ou designação de tipos genômicos. Contudo, em relação ao HBV, os critérios de designação 

de subgenótipos entre especialistas nem sempre convergem, o que culminou em diversas 

classificações errôneas na literatura científica que seriam evitadas caso seguissem critérios 

mundiais pré-estabelecidos e houvesse um controle por um órgão designado para tal trabalho 

(e. g. ICTV) (Schaefer et al., 2009). Essas incongruências já foram discutidas para vários 

subgenótipos (Shi et al., 2013), por exemplo, os subgenótipos do genótipo A, com exceção do 

A1 e A2, têm sido alvo de incertezas por pesquisadores que levando em conta os critérios para 

classificação, propõem o reagrupamento dos subgenótipos A3, A4, A5 e A7 em “quase-

subgenótipo” A3 e o A6 sendo reclassificado como A4 (Pourkarim et al., 2010; 2011). 

 O genótipo A é dividido de A1 a A7; sendo o A1 encontrado principalmente nos 

continentes africano, asiático (Índia e Bangladesh), e no continente americano (Brasil, Haiti e 

Martinica) (Andernach et al., 2009b; Barros et al., 2014; Brichler et al., 2013; Hübschen et al., 

2009; Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004); o A2 no norte da Europa e na América do 

Norte (Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004). Os subgenótipos A3, A4, A5 e A7 já foram 

encontrados em diversas regiões da África, enquanto o A6 já foi isolado em pacientes de 

origem africana na Bélgica (Hübschen et al., 2011; Kurbanov et al., 2005; Olinger et al., 

2006; Pourkarim et al., 2010; Shi et al., 2013). 
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 O genótipo B é dividido em B1 a B9; sendo o B1 frequentemente encontrado no 

Japão; B2-5, no leste da Ásia; B6, em populações indígenas do Ártico e B7-9 na Indonésia 

(Dunford et al., 2012; Norder et al., 2004; Nurainy et al., 2008;  Mulyanto et al., 2009; 

Sakamoto et al., 2006, 2007; Shen et al., 2009; Shi et al., 2013). 

 O genótipo C possui uma similaridade de distribuição com o genótipo B, e está 

dividido em 16 subgenótipos, sendo o maior em diversidade intragenotípica; o subgenótipo 

C1 é encontrado no sudeste da Ásia e sul da China; C2, no nordeste da Ásia; C3, na Oceania e 

Indonésia; C4, na Austrália; C5, nas Filipinas; C6, na Indonésia e Filipinas; C7, Filipinas e 

C8-16, na Indonésia (Huy et al., 2004; Mulyanto et al., 2010, 2011, 2012; Norder et al., 2004; 

Sakamoto et al., 2006; Shi et al., 2013). 

 O genótipo D, o mais distribuído pelo mundo, é dividido em oito subgenótipos e são 

amplamente distribuídos no Oriente Médio, Europa oriental, Rússia, norte da Ásia e região do 

Mediterrâneo. Também são encontrados em outros países com população de origem europeia, 

como o Brasil e os Estados Unidos, assim como em populações indígenas do Ártico. Mais 

precisamente, o subgenótipo D1 é encontrado na Bacia do Mediterrâneo, Oriente Médio, Índia 

e China; D2, no Japão e norte da Europa; D3, na Índia, África do Sul e sul da Europa; D4, na 

Oceania, Haiti e Brasil; D5, na Índia e Japão; D6, na Indonésia; D7, na Tunísia e D8 na 

Nigéria (Abdou Chekaraou et al., 2010; Andernach et al., 2009b;  Banerjee et al., 2006; 

Barros et al., 2014;  Meldal et al., 2009; Norder et al., 2004; Shi et al., 2013; Yousif, Kramvis, 

2013).  

 O genótipo E não possui subgenótipos descritos até então, devido provavelmente ser 

um genótipo de disseminação recente encontrado mais frequentemente na África Ocidental e 

Central (Kramvis, Kew, 2007). A principal causa de disseminação desse genótipo parece ser 

devido a eventos de vacinação em massa com seringas não descartáveis, utilização de 

materiais perfurocortantes em rituais e contato próximo com indivíduos infectados, incluindo 

o sexual (Andernach et al., 2009a).   

 O genótipo F é mais restrito em populações ameríndias na América do Sul, embora 

casos tenham sido descritos na Europa (Mello et al., 2007; Norder et al., 2004). Esse genótipo 

é dividido em quatro subgenótipos; F1, sendo dividido em dois clados diferentes: F1a 

encontrado na América Central e F1b na América do Sul. Do mesmo modo o F2 é dividido 

em dois clados encontrados principalmente na região setentrional da América do Sul. O 

subgenótipo F3 também é encontrado nessa última região, principalmente na Venezuela e 
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Colômbia e o F4 é encontrado na região central e sul desse mesmo continente (Devesa et al., 

2008; Kato et al., 2005; Torres et al., 2011). 

 Os genótipos G e H ainda não são bem descritos, tendo o G sido encontrado na Europa 

(Alemanha e França) e nas Américas (Canadá, Estados Unidos, México, Colômbia) (Lindh, 

2005; Locarnini et al., 2013; Norder et al., 2004) enquanto o genótipo H foi encontrado na 

América Central, principalmente no México onde é bastante frequente (Arauz-Ruiz et al., 

2002; Panduro et al., 2013). 

 

 

 

 

Estudos realizados em algumas regiões do Brasil mostram que o genótipo mais 

frequente é o A, seguido por D e F. Esse primeiro foi encontrado em 67,1% dos mais de 700 

indivídos provindo de diversos estados do Brasil (Gomes- Gouvea et al., 2015). Além disso, 

trabalhos em todas as regiões já demostraram que o genótipo A é o mais frequente (Crispim et 

al., 2014; Mello et al., 2007).  

 O genótipo D é o mais frequente no sul do país (Becker et al., 2010; Bertolini et al., 

2012; Carrilho et al., 2004; Gomes-Gouvea et al., 2009; Gusatti et al., 2015; Mello et al., 

2007; Santos et al., 2010). O genótipo F é encontrado em quase todas as regiões brasileiras, 

sendo considerado um genótipo nativo dos indígenas americanos, embora tenha sido descrito 

em maior frequência em Pernambuco (Mello et al., 2007). Contudo, estudos realizados na 

região norte mostram a  preponderância desse genótipo nessa região em relação às demais no 

Brasil (Castilho et al., 2012;  Santos et al, 2010; Viana et al., 2005).  

Figura 4 - Distribuição geográfica dos genótipos do HBV.  
Fonte: Adaptado de Shi et al. 2013 
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 Os outros genótipos já foram descritos no Brasil em menor frequência, com exceção 

dos I e J, sendo os genótipos B e C descritos em indivíduos com descendência oriental 

(Clemente et al., 2009; Sitnik et al., 2004); o E, em imigrantes africanos (Sitnik et al.,2007); o 

G, em alguns indivíduos do sudeste do Brasil  e no Acre (Bottecchia et al., 2008; Lobato et 

al., 2006; Silva et al., 2010) e o genótipo H em um caso no Paraná (Bertolini et al., 2012).  

 Ainda são escassos os estudos da distribuição dos subgenótipos no Brasil. Contudo, o 

A1 parece ser o mais frequente nos casos de genótipo A; D3, nos casos de genótipo D e F2a 

entre os genótipos F (Barros et al., 2014; Bertolini et al., 2012; Gomes-Gouvêa et al., 2009; 

Mello et al., 2007; Santos et al., 2010). 

 No Maranhão, em estudo realizado em pacientes atendidos em um centro de referência 

no tratamento hepático do Hospital da Universidade Federal do Maranhão, foi encontrada 

uma grande quantidade de indivíduos com o genótipo A1 e D4, sendo este último raramente 

encontrado no Brasil (Barros et al., 2014; Gomes-Gouvêa et al., 2009; Santos et al., 2010). 

Outro trabalho publicado recentemente em que sua casuística foi representada por sete 

estados, mostrou o mesmo padrão de distribuição de subgenótipos do Brasil, embora tenham 

sido encontrados outros nove subgenótipos (Gomes-Gouvêa et al., 2015). 

 

2.2 Hepatite Delta 

 

2.2.1 Histórico 

 

 Não bastando todo o mistério e especulações existentes na atualidade, sobre esses 

microscópicos organismos dependentes do sistema celular do hospeiro, mais peças são 

colocadas nesse quebra cabeça com a descorbeta de um vírus único que não necessita somente 

do hospedeiro, mas de outro vírus.  O HBV acabara de ser descoberto e o interesse em 

investigar os agentes etiológicos de outras hepatites virais começou a ser levado em 

consideração mais frequentemente, através de indícios de diferenças clínicas relacionadas a 

essa doença (Thomas et al., 2015). Assim, o HDV foi primeiramente descrito por acaso em 

1977 em pacientes portadores crônicos do HBV, principalmente aqueles com hepatite 

pesistente e doença hepática ativa, através de análises de rotina histológica e do sangue desses 

pacientes (Rizzetto et al., 1977). A técnica de imunomarcação era um procedimento 

diagnóstico de rotina nos anos 70 (Thomas et al., 2015) e foi assim que o grupo do Dr 

Rizzetto observou que aqueles indivíduos positivos para HBcAg possuíam um coloração no 
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antígeno HBsAg sem envidência do capsídeo (Rizzetto et al., 1977). Três anos mais tarde, 

experimentos em grupos de chimpanzés com/sem hepatite B crônica esclareceram a hipótese 

da descoberta de um novo vírus associado ao HBV (Rizzetto et al., 1980; Smedile, Rizzetto, 

2011). Assim, com o passar dos anos, mais pesquisadores se interessaram em estudar essa 

nova partícula viral, até que em 1986 seu genoma foi sequenciado (Wang et al., 1986).  

 

2.2.2 Características biológicas e moleculares do vírion 

 

 Atualmente esse vírus é designado por muitos adjetivos, tais como satélite, quimera, 

híbrido, subviral, defectivo etc., devido à incapacidade per se de infectar as células do 

hospedeiro, sendo necessária a assistência de seu helper vírus, o HBV. Desse modo, essa 

partícula viral infecta somente indivíduos com HBsAg, pois necessita dessas proteínas para a 

montagem do vírion capaz de entrar nos hepatócitos (He et al., 2015; Pascarella, Negro, 2010; 

Rizzetto, 2016). Assim, o HDV ocorre como coinfecção aguda conjuntamente com o HBV ou 

como superinfecção quando infecta pacientes com hepatite B crônica (Pascarella, Negro, 

2010). Essa necessidade compulsória de associação de dois agentes infecciosos é pouco vista 

na natureza em humanos, sendo encontrado outro exemplo parecido em AAV (vírus associado 

ao adenovírus, do inglês-adeno-associated virus) que apenas replicam em células infectadas 

com adenovírus ou herpesvírus (Daya, Berns, 2008). 

 A Hepatite Delta é causada por um pequeno vírion de não menos que 

aproximadamente 30 nm de diâmetro, sendo assim um dos menores organismos virais 

conhecidos que infectam células humanas (Alves et al., 2013; He et al., 1989). Esse vírion foi 

classificado em um gênero único denominado Deltavirus e é relacionado aos viróides 

(patógenos de plantas), devido à formação de estruturas em fita dupla de RNA parecidas com 

bastões, assim como seu pequeno tamanho e modo de replicação. Contudo, diferentemente de 

um viróide, o HDV possui um genoma maior, com capacidade de codificar seu próprio 

antígeno Delta (HDAg), o que não é encontrado nos viróides (Flores et al., 2012; Taylor et al., 

2014). 

 As peculiaridades do HDV, pequeno genoma circular de fita simples de RNA 

(aproximadamente 1.700 nucleotídeos) de conformação negativa, o fizeram ser considerado 

como único entre os vírus que infectam animais (Taylor et al., 2014). Seu genoma possui uma 

ORF capaz de codificar um único polipeptídio chamado HDAg. Esse antígeno possui duas 

diferentes formas: uma conhecida como pequena ou S (do inglês - short), de 24 Kda com 195 
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aminoácidos e uma grande ou L (do inglês- large) de 27 kda com 214 aminoácidos (Rizzetto, 

2016) (Figura 5). Essa última é traduzida através de uma edição no RNA mensangeiro por 

uma enzima chamada de ADAR1 (do inglês, Adenosine Deaminase) que modifica (i.e., 

deamina) uma adenina na posição amber (término de tradução) por uma inosina, que 

consequentemente, leva ao prosseguimento da cadeia peptídica até a formação de uma 

proteína L, que é essencial para a parada da replicação viral e início do processo de montagem 

viral (Casey, 2006) (Figura 6). Desse modo, a proteína S-HDAg tem sido apontada como 

necessária para iniciação da replicação viral (Yamaguchi et al., 2001), enquanto a grande (L-

HDAg) serve como a principal inibidora da replicação e é essencial para o processo de 

empacotamento dos novos vírions (Lee et al., 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 5 - Figura representativa do vírion do HDV com as proteínas de 
envelope do HBV.  
Fonte: Autoria própia. 
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2.2.3 Replicação viral 

 

 Os detalhes sobre a replicação desse vírus ainda são pouco definidos, contudo, após a 

entrada do vírus no hepatócito por processo provavelmente idêntico ao HBV (Abbas et al., 

2013), o RNA é direcionado ao núcleo das células hepáticas, onde as RNA polimerases do 

hospedeiro participam do processo replicativo (Huang et al., 2008), embora de forma ainda 

não esclarecida (Alves et al., 2013). Estudos mostram que existem três RNAs que se 

acumulam nas células infectadas e que parecem ter surgido pelo processo de transcrição 

denominado “círculo rolante” (Branch, Robertson, 1984; Taylor, 1992). O genoma de RNA 

circular é usado como molde para obtenção de precursores de RNAs mensageiros e de RNAs 

multiméricos de polaridade oposta. Esses últimos possuem pelo menos duas cópias de 

ribozimas de HDV que têm a capacidade de autoclivagem para produção de antigenomas de 

HDV RNA, sendo o processo de religação provavelmente comandado por RNA ligases do 

hospedeiro (Reid, Lazinski, 2000). Após essa ligação, o novo RNA antigenômico serve como 

molde para RNAs multiméricos de polaridade genômica (Alves et al., 2013) (Figura 7) . 

Figura 6-Processo de edição no RNAm do HDV. A linhas grossas e pretas representam  
os RNAs antigenômicos e as cinzas os genômicos. 1, síntese do RNA mensageiro 
codificante da proteína S-HDAg; 2, replicação do RNA genômico e antigenômico; 3 
tradução da proteína S-HDAg; 4, edição do RNA; 5, RNA antigenômico modificado; 6, 
síntese do RNAm modificado; 7, replicação do RNA genômico e antigenômico; 8, 
tradução da proteína L-HDAg. 
Fonte: Adaptado de Casey, 2006. 
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2.2.4 Diagnóstico e formas de transmissão  

 

  Em 1984, após a descoberta do vírus delta, ensaios sorológicos comerciais que tinham 

como alvo o anticorpo contra o HDV (anti-HD) se tornaram disponíveis, e assim, os primeiros 

estudos epidemiológicos surgiram (Rizzetto, Alavian, 2013). Um indivíduo que foi exposto a 

infecção apresenta anticorpos anti-HD IgG em seu sangue, persistindo esse anticorpo por toda 

vida do infectado (Hughes et al., 2011). Contudo, isso significa apenas que o indivíduo teve 

contato com a proteína viral HDAg e deste modo, a infecção só pode ser diagnosticada 

através de testes moleculares para investigação do RNA viral (Ahn, Gish, 2014). 

 O genoma do HDV é investigado através de métodos moleculares, que avaliam a 

presença de RNA do HDV através da reação em cadeia de polimerase por transcrição reversa 

(do inglês, reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) (Denniston et al., 

1986). Recentemente, alguns estudos têm mostrado técnicas chamadas one-step através da 

qRT-PCR que podem identificar e quantificar o RNA do HDV de forma mais rápida e 

eficiente (Karataylı et al., 2014; Scholtes et al., 2012). 

Figura 7 - Modelo replicativo do HDV. 1, 2 e 3, RNA genômico do HDV é utilizado 
como molde para os RNAm e para RNAs multiméricos de conformidade antigenômica; 
4, Esses últimos contêm duas cópias de ribozimas que autoclivam o RNA, produzindo 
o RNA linear; 5, esses RNAs são ligados para a produção de RNA circulares 
antigenômicos;  6, esses servem como molde para produção de RNAs multiméricos de 
conformidade genômica; 7 e 8, esses são autoclivados e ligados para produzir novos 
RNAs genômicos circulares. 
Fonte: Adaptado de Alves et al., 2013 



43 
 

 
 
 

 Em razão de o HDV precisar de seu “ajudante” HBV, os modos de transmissão 

parecem ser os mesmos desse último (Alves et al., 2013).  

 

2.2.5 Epidemiologia 

 

 Através dos primeiros estudos epidemiológicos no final dos anos 80, surgiu a hipótese 

de que no mínimo 5% dos indivíduos HBsAg positivos estavam também infectados pelo 

HDV (Rizzetto, Ciancio, 2012). Esse número é apenas uma estimativa, já que existem lugares 

com alta prevalência do HBV, que não foram investigados sobre a ocorrência do HDV, assim 

podendo ser esse número muito maior (Alves et al., 2013).  

 A coinfecção HBV-HDV é geralmente associada a uma difícil resposta ao tratamento 

e maior lesão hepática (Rizzetto, 2016). Desse modo, como já comentado, as medidas de 

controle do HBV são as chaves para a interrupção da cadeia de transmissão do HDV. Entre 

essas medidas temos a vacinação para o HBV, políticas públicas de prevenção tanto para a 

população em geral como àqueles mais susceptíveis à infecção (como usuários de drogas 

endovenosas) e medidas de controle de higiene (Rizzetto, Alivian, 2013). 

 Com o advento da vacinação para o HBV nos anos 90, e a diminuição da infecção pelo 

HBV, a sensação que o HDV poderia ter sido extinto da lista de doenças transmissíveis ficou 

cada vez mais evidente, pelo menos nos países mais ricos (Rizzetto, Ciancio, 2012).  

Contudo, essa percepção fez com que essa infecção se tornasse negligenciada em muitos 

países e consequentemente a investigação para esse vírus foi diminuída, e desse modo, 

prováveis prevalências errôneas dessa infecção foram obtidas (Rizzetto, Alavain, 2013). 

 O HDV é endêmico em países do Mediterrâneo, do Oriente Médio, África Central e 

partes do norte da América do Sul, sendo encontrado na região Amazônica, inclusive 

brasileira (Paraná et al., 2006; Radjef et al., 2004). Na Turquia, a prevalência da infecção pelo 

HDV, em indivíduos HBsAg positivos, varia de acordo com a região, sendo 5% no oeste e ao 

redor de 30% no sudeste (Degertekin et al., 2008) (Figura 8).  

 Na Europa ocidental, essa infecção parece estar reaparecendo devido à imigração de 

indivíduos de localidades endêmicas, contudo, a vacinação contra o HBV dessa população é 

uma segurança de que não haverá uma reemergência dessa infecção nessa localidade, ficando 

a infecção restrita aos indivíduos imigrantes (Rizzetto, 2016). 

 A hepatite fulminante, causada pela infecção pelo HDV, tem sido associada com os 

altos surtos de mortalidade em algumas regiões da América do Sul (Gomes-Gouvêa et al., 
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2009; Manock et al., 2000). No Brasil, a hepatite Delta concentra-se na Amazônica ocidental, 

e apresenta juntamente com o HBV um importante problema de saúde pública (Crispim et al., 

2014). Nessa região, a prevalência de infecção pelo HDV entre indivíduos HBsAg positivos já  

chegaram aos surpreendentes 34% (Fonseca et al., 1988).  

 No Maranhão, encontraram-se os primeiros casos publicados sobre hepatite Delta, fora 

da área conhecida como de elevada endemicidade para essa infecção no Brasil, com cinco 

indivíduos anti-HD positivos entre 133 indivíduos com hepatite B crônica (Barros et al., 

2011). Isso mostra que ainda muito deve ser investigado sobre a presença desse vírus fora da 

região Amazônica.  

 

 
 

2.2.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular 

 

 Como mencionado, o HDV possui um genoma pequeno, com aproximadamente 

metade do tamanho de seu ajudante HBV (Taylor et al., 2014). Além do mais, sua 

conformação é circular em forma de haste não ramificada e com intra-pareamento de bases 

em mais da metade de seu genoma (Wang et al., 1986). Seu genoma, assim como o do HCV, 

possui grande taxa de erro devido à falta de capacidade revisora da RNA polimerase do 

hospedeiro, como encontrado nos organismos de genoma de RNA (Holland et al., 1982). 

Desse modo, existe uma grande diversidade entre cepas, chegando até 40% em relação ao seu 

genoma completo, sendo a região com maior divergência aquela que codifica a região C-

Figura 8 - Prevalência mundial do HDV e seus genótipos. 
Fonte: Modificado de Hughes et al., 2011 
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terminal da proteína L-HDAg, enquanto a mais conservada são as sequências codificantes da 

ribozima e ligante de RNA (Dény, 2006; Hughes et al., 2011). Assim como os outros vírus 

abordados aqui, essa divergência é altamente relacionada com a localidade geográfica (Le Gal 

et al., 2006). 

 A diversidade genômica encontrada no HDV, junto à disponibilidade de comparação 

de sequências ao redor do mundo, possibitou a classificação de suas variantes. As primeiras 

classificações do HDV foram realizadas alguns anos após o sequenciamento do genoma desse 

organismo, dividindo-o em três genótipos (Casey et al., 1993; Imazeki et al., 1991; Wang et 

al., 1986). Estudos filogenéticos de um número maior de amostras procedentes de regiões não 

estudadas anteriormente apontaram que o HDV possuía uma variabilidade muito mais 

complexa, semelhante ao do seu ajudante HBV (Radjef et al., 2004). Atualmente, a separação 

das cepas de diversas partes do mundo se expande em oito genótipos, com distribuíções 

particulares ao redor do mundo, nomeadas por numerais arábicos (HDV-1 a HDV-8) (Le Gal 

et al., 2006).  

 Com exceção do HDV-1 que é mundialmente encontrado, cada grupo do HDV é 

geograficamente localizado (Le Gal et al., 2006) (Figura 8). O HDV-2 e 4 são encontrados no 

leste da Ásia (Hughes et al., 2011; Imazeki et al., 1990; Ivaniushina et al., 2001; Sakugawa et 

al., 1999); o HDV-3, principalmente na Bacia Amazônica (Gomes-Gouvêa et al., 2008) e os 

genótipos 5-8 em indivíduos na África (François-Souquiere et al., 2016; Le Gal et al., 2006; 

Makuwa et al., 2008, 2009; Radjef et al., 2004).  

 A maioria dos estudos relacionados ao HDV no Brasil são descritos na região 

Amazônica, sendo escassos os trabalhos fora dessa (Mendes-Correa et al., 2011). Entre esses 

trabalhos, o HDV- 3 é o mais frequente (Crispim et al., 2014; Gomes-Gouvêa et al., 2008, 

2009) exceto em um estudo em que se encontrou o HDV-1 (Paraná et al., 2006). 

Recentemente foi descrito no Maranhão entre pacientes atendidos em um núcleo de referência 

em doença do fígado, dois indivíduos com um genótipo nunca descrito no Brasil, o HDV-8 

(Barros et al., 2011).  
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2.3  Hepatite C 

 
2.3.1 Histórico 

 

 Há quatro décadas houve o primeiro vestígio do HCV provocando hepatite em 

indivíduos submetidos à transfusão sanguínea, sendo essa primeiramente denominada de 

hepatite não A, não B (Alter et al., 1978; Feinstone et al., 1975). Somente depois de mais de 

uma década, de muitas tentativas por diversos métodos, a partícula viral responsável pela 

infecção seria identificada pelo grupo do Dr. Michel Houghton, sendo que os primeiros dados 

foram apresentados na Universidade da Califórnia em São Francisco em 1988 e publicados 

em 1989 (Choo et al. 1989; Houghton, 2009). Em poucas palavras, o agente etiológico da 

hepatite não-A, não-B (HNANB), denominado posteriormente pela terceira letra do alfabeto, 

foi desvendado a partir de uma biblioteca de DNA complementar (do inglês – complementary 

DNA - cDNA) provindos de amostras de fígado e plasma de chimpanzés infectados 

experimentalmente com soros de pacientes com HNANB crônica (Houghton, 2009). 

 

2.3.2 Características biológicas e moleculares do vírion 

 

 O HCV é um vírion envelopado de tamanho relativamente maior do que o HBV (55-

65 nm), com pequenas projeções na superfície do envelope (Kaito et al., 1994), e um 

nucleocapsídeo de 33 a 40 nm, com uma forma semelhante a um icosaédro (Ishida et al., 

2001) (Figura 9A). Esse microrganismo possui família e gênero designados como 

Flaviviridae e Hepacivirus, respectivamente, sendo que essa família também possui espécies 

bem conhecidas como o vírus da Febre Amarela e da Dengue (ICTV, 2015). Dentro do 

gênero, estão ainda vários outros vírus ainda a serem ratificados, como os encontrados em 

mamíferos que infectam morcegos, roedores, cães, bovinos, equinos, entre outros. (National 

Center for Biotechnology Information, 2016).  

 Seu genoma é composto de ácido ribonucleico em fita simples de polaridade positiva 

(RNAss+), com tamanho aproximado de 9.600 bases nucleotídicas, com uma ORF cuja 

extremidades 5’ e 3’são regiões não traduzíveis (do inglês, untranslated region -UTR) de 

estrutura secundária complexa (hairpins) que possuem pouca diversidade nucleotídica entre 

cepas e papéis fundamentais para a replicação desse vírus (Figura 9B) (Ashfaq et al., 2011; 

Jones et al., 2007; Kaito et al., 1994). 
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 Um único polipeptídeo de aproximadamente 3.000 aminoácidos chamado de 

poliproteína, traduzido diretamente do genoma, é processado em dez moléculas estruturais (S) 

e não estruturais (NS) (Figura 9B) (Catanese et al., 2013).  As proteínas estruturais 

denominadas core, E1 e E2 estão localizadas na região N terminal da poliproteína, enquanto 

as não estruturais p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B se localizam na região C-

terminal (Jones et al., 2007).  Cada uma dessas moléculas possuem diferentes papéis no 

processo replicativo ou na montagem das partículas virais. 

 A proteína core forma o nucleocapsídeo em estrutura icosaédrica, que envolve o RNA 

viral. As glicoproteínas virais E1 e E2 se ancoram na camada bilipídica derivada do 

hospedeiro, formando um heterodímero (Ishida et al., 2001; Jones et al., 2007; Popescu et al., 

Figura 9 - Esquema estrutural e organização genômica do HCV. (A) ilustração 
evidenciando a superfície viral com o envelope lipídico e as glicoproteínas. (B) Genoma 
do HCV mostrando as regiões UTR e codificantes de proteínas estruturais e não 
estruturais, e suas principais funções. As setas cinza e preta representam a atividade de 
proteases do hospedeiro.  
Fonte: Figura A- Autoria própia; figura B, adaptado de Jones, McLauchlan, 2010.  
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2014). O nucleocapsídeo com as proteínas E1 e E2 formam o vírion completo (Figura 9A). 

Esse vírion se encontra na corrente sanguínea interagindo com lipoproteínas, o que 

eventualmente leva a formação a partículas de diversos tamanhos e densidades (Andre et al., 

2002; Zhu et al. 2014). 

  A proteína p7, conhecida como uma viroporina, não é necessária para o processo 

replicativo do HCV, mas acredita-se que possui papel importante nos primeiros estágios de 

montagem das partículas virais, embora ainda não esteja totalmente elucidada sua função 

(Jones et al., 2007). Assim como essa última, a NS2 parece fazer parte na montagem viral 

precoce, em que junto com a NS3 formam um complexo com capacidade proteolítica, 

especificamente clivando a região N-terminal na região NS3 da poliproteína (Grakoui et al., 

1993; Jones et al., 2007). 

  A proteína NS3 possui duas funções, proteolíticas e de ATPase/Helicase, sendo 

responsável pela clivagem entre as proteínas NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A e 

NS5A-NS5B (Bartenschlager et al., 1993; Jones, Mclaunchon,2010). Essa precisa de uma 

proteína como cofator, a NS4A, responsável pelo envio da proteína NS3 ao retículo 

endoplasmático (Ashfaq et al., 2011; Wolk et al., 2000).  

 A NS4B possui um papel fundamental no recrutamento de outros polipeptídeos, assim 

como também interagi com o cofator NS4A e a proteína NS5A, formando um complexo de 

proteínas (Ashfaq et al., 2011; Lin et al., 1997). Tanto a NS5A e B são essenciais no processo 

replicativo do vírus, sendo que a primeira age formando um complexo com outras proteínas 

NS (Ashfaq et al., 2011; Neddermann et al., 1999) e a segunda tem função de RNA 

polimerase (Behrens et al,. 1996).  

 

2.3.3 Replicação viral 

 

 O HCV é um vírus hepatotrópico que infecta as células ligando-se a vários receptores 

expressos na superfície dessas, por processos sequenciais complexos que promovem a ligação 

e internalização do vírion (Atoom et al., 2014). As proteínas do envelope interagem com 

receptores da membrana do hepatócito através de mecanismos que dependem tanto do vírus 

como do hospedeiro (Zeisel et al., 2011). Entre os receptores temos o receptor de lipoproteína 

de baixa densidade (do inglês, low-density lipoprotein receptor – LDL-R) (Agnello et al., 

1999), o receptor SR-BI (do inglês, scavenger receptor  B type I) (Scarselli et al., 2002) e a 

molécula CD81 (do inglês, cluster of differentiation 81) (Pileri et al., 1998). Além desses 
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receptores de superfície, também são descritas interações entre o HCV e duas proteínas que 

compõem as junções intercelulares denominadas tight junctions, a claudina-1 (do inglês, 

Claudin-1 -CLDN1) (Krieger et al., 2010) e a ocludina (do inglês, occluding - OCLN) (Liu et 

al., 2009).  

 Dentro do citoplasma da célula do hospedeiro o genoma viral é prontamente traduzido, 

pois possui conformação de RNA mensageiro (polaridade positiva), contudo, diferentemente 

dos eucariotos, não possui uma região 5’-cap para o início da tradução. Assim, a tradução do 

RNAm do HCV é mediada por uma sequência denominada sítio ribossomal de entrada interna 

(do inglês, internal ribossomal entry site- IRES) localizado na região 5’ – UTR (Hoffman, 

Liu, 2011). Nessa região, ribossomos do hospedeiro reconhecem e traduzem o RNAm em 

uma poliproteína que é tanto co- e pós-processada por proteases derivadas do vírus e do 

hospedeiro, e assim, geram as proteínas estruturais e não estruturais maduras (Moradpour et 

al., 2007). Esses polipeptídios derivados da poliproteína são importantes para o processo de 

replicação viral que ocorre em um complexo chamado de rede membranosa (do inglês 

Membranous Web- MW) tanto de forma múltipla (do inglês, multiple membrane vesicles-

MMVs) como de forma dupla (do inglês, double membrane vesicles-DMVs) derivados do 

retículo endoplasmático, endossomos, vesículas COP, mitocôndrias e gotas lipídicas 

(Romero-Brey et al., 2012). Esse complexo é induzido por proteínas virais, e serve como uma 

base para o processo de formação de novos vírions (Egger et al., 2002). 

 

2.3.4 Diagnóstico e formas de transmissão 

 

 Os testes diagnósticos, que têm como função detectar a infecção pelo HCV, são 

aqueles baseados na detecção de anticorpos (anti-HCV) e ácido nucleicos virais, utilizando 

plasma ou soro (Richter, 2002), sendo que os ensaios amplamente utilizados devido ao custo 

baixo e facilidade de uso são baseados no primeiro, denominados ensaios imunoenzimáticos 

(do inglês, enzyme immunoassays - EIAs) em que são direcionados à detecção de 

imunoglobulinas ou antígeno desse vírus (Chevaliez, Powlotsky, 2009). Contudo, um 

resultado positivo nesse teste per se não é indicativo de infecção corrente. NAT (testes de 

ácido nucleico, do inglês, nucleic acid tests) é o padrão ouro de detecção do HCV RNA, por 

PCR e sua variante PCR em tempo real quantitativa (do inglês, quantitative real time 

polimerase chain reaction - qRT-PCR) que são utilizados atualmente para distinguir 

infecções crônicas de infecções passadas (Chevaliez,  Powlotsky, 2008; Lange, Sarrazin, 
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2010). A hepatite aguda é caracterizada pela presença de HCV RNA e ausência de marcador 

sorológico, uma vez que os indivíduos infectados só irão desenvolver anticorpos anti-HCV 

semanas após a infecção, enquanto a hepatite crônica é designada pela presença do marcador 

sorológico anti-HCV e do HCV RNA persistente no soro por seis meses ou mais (Chevaliez, 

Powlotsky, 2008). Portanto, testes sorológicos são pouco eficientes para a detecção da fase 

aguda da infecção (Lange, Sarrazin, 2010). 

 A American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) recomenda que 

indíviduos que passaram ou tem comportamentos/fatores de risco façam os testes diagnósticos 

para detecção. Entre esses fatores temos: utilização de drogas injetáveis; pessoas positivas 

para HIV; indivíduos submetidos à hemodiálise; aqueles que possuem aminotranferases 

anormais; pessoas que receberam produtos sanguíneos antes de 1992 e entre outros (Ghany et 

al., 2009).  

 A exposição parenteral é o meio mais eficiente de transmissão do HCV. As principais 

situações de risco para a infecção pelo HCV são o uso de drogas ilícitas por via endovenosa, 

assim como a hemodiálise (Wasmuth, 2010b). O vírus pode também ser transmitido através 

de outras formas de contato percutâneo, como no procedimento de realização de tatuagens 

(Haley, Fisher, 2001). Além do mais, a relação sexual desprotegida com indivíduos infectados 

pode ser uma via de transmissão, embora ainda não esteja bem estabelecida (Terrault, 2013). 

No passado, a transfusão de sangue era um meio de infecção eficiente, contudo devido à 

introdução da triagem para marcadores sorológicos específicos para o HCV desde os anos 90, 

esse meio de contágio está quase totalmente extinto, pelo menos nos países desenvolvidos 

(Wasmuth, 2010b).  

 

2.3.5 Epidemiologia 

 

 Anualmente, aproximadamente meio milhão de indivíduos morre por doenças 

relacionadas com ao HCV (Lozano et al., 2012). Além do mais, estimativas apontam que 

cerca de 2% da população mundial sejam portadores crônicos dessa infecção, com risco de 

desenvolvimento de doenças hepáticas graves (WHO, 2014b). 

 Nos continentes africano e asiático se encontram os maiores índices de prevalência 

dessa infecção no mundo, baseando-se na prevalência do anti-HCV. Nos países desenvolvidos 

(América do Norte, Europa Ocidental e Austrália), as prevalências são baixas, contudo, 

mesmo nestes locais existem grupos com prevalências mais elevadas (Shepard et al., 2005). 
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As prevalências pelo mundo variam de 15% no Egito (El-Zanaty, Way, 2009) a menos de 

0,5% em países da Europa Central e Ocidentais (Cornberg et al., 2011). Na América Latina, o 

quadro entre adultos demonstra aproximadamente oito milhões com o anti-HCV em 2011 

(Kershenobich et al., 2011).  

 No Brasil, a prevalência do anti-HCV nas capitais é de 1,38%, baseado em inquérito 

nacional (Pereira et al., 2013). Apesar disso, há variações entre as regiões geográficas 

brasileiras devido à sua grande extensão territorial, adicionado às divergêngias culturais e 

econômicas (Kretzer et al., 2014). De 1999 a 2011, o SIM registrou 82.041 casos de 

indivíduos com anti-HCV e RNA detectável, sendo a esmagadora percentagem, 

aproximadamente 90%, nas regiões Sul e Sudeste (Brasil, 2012). Contudo, ainda são poucos 

estudados os níveis de prevalência do anti-HCV de forma homogênea, existindo relativamente 

mais informações, principalmente em alguns grupos populacionais específicos, como é o caso 

dos doadores de sangue (Ferreira, Silveira, 2004). 

 Diferentemente do HBV, o HCV não possui uma vacina, o que implica aos órgãos de 

saúde pública a promoção de campanhas que esclareçam a população sobre as formas de 

contaminação por esse último vírus, bem como as maneiras de prevenção, incentivando a 

utilização de materiais perfurocortantes descartáveis ou com esterilização eficiente. Contudo, 

a hepatite C viral é considerada uma infecção curável, devido à existência de drogas eficientes 

capazes de eliminar o vírus em até 95% dos indivíduos submetidos ao tratamento (Hanafiah et 

al., 2013), mas este tratamento é extremamente custoso. 

 

2.3.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular 

 

 O genoma do HCV possui como região menos variável, a 5’-UTR, provavelmente 

devido sua grande necessidade para os processo de replicação e tradução, enquanto as regiões 

E1 e E2 são as mais variáveis, e desse modo são designadas de hipervariáveis (Ashfaq et al., 

2011). Essa grande diversidade em seu genoma é devido a alguns fatores importantes: sua 

RNA polimerase RNA-dependente não possui capacidade revisora, existindo assim erros de 

incorporação de pelo menos 1,48 x 10-3 substituição de base/sítio/ano; sua taxa de replicação é 

alta, sendo que em um indivíduo, é estimada a produção de um trilhão de vírions por dia e 

existe grande pressão seletiva provocada pelo sistema imune do hospedeiro (Major et al., 

1999; Neumann et al., 1998; Troesch  et al., 2006).  Esses fatores influenciam na produção de 

uma população de cepas no hospedeiro chamada de quasispécies, que são variantes com 
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divergência genômica dentro de um único hospedeiro (Holmes, 2010). Essa população de 

variantes dentro do hospeideiro é uma grande vantagem adaptativa para esse vírus, pois 

qualquer pressão ambiental, por exemplo, pela utilização de drogas antivirais, pode selecionar 

cepas mutantes mais resistentes e capazes de estabelecerem infecção eficientemente (Martell 

et al., 1992; Nasu et al., 2011). 

 A evolução do HCV é direcionada por importantes pressões seletivas relacionadas ao 

processo de adaptação ao seu hospedeiro, desencadeada por respostas rápidas adaptativas à 

pressão seletiva imunológica e por tratamentos antivirais (Simmonds, 2004). Essa diversidade 

pode chegar a 35% no genoma viral completo, dividindo essas cepas em genótipos do HCV, 

com subtipos que variam de 20 a 25% entre si (Simmonds et al., 1993; Simmonds, 2004). 

Existem sete genótipos do HCV, designados por números arábicos e seus diversos subtipos 

por letras minúsculas, sendo que a maior parte dos genótipos possuem múltiplos subtipos, 

distribuídos em diferentes áreas geográficas do mundo (Messina et al., 2015; Simmonds, 

2004).  

 A distribuição genotípica do HCV revela poucas variantes frequentes ao redor do 

mundo, onde os subtipos 1a e 1b dentro do genótipo 1; o 2a dentro do genótipo 2 e o 3a 

dentro do genótipo 3 são os mais frequentes e considerados como pandêmicos (Messina et al., 

2015). Essa distribuição pode estar relacionada aos meios de transmissão como 

compartilhamento de drogas injetáveis e contaminação por derivados sanguíneos utilizados 

sem triagem específica até o início dos anos 90 (transfusão de sangue, hemodiálise), além do 

uso de instrumentos sem esterilização adequada, como seringa não descartável e outros 

equipamentos utilizados para vacinação em massa (Magiorkinis et al., 2009; Smith et al., 

1997).  

 O genótipo 1 do HCV é o mais prevalente em todo o mundo, sendo responsável por 

46,2% das infecções (Messina et al., 2015) seguido pelo genótipo 3 (30.1%); o genótipo 2 é 

mais frequentemente encontrado na África ocidental e central, assim como em alguns países 

ocidentais (Simmonds, 2004; Thong et al., 2014). Os genótipos 4, 5 e 6 são mais restritos a 

áreas distintas, sendo o genótipo 4 encontrado com mais frequência no Egito e África 

subsaariana; o 5 na África do Sul e o 6 no Sudoeste asiático (Antaki et al., 2010; Mellor et al., 

1995; Smith et al., 1997; Simmonds, 2004; Thong et al., 2014) (Figura 10).  



 
 
 

 

 

 

 O Brasil segue os padrões mundias de 

mostram que o subtipo 1a é amplamente distribuído no Brasil e parece ter sido introduzido 

por um único evento, enquanto os outros subtipos 1b e 3a mostraram comportamento de 

várias introduções em regiões distintas do

Campiotto et al. (2005), em diversas localidades do Brasil,  observaram uma grande 

frequência dos subtipos 1a, 1b e 3a, sendo o genótipo 1 o mais prevalente (64,9%), variando 

de 37,5% no Rio Grande do Sul a

genótipo 3 é o segundo mais frequente (30,2%) seguido pelo genótipo 2 (4,6%). Em estudo na 

região Nordeste foi encontrado uma grande frequência do subtipo 3a (49%) seguido pelo 1a e 

1b com 26 e 24%, respec

regiões brasileiras, notou-se uma alta frequência do subtipo 1a (34,3%), seguido pelo 1b e 3a 

com 30% e 25,7% respectivamente (Martins et al., 1998).

 

 

Figura 10 - Distribuição dos genótipos do HCV no mundo. 
Fonte: Adaptado de Messina et al., 2015

O Brasil segue os padrões mundias de distribuição genotípica do HCV. Estudos 

mostram que o subtipo 1a é amplamente distribuído no Brasil e parece ter sido introduzido 

por um único evento, enquanto os outros subtipos 1b e 3a mostraram comportamento de 

várias introduções em regiões distintas do país (Lampe et al., 2013; Romano et al., 2010).  

Campiotto et al. (2005), em diversas localidades do Brasil,  observaram uma grande 

frequência dos subtipos 1a, 1b e 3a, sendo o genótipo 1 o mais prevalente (64,9%), variando 

de 37,5% no Rio Grande do Sul a 82,1% em Alagoas. De acordo com o mesmo estudo, o 

genótipo 3 é o segundo mais frequente (30,2%) seguido pelo genótipo 2 (4,6%). Em estudo na 

região Nordeste foi encontrado uma grande frequência do subtipo 3a (49%) seguido pelo 1a e 

1b com 26 e 24%, respectivamente (Veras et al., 2009). Em doadores de sangue de três 

se uma alta frequência do subtipo 1a (34,3%), seguido pelo 1b e 3a 

com 30% e 25,7% respectivamente (Martins et al., 1998). 

Distribuição dos genótipos do HCV no mundo.  
Fonte: Adaptado de Messina et al., 2015 

53 
 

distribuição genotípica do HCV. Estudos 

mostram que o subtipo 1a é amplamente distribuído no Brasil e parece ter sido introduzido 

por um único evento, enquanto os outros subtipos 1b e 3a mostraram comportamento de 

país (Lampe et al., 2013; Romano et al., 2010).  

Campiotto et al. (2005), em diversas localidades do Brasil,  observaram uma grande 

frequência dos subtipos 1a, 1b e 3a, sendo o genótipo 1 o mais prevalente (64,9%), variando 

82,1% em Alagoas. De acordo com o mesmo estudo, o 

genótipo 3 é o segundo mais frequente (30,2%) seguido pelo genótipo 2 (4,6%). Em estudo na 

região Nordeste foi encontrado uma grande frequência do subtipo 3a (49%) seguido pelo 1a e 

tivamente (Veras et al., 2009). Em doadores de sangue de três 

se uma alta frequência do subtipo 1a (34,3%), seguido pelo 1b e 3a 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar os genótipos e subgenótipos (para HBV) dos vírus das hepatites B, C e 

Delta nos municípios de Urbano Santos, Axixá, Morros, Icatu e Humberto de Campos – 

Maranhão. 

 

3.2 Objetivos específicos 
 

� Identificar os indivíduos com HBV DNA, HDV RNA e HCV RNA detectável entre 

aqueles com positividade para os marcadores sorológicos HBsAg, anti-HD e anti-

HCV, respectivamente; 

 

� Caracterizar os genótipos (HDV), subgenótipos (HBV) e subtipos (HCV) desses vírus 

por sequenciamento (Sanger); 

 

� Comparar as sequências desses vírus, através de construção filogenética, com as 

previamente descritas no Maranhão e no mundo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Amostra e área de estudo 

 

 Em 2008, iniciou-se uma pesquisa realizada com pacientes crônicos para hepatite B no 

Centro de Estudos do Fígado do Hospital da Universidade Federal do Maranhão, referência 

no tratamento de doenças hepáticas nesse estado, em cooperação com o Laboratório de 

Gastroenterologia e Hepatologia Tropical do Instituto de Medicina Tropical em São Paulo. 

Esse trabalho deu origem a dois artigos importantes: o primeiro descrevendo a diversidade 

genotípica do HBV (Barros et al., 2014) e o segundo relatando um achado único no Brasil, a 

detecção do HDV genótipo 8 (Barros et al., 2011). Esse último achado nos incentivou a 

estudar as regiões próximas a Urbano Santos, onde foi encontrada a maioria dos casos de 

hepatite Delta, de modo a responder nossa hipótese que essa região poderia ser endêmica para 

esse vírus, o qual no Brasil é comum apenas na região Amazônica. Desse modo, realizou-se 

um estudo de base populacional, em que aproximadamente quatro mil indivíduos foram 

selecionados nos municípios maranhenses de Urbano Santos, Axixá, Morros, Icatú e 

Humberto de Campos, no período de março de 2012 a março de 2014. Toda a região dos 

municípios foi levada em consideração para o cálculo amostral e sorteio sistemático dos 

setores censitários, sendo alguns desses isolados e de difícil acesso (Figura 11). Portanto, essa 

tese faz parte desse projeto maior denominado “Estudo das Hepatites B, C e D nos municípios 

de Urbano Santos, Humberto de Campos e da Região do Baixo Munin, Maranhão, Brasil” em 

que utilizamos como casuística os indivíduos com marcadores de infecção para o vírus das 

hepatites, B (HBsAg), Delta (anti-HD) e C (anti-HCV). A figura 12 mostra a localização 

desses municípios e o número de indivíduos participantes. O esquema representativo do 

processamento das amostras é resumido na figura 13. 
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Figura 11 - A- Foto de um dos setores rurais. B- Estradas de areia encontrado em 
alguns acessos aos setores rurais.  
Fonte: Arquivo pessoal 

A 

B 
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4.2 Desenho de estudo e cálculo amostral 
 

As coletas das amostras foram feitas de maneira sistemática por conglomerados, 

baseando-se pelo número populacional de cada município. Para calcular a amostra foi adotada 

uma prevalência de 0,5% do HBsAg, considerando o resultado de prevalência do HBsAg 

encontrada em inquérito nacional na região Nordeste (Universidade de Pernambuco, 2010), 

com erro absoluto de 0,3%, nível de confiança de 95% e assumindo um efeito de desenho 

igual a 2, totalizando uma amostra total de 3.856 a 4.000 indivíduos.  A amostragem foi feita 

por conglomerado em dois estágios: no primeiro foram sorteados os setores censitários com 

probabilidade proporcional à população. No segundo foram sorteados os quarteirões dos 

setores sorteados através da numeração das quadras e sorteio aleatório. Os mapas dos setores 

censitários foram disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE). 

Todos os domicílios dos quarteirões selecionados foram sequencialmente visitados, de acordo 

com o sorteio do local de início (esquina do quarteirão e prosseguindo no sentido horário), e 

Figura 12 - Esquema do mapa do Maranhão indicando os municípios participantes da pesquisa 
(estrelas) e seus respectivos números amostrais. 
Fonte: Modificado de Wikimedia Commons 
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Maranhao_MesoMicroMunicip.svg#/media/File:Maranhao_MesoMicro
Municip.svg> 

(532) 
(656) 

(1066) 
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todos os indivíduos foram incluidos no estudo se estivessem dentro dos critérios de inclusão: 

idade mínima de um ano e residindo no local há mais de seis meses; além de concordarem em 

participar da pesquisa após assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

(Anexo A).  

A pesquisa “Estudo das hepatites B, C e D nos municípios de Urbanos Santos, 

Humberto de Campos, e da Região do Baixo Munin, Maranhão”, foi aprovado no comitê de 

ética em pesquisa do Hospital Universitário da Universidade Federal do Maranhão, CAAE 

20935413.5.0000.5086 e Parecer nº 448.731 (Anexo B). 

 

4.3 Sorologia 

 

 Os indivíduos, após a entrevista e assinatura do TCLE, foram submetidos à coleta de 

sangue periférico. As amostras foram processadas em alíquotas de soro, plasma e buffy-coat 

(anel leucocitário) no mesmo dia da coleta (Figura 14) e transportadas ao Centro de Pesquisa 

Clínica do Maranhão (CEPEC), em caixa térmica devidamente refrigerada, onde foram 

armazenadas em freezer – 70ºC até realização dos testes sorológicos para os marcadores totais 

HBsAg, Anti-HBs, anti-HBc, anti-HCV e anti-HD no Laboratório Central do Estado do 

Maranhão (LACEN), através da técnica de ELISA utilizando kits comerciais (DiaSorin, 

Saluggia, Vercelli, Italy). A imunotécnica de quimioluminescência por micropartículas 

(CMIA)-ARCHITECT (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) foi utilizada para 

confirmação dos casos positivos para anti-HCV. Nessa tese abordamos apenas a identificação 

dos marcadores HBsAg, anti-HCV e Anti-HD para definir a casuística que foi utilizada para 

esse estudo. Os aspectos epidemiológicos e fatores de risco serão abordados em outros 

trabalhos.  
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Amostra total: 
3987 amostras 

Triadas para HBsAg: 
3.860 

Triadas para anti-HCV: 
3.845 

 

Positivo para 
anti-HD  

 

Positivas 
  

Positivas 
 

Extração de 
RNA viral 

Extração de 
DNA viral 

Negativas 
 

Negativas 

Negativo para 
anti-HD 

 
 

Extração de 
RNA viral 

 Obtenção de cDNA 
por RT- PCR  

Amplificação por 
Nested-PCR 

Obtenção de 
cDNA por RT- 

PCR 
 

Amplificação 
por Nested-

PCR 
 

Eletroforese em 
gel de agarose 

Negativa Positiva 
Eletroforese em 
gel de agarose 

Amplificação por 
Nested-PCR 

 

Eletroforese em 
gel de agarose 

Negativa 
 

Positiva 
 

Positiva 
 

Negativa 
 

Purificação de 
fragmentos 

Sequenciamento 

Análise de qualidade de 
sequências 

Boa Ruim 

Análise filogenética 

Figura 13 - Esquema resumido dos procedimentos realizados na pesquisa. 
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4.4  Biologia Molecular 

 
4.4.1 Extração do DNA (HBV) e RNA (HDV e HCV) a partir de soro e plasma 

 

 As amostras positivas para os marcadores de infecção HBsAg, anti-HD e anti-HCV  

foram submetidas a extração de DNA/RNA viral de soro ou plasma, utilizando-se kits: 

QIAamp DNA Blood Mini para o HBV e QIAamp MinElute Virus Spin para os demais 

(Qiagen, Inc., Hilden, Germany), seguindo as instruções estabelecidas pelo fabricante.  

 

4.4.2 Síntese do cDNA do HDV RNA e HCV RNA  

 

 A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se a enzima SuperScript® III 

ReverseTranscriptase e primers randômicos (InvitrogenTM, Thermo Fisher Brand, Carlsbad, 

USA). Para o HDV e HCV foram utilizados os mesmos procedimentos com exceção que para 

o HDV, o RNA extraído foi submetido a uma incubação inicial para denaturação da fita de 

RNA a 94 °C por cinco minutos. O volume final da reação foi de 60 µL com as seguintes 

Figura 14 - Processamento de amostras no laboratório de um dos 
Municípios de coleta.  
Fonte: Arquivo pessoal 
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concentrações: 7,5 ng/µL do primer randômico (150 ng/µL), 1 X de Tampão (5 X), 10 mM de 

DTT (0,1 M), 0,5 mM de dNTPs (10 mM), 30 U de RNAse OUT (40 U/ µL), 300 U de 

Enzima SuperScript III (200 U/µL) e água DEPC. As amostras foram submetidas às seguintes 

temperaturas no termociclador (Eppendorf): 70 °C por 10 minutos; 25 °C por 5 minutos; 37 

°C por 1 hora e 2 minutos e 95 °C por 15 minutos. 

 

4.4.3 Amplificação do HBV DNA, HDV cDNA e HCV cDNA  

 

 A amplificação de regiões específicas dos genomas virais foi realizada utilizando a 

técnica de reação em cadeia da polimerase aninhada (nested PCR), utilizando a enzima 

platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) através de procedimentos já descritos (Enomoto 

et al., 1990; Gomes-Gouvêa et al., 2008; Gomes-Gouvêa et al., 2015;  Sandres-Sauné et al., 

2003). Os primers utilizados foram os seguintes: 

 

a) HBV - Um fragmento de 1.306 pb da região que parcialmente engloba os genes 

codificantes do HBsAg/Polimerase (S/Pol) foi gerado a partir de uma primeira PCR 

com os primers PS3132F (5’ CCT CCY GCH TCY ACC AAT CG 3’; nt 3132–

3151)/2920RM (5’ ACG TCC CKC GHA GRA TCC AG 3’; nt 1417–1398) e uma 

segunda PCR com os primers PS3201F (5’ CAY CCH CAG GCM ATG CAG TGG 

3’; nt 3201–3221)/P1285R (5’ CWA GGA GTT CCG CAG TAT GG 3’; nt 1285–

1266) (Gomes-Gouvêa et al., 2015); 

 

b) HCV - Um fragmento de 380 pb correspondente a região parcial do gene NS5B foi 

obtido através de uma primeira rodada de PCR com os primers NS5B PR1 (5’ TGG 

GGA TCC CGT ATG ATA CCC GCT GCT TTG A 3’ nt; 8245-8275) /NS5B PR2 

(5’ GGC GGA ATT CCT GGT CAT AGC CTC CGT GAA 3’ nt; 8616-8645) e uma 

segunda rodada com os primers  NS5B PR3 (5’ TAT GAY ACC CGC TGY TTT 

GAC TC 3’ nt; 8256-8278  )/ NS5B PR5 (5’ GCT AGT CAT AGC CTC CGT 3’ nt; 

8619-8636) (Sandres-Sauné et al., 2003).  

 
 

c) HDV – Um fragmento de 403 pb da região genômica parcial do antígeno delta foi 

gerado a  partir de uma primeira PCR com os primers HDV-853 IU (5’ CGG ATG 
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CCC AGG TCG GAC C 3’; nt 853-871)/ HDV-1302 OD (5’ GGA TTC ACC GAC 

AAG GAG AG 3’ nt; 1322–1303) e uma segunda PCR com os primers HDV-A (5’ 

GAA GGA AGG CCC TCG AGA ACA AGA 3’; nt 1290-1267)/ HDV-E (5’ GAG 

ATG CCA TGC CGA CCC GAA GAG 3’; nt 887-910)  (Casey et al., 1993; Zhang et 

al., 1996).  

 Todos os procedimentos de biologia molecular seguiram critérios já estabelecidos para 

evitar contaminação ou resultados falsos positivos (Kwok, Higuchi, 1989). 

 

4.4.4 Determinação das cargas virais dos HBV e HCV 

 

 A carga viral do HBV foi avaliada através de PCR em tempo real, utilizando conjunto 

de primers e sondas complementares a regiões conservadas do gene S do HBV, através do 

sistema TaqMan® (Life Technologies) através de procedimentos e primers já descritos, com 

limite de detecção de 50 UI (unidades internacionais)/mL (Sitnik et al., 2010). Uma curva 

padrão foi realizada através de amostra confiavelmente já quantificada, a partir da qual foram 

obtidos pontos em duplicata através de diluições seriadas de 1/10.  Todas as amostras também 

foram colocadas em duplicada, com um controle negativo (água ultrapura) a cada cinco 

amostras. Os resultados foram obtidos com o aparelho ABI 7500 Fast (Applied Biosystems), 

analisados no próprio software do equipamento e expressos em UI/mL. 

 A carga viral do HCV foi determinada pelo kit comercial Abbott Real Time HCV 

(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA), com limite mínimo de deteção de 12 UI/mL. 

  

4.4.5 Detecção dos fragmentos amplificados para sequenciamento 

 

 Os fragmentos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 

2% concomitantemente com padrão molecular Low Mass Ladder, 200 pb (Life 

Technologies), para identificação do tamanho do fragmento  e respectiva quantificação. O gel 

foi corado utilizando-se o SYBR® safe (Invitrogen) e visualizado sob luz ultravioleta. 

 

4.4.6 Sequenciamento dos fragmentos do HBV DNA e HDV cDNA 

 
 Os protudos do segundo ciclo de PCR foram submetidos à puficação antes de serem 

sequenciados. Para isso, utilizamos o kit ChargeSwitch® PCR Clean-Up Kit (Life 

Technologies, USA).  
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 O sequenciamento foi feito através do kit ABI PRISM® BigDyeTM terminator 

(Applied Biosystem). Todos os procedimentos e primers utilizados já foram descritos (Casey 

et al., 1993; Gomes-Gouvêa et al., 2008; 2015; Zhang et al., 1996).  

 A eletroforese e leitura foram feitas utilizando-se o sequenciador automático ABI 

3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

 

4.4.7 Análise das sequências, genotipagem e análise filogenética 

 

 As sequências foram analisadas quanto sua qualidade através do programa Phred-

Phrap e a sequência consenso de cada amostra montada, a partir do alinhamento das 

sequências geradas de cada fragmento sequenciado, utilizando o programa CAP3 (Togawa, 

Brigido 2003). Ambos os programas estão disponíveis no site Eletropherogram quality 

analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).    

 Para a classificação dos genótipos e subgenótipos, as sequências consenso obtidas 

foram alinhadas com sequências de diferentes genótipos e subgenótipos dos vírus disponíveis 

no GenBank (NCBI, 2014). Foi utilizado o programa Clustal_W no BioEdit para o 

alinhamento das sequências (Hall, 1999).  

A análise filogenética foi feita utilizando-se o programa BEAST 1.6.1 (Drummond, 

Rambaut, 2007) através do método Bayesiano de Monte Carlo via cadeias de Markov 

(MCMC). Foi utilizado um relógio molecular relaxado através do GTR + G + I como modelo 

de substituição nucleotídica. Para o HBV foram rodadas 20 milhões de gerações em que a 

cada dois mil foram amostradas uma arvóre; enquanto que para o HDV, 10 milhões de 

gerações foram realizadas e a cada mil foram amostradas uma árvore, para obtenção de 

convergência de parâmetros. As árvores para o HBV e HDV com maior credibilidade de 

clados foram obtidas, excluindo 10% de burn-in, através do programa TreeAnnotator v.1.6.1 e 

visualizadas com o programa FigTree v1.4.2. (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 

 Os subtipos sorológicos do HBV foram designados através da tradução das sequências 

genômicas pelo programa BioEdit (Hall, 1999), e a observação das posição de aminoácidos da 

principal região antigênica do HBsAg, nas posições 120, 122, 127, 134, 159 e 160,  para a 

determinação das especificidades a, d/y e w/r (Norder et al., 2004). 
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4.4.8 Análise estatística 

 

   Indivíduos com positividade para DNA/RNA dos vírus estudados foram organizados 

em tabelas através do programa Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) e 

suas características demográficas e virológicas foram descritas. Os resultados foram 

analisados pelo programa estatístico Stata v. 11.0 (StataCorp, 2009) e foram aplicados os 

testes t de Student e exato de Fisher. Diferenças foram consideradas significantes quando o 

valor p foi menor que 0,05. 
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Análise sociodemográfica da amostra 

 

 Um total de 3.997 amostras foram coletadas de indivíduos dos cinco municípios 

participantes. Dessas, dez foram excluídas em virtude de incompatibilidade e/ou falta de 

dados. Em relação à amostra total analisada, mais da metade provinha de indivíduos do sexo 

feminino (57,9%; 2.308/3.987), com uma idade média de 28,3 (DP=20,15) anos. A maioria 

desses residia em setor rural (62,45%; 2.490/3.987). Os dados referentes à faixa etária dos 

indivíduos participantes estão resumidos na tabela 1.  

 

 

Idade Número de indivíduos Porcentagem (%) 

1 a 18 anos 1.665 41,76 

19 a 36 anos 1.108 27,79 

37 a 60 anos 868 21,77 

61 a 99 anos 346 8,7 

Total 3.987 100 

 

5.2 O vírus da hepatite B 

 

5.2.1 Identificação sorológica  

 

 Das amostras coletadas, 3.860 foram triadas para o marcador HBsAg, sendo 92 

(2,38%) com positividade confirmada, após checagem com dois/três testes de ELISA 

sucessivos, ou seja, todas que apresentassem positividade no primeiro teste eram submetidos a 

um segundo teste e, caso fosse negativo, essa era submetida a um terceiro teste de 

confirmação. A maioria dos 92 indivíduos com HBsAg positivo eram do sexo masculino 

(56,5%; 52/92) com idade média de 42,3 (DP=20, 7). 

  

Tabela 1 - Frequência categórica das idades da população do estudo. 
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5.2.2 Características sociodemográficas dos indivíduos positivos para HBV DNA por 

nested PCR e PCR em tempo real 

 

 Das amostras positivas para HBsAg, 58,69% (54/92) apresentaram HBV DNA 

detectável por nested PCR ou PCR em tempo real. Deste modo, encontramos uma prevalência 

de HBV DNA de 1,39% (54/3.860) na população geral. Esses eram na maioria do sexo 

masculino 55,55% (30/54) com idade média de 43,79 (DP = 20,77) anos. Levando em 

consideração a origem, a maioria era de Humberto de Campos (42,59%; 23/54) e residiam em 

setor rural (70,37%; 38/54). Esses indivíduos possuíam uma renda familiar de menos de um 

salário mínimo (66,66%; 36/54). Observamos também que a maioria desses indivíduos se 

declarou como sendo negro ou mestiço/mulato (74,07%; 40/54).  

  

5.2.3 Distribuição dos genótipos e subgenótipos do HBV 

 

 A amplificação do fragmento de 1.306 pb do gene S/Pol foi realizada com sucesso 

em 51 das 54  amostras com HBV DNA detectável. Dessas, 50 tiveram sequências de boa 

qualidade, nas quais foi possível a caracterização genotípica. Todas as amostras foram 

classificadas em genótipos A e D, sendo a maioria dessas (86%; 42/50) desse último. A 

filogenia das sequências do genótipo A mostra que todas pertencem ao subgenótipo A1, 

distribuídas em vários ramos da árvore (Figura 15A). Esses isolados se agruparam com outros 

de poucas regiões africanas, sendo considerado assim dentro de um clado asiático-americano. 

Todas essas amostras foram classificadas como subtipo adw2 (Figura 16). 

  O genótipo D também foi classificado em apenas um subgenótipo, D4. Essas 

sequências, diferentemente do A1, agruparam-se em um grupo monofilético e se aproximaram 

de outras sequências descritas no Maranhão (Figura 15B). Todas as sequências foram 

classificadas em apenas um subtipo sorológico, ayw2 (Figura 17). 

 Na tabela 2 são apresentadas as características sociodemográficas dos indivíduos, nos 

quais foi possível caracterizar o genótipo do HBV envolvido na infecção. De todas as 

características mostradas, apenas renda familiar e origem tiveram diferenças com 

significância estatística, p = 0,019 e 0,015, respectivamente, em que o genótipo D4 foi mais 

prevalente em indivíduos com menos de um salário mínimo e residindo nos municípios de 

Humberto de Campos, Urbanos Santos e Morros. 
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Variável Subgenótipo  
A1 (%) D4 (%) 

 
Total (%) p 

N 
Masculino 
Feminino 
Idade Média (±DP) 
Origem 
Axixá 
Morros 
Icatu 
Humberto de Campos 
Urbano Santos 
Setor 
Urbano 
Rural 
Raça* 
Negro 
Branco 
Índio 
Mestiço/Mulato 
Outro/Não Sabe 
Nível de educação 
Analfabeto 
Fundamental incompleto 
Fundamental completo 
Médio incompleto 
Médio completo 
Superior 
Não se aplica 
Renda familiar 
Menos de um salário mínimo 
1 a 3 salários mínimos                                  

8 (16) 
5 (17,86) 
3 (13,64) 
41,5 (±18,7) 
 
1 (50) 
2 (16,7) 
4 (50) 
1 (4,55) 
0 
 
3 (21,4) 
5 (13,9) 
 
3 (25) 
0 
2 (40) 
3 (11,5) 
0 
 
0 
5 (23,81) 
0  
1 (20) 
2 (28,6) 
0 
0 
 
2 (6,3) 
6 (33,3) 
 

42 (84) 
23 (82,14) 
19 (86,36) 
45,3 (±21,8) 
 
1 (50) 
10 (83.3) 
4 (50) 
21 (95,4) 
6 (100) 
 
12 (78,6) 
30 (86,1) 
 
9 (75) 
5 (100) 
3 (60) 
23 (88,5) 
2 (100) 
 
12 (100) 
16 (76,2) 
4 (100) 
4 (80) 
5 (71,4) 
0 
1 (100) 
 
30 (93,7) 
12 (66,7) 
 

50 
28 (56) 
22 (44) 
44,7 (±21,2) 
 
2 (4) 
12 (24) 
8 (16) 
22 (44) 
6 (12) 
 
15 (30) 
35 (70) 
 
12 (24) 
5 (10) 
5 (10) 
26 (52) 
2 (4) 
 
12 (24) 
21 (42) 
4 (8) 
5 (10) 
7 (14) 
- 
1 (2) 
 
32 (64) 
18 (36) 

1 
 
 
,647 
 
,015 
 

 
 
 
 

,683 
 
 
,32 
 
 
 
 
 
,336 
 
 
 
 
 
 
 
,019 

* Baseado em autodeclaração 
 

 
 

   

Tabela 2 - Características sociodemográficas dos portadores dos subgenótipos do HBV. 
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Figure 15 - Análise filogenética dos subgenótipos do HBV. (A) Subgenótipo A1. (B) 
subgenótipo D4. As sequências desse estudo são identificadas pela cor verde e as descritas 
anteriormente no Maranhão pela cor laranja. Sequências do GenBank são apresentadas por seu 
genótipo/subgenótipo correspondente mais número de acesso e origem.  Os valores de 
probabilidade posterior são mostrados nos ramos principais.  
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Figura 16 - Sequências de aminoácidos do subtipo sorológico adw2 do 
subgenótipo A1 desse estudo. A região do resíduo 124-147 delimita o 
determinante “a” do gene S do HBV. Os retângulos verticais demarcam 
posições importantes para classificação do subtipo sorológicos do HBV. 
Fonte: Figura criada através do programa BioEdit 

Figura 17 - Sequências de aminoácidos do subtipo sorológico ayw2 do 
subgenótipo D4 desse estudo. A região do resíduo 124-147 delimita o 
determinante “a” do gene S do HBV. Os retângulos verticais demarcam 
posições importantes para classificação do subtipo sorológicos do HBV. 
Fonte: Figura criada através do programa BioEdit 
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5.3 O vírus da hepatite Delta 

 

5.3.1 Identificação sorológica  

 

 As 92 amostras positivas para o marcador HBsAg foram submetidas a investigação do 

marcador anti-HD. Oito amostras apresentaram positividade para esse marcador. Desses, a 

maioria era do sexo masculino (62,5%; 5/8) e tinham idade média de 33,5 anos (DP=10,6). Os 

casos positivos foram encontrados: em Morros (25%; 2/8), Humberto de Campos (50%; 4/8) e 

Urbano Santos (25%; 2/8). 

 
5.3.2 Características sociodemográficas dos indivíduos positivos para HDV RNA 

 

 Entre as oito amostras positivas, apenas metade tiveram RNA detectável, sendo assim 

uma frequência do RNA HDV de 4,35% (4/92) entre os casos positivos para HBsAg. Esses 

indivíduos com infecção ativa tinham idade que variavam de 23 a 49 anos e apenas uma 

amostra era de indivíduo do sexo feminino. Metade dessas amostras teve também o 

subgenótipo do HBV identificado. A tabela 3 descreve algumas características dos indivíduos 

positivos para o RNA HDV.  

 
 

 

5.3.3 Distribuição dos genótipos do HDV 

 

 As quatro sequências foram submetidas à análise filogenética. Todas se agruparam no 

clado HDV-8, com um bom suporte de probabilidade posterior, junto com as outras duas 

descritas anteriomente no Brasil (Figura 18).  

ID Sexo Raça*          Idade  Origem Zona Nível de 
escolar 

Renda 
familiar  
(SM) 

HDV-
genótipo 

HBV- 
Subgenótipo 

1015 M Negro 23 Morros Rural F.Inc Menos de 1 HDV-8 ND 

2231 M Negro 25 H. Campos Rural F.Com Menos de 1 HDV-8 D4 

2321 M Negro 49 H. Campos Rural Anf Menos de 1 HDV-8 D4 

3959 F Mestiço/

Mulato 

39 U. Santos Urbano Anf Menos de 1 HDV-8 ND 

* baseado em autodeclaração; ND- Não determinado. SM – Salário mínimo; F. Inc-Fundamental incompleto; F Com- 
Fundamental Completo; Anf- Analfabeto. 

Tabela 3 - Características sociodemográficas dos indivíduos positivos para o RNA do HDV.  
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 As amostras brasileiras agruparam dentro do clado do HDV-8, em um braço a parte de 

todas as outras sequências encontradas no GenBank, todas elas provenientes da África 

ocidental e central, com maior representatividade do Gabão. Embora dois indivíduos 

infectados sejam do mesmo município de Humberto de Campos (2231 e 2321), as sequências 

dessas amostras não se agruparam no mesmo braço final da árvore, assim como o isolado 

encontrado em Urbano Santos (3959) neste trabalho não se agrupou da mesma forma com os 

dois outros do mesmo município descritos no trabalho de Barros et al. (2011) (JF 

298899_MA_Brazil e JF 298898_MA_Brazil). 
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Figura 18 - Análise filogenética dos isolados do HDV (retângulos). Sequências do GenBank 
são apresentadas por seu genótipo correspondente mais número de acesso e origem.  Os 
valores de probabilidade posterior são mostrados nos ramos principais.  
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5.4 O vírus da hepatite C 

 

5.4.1 Identificação sorológica  

 

 De modo oposto ao HBV, a triagem do número mínimo de indivíduos representativos 

para o estudo (3.856 amostras) não foi alcançado para o marcador anti-HCV, mas foram 

analisadas 3.845. Todas as amostras foram incialmente testadas com o kit sorológico Murex 

(DiaSorin, Italy) e retestatadas através do kit ARCHITECT anti-HCV (Abbott Diagnostics, 

Wiesbaden, Germany), sendo confirmadas apenas quatro (0,1%) amostras positivas. Essas 

quatro amostras eram de indivíduos do sexo feminino, sendo dois deles do município de 

Axixá e os outros de Icatu. Suas idades variavam de sete a 69 anos.  

 Um dos indivíduos com anti-HCV apresentou positividade para o marcador HBsAg. 

Contudo, a carga viral do HBV não foi detectável.  

 

5.4.2 Características sociodemográficas dos indivíduos positivos para HCV RNA 

 

As quatro amostras com sorologia positiva para o HCV foram primeiramente 

submetidas a PCR qualitativa, no entanto, nenhuma delas apresentou amplificação de HCV 

RNA. Esse resultado foi confirmado pelo ensaio de carga viral em duas dessas amostras (PCR 

quantitativo). Nas outras duas amostras não foi possível a realização do ensaio, devido a 

quantidade insuficiente de soro para análise. 
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6 DISCUSSÃO 
 

 Esse é o primeiro trabalho no Maranhão que tem como casuística indivíduos positivos 

para os principais marcadores sorológicos de infecção dos vírus da hepatite B, Delta e C de 

uma amostra de base populacional, com um número representativo de indivíduos, e desse 

modo, de grande importância para entender a distribuições desses vírus no estado. 

  Os vírus hepatotrópicos abordados aqui provocam grande impacto socioeconômico 

em vários países em longo prazo, principalmente aquelas com baixos índices de 

desenvolvimento (Lemoine et al., 2013).  Nesse estudo, considerando apenas os marcadores 

descritos nesta parte do trabalho, encontramos as seguintes frequências do HBsAg, anti-HD e 

anti-HCV: 2,38% (92/3.860); 8,69% (8/92) e 0,10% (4/3.845), respectivamente. Ou seja, esta 

população não apresenta o HCV como um agente patogênico importante. Ademais, a 

quantidade de indivíduos com infecção pelo HDV, não comum fora da região amazônica, é o 

dobro daquela encontrada para o HCV. Esse trabalho tem dois aspectos diferentes de muitos 

outros até agora realizados envolvendo o estudo do HDV, pois permitiu avaliar essa infecção 

em uma região fora da Amazônia em uma população geral, enquanto que os poucos estudos 

fora da Amazônia são de grupos específicos (coinfectados HBV/HIV e usuários de drogas) 

(Mendes-Correa et al., 2011; Oliveira et al., 1999).  

 Diferentemente do HCV, o HBV pode ser combatido com vacinação de crianças e 

adultos, o que também é eficaz para combater o HDV (Goyal, Murray, 2014). Contudo, não 

apenas a vacinação seria a chave para resolução desse problema de saúde pública. Um bom 

nível de instrução educacional sobre os meios de prevenção de transmissão desses vírus, 

assim como melhores condições de saúde e higiene também são eficientes no controle da 

dissiminação dessas infecções (Lemoine et al., 2013; Souto, 2015). A região aqui estudada 

está localizada no nordeste do Maranhão e é composta de cinco municípios onde os baixos 

índices de desenvolvimento são comuns aos encontrados em muitas outras regiões do interior 

desse estado (IBGE, 2012). A maioria dos indivíduos com positividade para HBV DNA e 

HDV RNA sobrevivia com menos de um salário mínimo e o nível de educação era 

frequentemente baixo, mas sem diferença estatística significativa. Portanto, devido à 

predominância da pobreza e baixa escolaridade, esses indivíduos desconhecem muitas vezes 

informações sobre meios de transmissão e prevenção de doenças, como as hepatites virais e, 

consequentemente, podem ser mais susceptíveis de serem infectados. 
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 Dos noventa e dois indivíduos com sorologia positiva para HBsAg, em um pouco a 

mais do que a metade se observou evidência de replicação viral ativa, ou seja, HBV DNA 

detectável por nested PCR ou PCR em tempo real (58,69%; 54/92), sendo assim uma 

prevalência  de 1,39% (54/3.860) do HBV DNA na população geral. A baixa percentagem de 

HBV DNA entre os indivíduos HBsAg do nosso estudo difere bastante da percentagem de 

positividade para o HBV DNA entre pacientes crônicos descritos no último estudo no 

Maranhão que foi de 89% (Barros et al., 2014). Contudo, esse último estudo avaliou pacientes 

crônicos (ou seja, com mais de seis meses de presença do HBsAg no soro) em 

acompanhamento ambulatorial. Nosso estudo não envolveu pacientes em acompanhamento 

nem levou em consideração a cronicidade, pois trata-se de um estudo transversal. Desse 

modo, a maioria desses indivíduos pode não estar em fase de infecção ativa. 

 Em relação ao HDV, dos noventa e dois indivíduos portadores do HBsAg 

identificados, apenas oito tiveram positividade para o anti-HD, e desses, quatro apresentaram 

evidência de infecção ativa, um caso a mais do que o último estudo realizado no Maranhão 

(Barros et al., 2011). Outros estudos fora do Brasil, em regiões consideradas endêmicas como 

na África subsariana, já desmostraram altos índices de prevalência do HDV RNA em estudos 

específicos, como em pacientes com sintomas de doença hepática e indivíduos positivos para 

HIV (Andernach et al., 2014; Lunel-Fabiani et al., 2013; Opaleye et al., 2016). Contudo, no 

Brasil, resultados com alta positivade do RNA do HDV são mais frequentes apenas na região 

amazônica (Crispim et al., 2014; Paraná et al., 2006) sendo quase nula a presença fora dessa, 

(Mendes-Correa et al., 2011) com exceção da região nordeste do Maranhão (Barros et al., 

2011).  

 Levando em consideração o HCV, não encontramos indivíduos positivos para RNA 

desse vírus entre os quatro indivíduos positvos para anti-HCV. De acordo com nosso 

conhecimento, esse é o primeiro trabalho no Maranhão a investigar a presença do HCV 

através de um estudo de base populacional, levando em consideração municípios fora da 

região metropolitana da capital do estado. Há conhecimento que meios de transmissão 

eficientes entre o HBV e HDV, como contato sexual e transmissão perinatal, parecem ser 

pouco importantes em relação ao HCV (Wasley, Alter, 2000). No Brasil, além da transfusão 

de sangue, tatuagem parece ser também um grande fator de risco, além de ter moradias com 

condições sanitárias deficientes quanto à presença de esgoto ou água encanada (Pereira et al., 

2013). Desse modo, se justifica a ausência de indivíduos HCV RNA positivos em nosso 

estudo, provavelmente, devido às poucas vias de transmissão mais eficientes para o HCV 
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encontradas na população estudada (dados não mostrados), somado ao relativo isolamento 

desta população. Assim, o HCV pode não ter se estabelecido nessa região devido a poucos 

meios eficientes de infecção ou a população pode possuir características moleculares que a faz 

menos susceptíveis à infecção crônica. Essa especulação somente será respondida através da 

realização de mais estudos epidemiológicos em associação com estudos de marcadores 

moleculares humanos. 

 A epidemiologia molecular é uma ferramenta de grande auxílio para entender a 

dispersão de doenças infecciosas, e assim, obter informações úteis para controle e combate de 

organimos transmissíveis como os vírus das hepatites (Leitner, 2002). Deste modo, esse 

trabalho vem adicionar mais informações sobre esses vírus no estado do Maranhão de modo a 

incentivar estratégias de políticas públicas de controle e de tratamento, levando-se em conta a 

freqûencia das infecções nesse estado. 

 Em relação ao HBV, apenas dois genótipos foram encontrados, A e D. O genótipo D 

foi o mais frequente seguido por poucos casos do tipo A. Esse achado não está de acordo com 

o encontrado em estudos passados no Maranhão e no Brasil como um todo, em que o 

genótipo A é o mais preponderante (Alvarado-Mora et al., 2011; Barros et al., 2014; Crispim 

et al., 2014; Gomes-Gouvea et al., 2009; Mello et al., 2007; Moura et al., 2013; Santos  et al., 

2010; Sitnik et al., 2004; Victoria et al., 2008). Apenas no sul brasileiro já foi descrito uma 

maior quantidade de genotipo D (Becker et al., 2010; Bertolini et al., 2012; Carrilho et al., 

2004), o que pode estar relacionado com a imigração de europeus vindos de regiões de alta 

prevalência desse genótipo (Bertolini et al., 2012). 

 Em relação aos subgenótipos, A1 e D4 foram os únicos encontrados. O subgenótipo 

A1 é o mais frequente no Brasil (Gomes-Gouvea et al., 2015) e também com o maior número 

de casos encontrados no último estudo realizado no estado do Maranhão (Barros et al., 2014), 

conduzido no Centro de Estudos do Fígado do Hospital Universitário da Universidade Federal 

do Maranhão (HUUFMA) em São Luís. Além do subgenótipo A1, os autores identificaram 

mais quatro variantes (D2, D3, F2a e D4). Diferentemente desse último estudo, nosso trabalho 

encontrou poucos casos do subgenótipo A1 e alta frequência do subgenótipo D4. Vale chamar 

atenção sobre a diferença encontrada entre nossos resultados e aqueles de Barros et al. (2014). 

A explicação é relacionada à origem das amostras analisadas. No trabalho de Barros et al. 

(2014), a casuística provinha de doentes crônicos atendidos naquele centro de referência em 

São Luís, em que mais de 75% eram da grande região metropolitana do estado, que inclui a 

capital São Luís, São José de Ribamar, Raposa e Paço do Lumiar. Assim, o subgenótipo A1 
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parece ser mais prevalente nessa região metropolitana enquanto o D4 deve ser encontrado 

com maior frequência em algumas regiões do interior do estado. Outra questão importante se 

diz respeito ao fato que a capital São Luís possui maior ancestralidade europeia, de acordo 

com análises ancestrais por VNTRs (Varible Numbers of Tandem Repeats) e STR (Short 

tandem Repeats) (Ferreira et al., 2005). Não temos conhecimento de um trabalho específico 

de ancestralidade da população que estudamos, contudo, nossas observações mostraram uma 

grande quantidade de autodeclarados negros ou mulatos. Além do mais, no município de Icatu 

um dos municípios desse estudo, possui presença de remanescentes quilombolas (Comissão 

Pró-índio de São Paulo, 2016). Deste modo, isso deve também explicar a diferença genotípica 

do HBV encontrada entre os dois estudos (Barros et al., 2014). 

 O subgenótipo A1 foi o único encontrado em um povoado quilombola no município 

de Mirinzal no noroeste do Maranhão (Alvarado-Mora et al., 2011), que apresentava HBsAg 

em frequência elevada: 9/72 (12,5%). Apesar da maior frequência de infecção pelo HBV 

encontrada nessa população, não foi encontrada coinfecção com o HDV em nenhum caso. 

Além disso, esse trabalho contou com apenas quatro sequências analisadas filogeneticamente 

entre os nove indivíduos HBsAg positivos. Assim, nosso estudo é inédito no Maranhão no 

que se diz respeito ao número de amostras que representam uma região maranhense não 

metropolitana. Mais estudos na região quilombola de Mirinzal são necessários para que 

conclusões seguras sejam obtidas sobre a distribuição de subgenótipos e sobre a presença ou 

ausência de coinfecção com o HDV. 

 O subgenótipo D4 provavemente é antigo, já que foi encontrado em populações 

nativas de indivíduos na ilha de Papua-Nova Guiné, Austrália e no Canadá (Norder et al., 

2004; Osiowy et al., 2011). Essa variante viral já foi previamente encontrada no Maranhão 

com uma frequência relativamente elevada (Barros et al., 2014), o que é diferente do 

encontrado no Brasil, onde não é frequentemente descrito. Esse subgenótipo foi 

primeiramente encontrado em dois estudos em diferentes regiões da área amazônica (Gomes-

Gouvêa et al., 2009) e Rondônia (Santos et al., 2010). O subgenótipo D4 também já foi 

encontrado em 5,1% (36/702) em amostras coletadas em diferentes estados brasileiros 

(Gomes-Gouvêa et al., 2015), sendo a maioria do Maranhão e algumas de outros estados do 

sudeste (São Paulo e Minas Gerais) e norte do Brasil (Pará) (Gomes-Gouvêa, 2014). Nossa 

hipótese é que essa variante tenha sido introduzida no Maranhão e posteriormente distribuida 

para os outros estados por migração interna, o que poderia justificar a presença desse 

subgenótipo nessas regiões, em especial o Pará, estado com maior fronteira com o Maranhão. 
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 A alta prevalência do D4 no Maranhão sustenta a sugestão que essa variante não foi 

introduzida pela imigração europeia, uma vez que essa não é encontrada com frequência na 

Europa (Schaefer, 2007), mas já foi descrito antes na Oceania, China, Japão, Somália (Norder 

et al., 2004), Ruanda (Hübschen et al., 2009), Quênia (Kwange et al., 2013), Etiópia (Hundie 

et al., 2016); Marrocos (Baha et al., 2012), África do Sul (Amponsah-Dacosta et al., 2015), 

Índia (Banerjee et al., 2014), entre Inuits no Canadá (Osiowy et al., 2011), Panamá (Martinez 

et al., 2014) e nos paises do Caribe com grande contribuição de descendência africana na 

população, tais como Haiti, Martinica e Cuba (Andernach et al., 2009b; Brichler et al., 2013; 

Loureiro et al., 2015). Vale a pena citar que no Quênia, somente os subgenótipos A1 (85,7%) 

e D4 (14,3%) foram descritos (Kwange et al., 2013), mas em proporções inversas ao 

encontrado em nosso estudo. Como sugerido por Barros et al. (2014), o subgenótipo D4 

poderia ter sido uma variante frequente no continente africano no passado, onde 

provavelmente, durante o periodo do tráfico de negros para diversas partes do mundo, essa 

tenha sido distribuída para esses vários países. Considerando outras regiões fora da África em 

que o subgenótipo D4 é frequente, Haiti e Cuba são os principais exemplos na América 

Central (Andernach et al., 2009b; Loureiro et al., 2015). Estimativas apontam que o Caribe 

tenha participado de uma intensa importação de negros da África no passado, perdendo 

apenas para o Brasil (Perbi, 2001). Assim, a história da formação populacional somado a 

evidências científicas de traços moleculares desses vírus podem dar suporte para melhor 

entendimento da dispersão de infecções como o HBV.  

 Em relação ao estudo filogenético, observamos que o subgenótipo D4 encontra-se 

agrupado em um ramo separado de outras amostras descritas fora do Brasil (com exceção de 

três da Índia), sugerindo que uma única introdução deve ter ocorrido no país. O subgenótipo 

A1 se agrupou em um ramo diferente daquele onde a maioria das sequências africanas é 

encontrada, e diferentemente do D4, ele se agrupou em vários ramos que contêm sequências 

distribuídas ao redor do mundo com poucas amostras africanas da Somália e África do Sul, 

sendo assim não podendo ser considerado um clado africano.  

 Em trabalho realizado com alguns isolados brasileiros do subgenótipo A1, foi 

concluído que os vírus encontrados no Brasil não são oriundos da África ocidental ou central, 

mas de africanos da região sudeste desse continente, trazidos ao Brasil nos meados do século 

19, já que suas amostras se agruparam em um clado “asiático-americano”, assim como 

encontrada em nossas amostras (Lago et al., 2014). Existem poucas sequências disponíveis 

desses genótipos do leste da África, o que pode ser relevante considerando que alguns 
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registros apontam africanos trazidos ao Maranhão desses países (Meireles, 2009). Além do 

mais, um estudo filogeográfico realizado com várias sequências A1 de 22 países da África e 

do mundo, mostrou que o continente africano pode ser considerado como a fonte de dispersão 

dessa variante ao redor do planeta, onde essa distribuição parece ter ocorrido no mesmo 

momento para Ásia e América Latina (Kramvis, Paraskekevis, 2013) (figura 19). Isso pode 

explicar o agrupamento de algumas sequências de países da Ásia junto dos ramos A1 de 

nossas amostras e algumas da Índia com as nossas sequências D4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A população brasileira é formada por três raízes ancestrais nesta ordem de 

contribuição: europeus, africanos e ameríndios, estando o Maranhão em uma região com 

maior contribuição africana (Pena et al., 2011). Nossos resultados apresentam um maior 

número de indivíduos que se autodeclararam como negro (24%) ou mestiço/mulato (52%), o 

que reforça a associação entre esses dois subgenótipos e ancestralidade africana. Além do 

mais, o Maranhão teve um padrão único entre os outros estados brasileiros em relação ao 

tráfico de negros, fazendo com que suas rotas fossem mais parecidas com aquelas das regiões 

do Caribe e do Atlântico norte: 1) padrão geográfico (isolado de outras regiões do país devido 

à falta de conexão com rios e o continente); 2) padrão de navegação (vento e correntes 

oceânicas) (Silva, 2008).  Desse modo, o perfil molecular - epidemiológico do HBV seria 

provavelmente mais semelhante entre o Maranhão e países do Caribe, do que o da Bahia, por 

exemplo, outro estado com grande contribuição africana em sua população (Lyra et al., 2005; 

Figura 19 - Suposta origem e rotas de migração do subgenótipo A1 
Fonte : Modificado de Kramvis, Parakevis, 2013. 
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Ribeiro et al., 2006). Essa hipótese é suportada através das nossas análises filogenéticas em 

que se observam muitas sequências de Haiti e Cuba agrupadas com as nossas sequências A1 e 

as já descritas no Maranhão (Barros et al., 2014). Além do mais, as nossas sequências, tanto 

do A1 como do D4 foram do subtipo sorológico adw2 e ayw2, respectivamente, sendo as 

mesmas encontradas com frequência em Cuba (Loureiro et al., 2015). Outro estudo realizado 

em Cuba mostrou que as sequências do genótipo A e D, eram as mesmas encontradas em 

nosso trabalho (Rodríguez Lay et al., 2015). Contudo, um resultado intrigante foi encontrado 

em Cuba por Loureiro et al.  (2015), amostras com subtipo sorológico ayw4  foram encontras 

em subgenótipos D4 em alta frequência. Entretando, uma reanálise dessas sequências 

realizada por nosso grupo (comunicação pessoal)†, mostrou que elas de fato pertencem ao 

subtipo ayw2, o que corrobora a hipótese de que ocorreram poucas entradas desse 

subgenótipo no continente americano. 

 O HDV não é conhecido por muitas pessoas, principalmente devido à negligência 

sobre a infecção por esse vírus em relação àquelas causadas por outros vírus mais abordados 

como o HBV e HCV. Como diria o Dr. Thor Dantas:“o HDV representa uma doença 

negligenciada dentro do grupo das doenças negligenciadas!”(comunicação verbal)‡. Contudo, 

esse vírus em coinfecção com o HBV é extramente perigoso para o indivíduo (Farci, Niro, 

2012) e mesmo com a pouca frequência encontrada em outros estados fora da região 

amazônica, deve ser levado em consideração entre os indivíduos portadores do HBV. Esse 

trabalho mostrou que na população estudada do interior do estado do Maranhão, a infecção 

pelo HDV é mais frequente que a infecção pelo HCV. A região amazônica ocidental é a 

principal na descrição da infecção pelo HDV no Brasil, onde em coinfecção com o HBV leva 

a casos com quadro clínico grave (Bensabath et al., 1987; Viana et al., 2005). Em outras 

regiões, casos isolados já foram descritos (Mendes-Correa et al., 2011; Strauss et al., 1987). 

No nordeste brasileiro, o Maranhão, de acordo com nosso conhecimento, foi o primeiro 

estado onde se observou a circulação desse vírus fora da região endêmica na Amazônia, em 

uma frequência de 3,8%, ou seja, cinco indivíduos anti-HD positivos dentre os 133 casos de 

pacientes portadores crônicos para HBV, além da confirmação do genótipo africano HDV-8, 

em Urbano Santos, Maranhão, Brasil (Barros et al., 2011). Em nosso estudo, o HDV foi 

encontrado não apenas em Urbanos Santos como também em Humberto de Campos e Morros, 

outras localidades do nordeste do estado do Maranhão. Deste modo, nossa pesquisa vem 

                                                           
† Informação fornecida pela Dra.Michele Gomes-Gouvea. 
‡ Informação fornecida por Dr. Thor Dantas. 
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confimar a presença desse vírus ao menos no nordeste do estado do Maranhão, comprovando 

assim os achados do trabalho anterior.  

 Entre as oito amostras que encontramos com o marcador anti-HD, quatro tiveram parte 

de seus genomas virais sequenciados e foram submetidos à análise filogenética. Todas foram 

classificadas no tipo africano HDV-8 que foi primeiramente descrito no mundo em indivíduos 

que nasceram na Africa Ocidental e Central (Le Gal et al., 2006; Makuwa et al., 2008; 2009). 

Nesse ano, mais sequências foram descritas no Gabão (François-Souquière et al., 2016). Já 

fora do continente africano, o HDV-8 foi apenas descrito no Brasil, como já mencionado, em 

dois indivíduos do mesmo estado do nosso estudo (Barros et al., 2011). Embora nossa 

amostra tenha sido coletada no mesmo estado, no primeiro trabalho os autores contaram com 

mais amostras (76%) de indivíduos da região metropolitana do estado. Apenas um indivíduo 

da capital foi descrito com o HDV-3, enquanto que o HDV-8 foi encontrado em duas pessoas 

não aparentadas do município de Urbano Santos, fora da área metropolitana. Não foi 

constatada história de viagem para outros países ou contato com indivíduos africanos, as 

mesmas características observadas nos indivíduos infectados com esse genótipo em nosso 

estudo. Além do mais, encontramos pessoas infectadas com esse genótipo do HDV em dois 

outros municípios, mostrando que essa infecção não é restrita a região de Urbano Santos. 

Assim, esse vírus provavelmente encontra-se presente em diferentes localidades do 

Maranhão. Estudos como esse são necessários para descobrir se essa infecção é encontrada 

em outras regiões do estado. Isso reforça ainda mais a necessidade da implementação de 

políticas públicas de saúde direcionadas para a prevenção da infecção pelo HBV, e 

consequentemente, pelo HDV, visando frear a cadeia de transmissão desses vírus.  

 Em comparação ao HBV, existem poucos estudos sobre a epidemiologia molecular do 

HDV.  Ambos os virus não são antigos em relação a suas descobertas, com não menos de uma 

década entre eles (Blumberg et al., 1965; Rizzeto et al., 1977). A principal explicação para os 

poucos estudos nessa área é relacionada com a ideia que a vacinação para o HBV nos anos 90 

poderia reduzir também significativamente o HDV, sendo assim, estudos sobre o HDV 

acabaram sendo deixados de lado por mais de uma década (Ahn, Gish, 2014; Rizzeto, 

Ciancio, 2012). Portanto, a despeito do pequeno número de casos descritos aqui, cuidados 

devem ser tomados para que o HDV não venha a ser um problema significativo no futuro, 

dado que infecções virais podem vir a se espalhar rapidamente, como é o caso das pandemias 

recorrentes por vírus respiratórios, em particular, o vírus Influenza, e dos vírus transmitidos 

pelo Aedes aegypti, como Dengue, Chikungunya e Zika, grandes problemas atuais de saúde 
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pública e massivamente informados nos meios de comunicação. Os vírus das hepatites B e 

Delta têm como principais meios de transmissão as vias sexual e parenteral e sua transmissão 

pode ser prevenida com o uso da vacina contra hepatite B. Ainda contamos com um grande 

número de casos crônicos destas doenças em áreas rurais de difícil acesso a programas de 

vacinação e controle, onde parcela importante da população pode estar susceptível a essas 

infecções. 

 As primeiras variantes do HDV-8 foram identificadas na França, e o único fator de 

risco associados a essa infecção foi que os portadores deveriam ter sido infectados nos seus 

países de origem (Senegal e Costa do Marfim) onde viveram durante a infância (Le Gal et al., 

2006). Além do mais, uma cepa isolada no Congo, antes classificada como HDV-7 foi 

retificada como HDV-8 (Le Gal et al., 2006; Radjef et al., 2004). Outros casos de genótipo 8 

na África já foram encontrados no Gabão (François-Souquière et al., 2016; Makuwa et al., 

2008; 2009). Somando essas útimas informações com aquela sobre a coinfecção HDV-

8/HBV-D4 encontrada em dois indivíduos do nosso estudo inicial, reforça a hipótese de que 

essas variantes tenham tido origem na África (Barros et al., 2011), pois o subgenótipo D4 é 

raro no mundo, sendo encontrado principalmente em países desse continente assim como em 

países com passado de formação populacional com grande contribuição africana de acordo 

com registros históricos (Andernach et al., 2009b; Barros et al., 2011; Brichler et al., 2013; 

Hübschen et al., 2009; Kwange et al., 2013; Loureiro et al., 2015; Osiowy et al., 2011; Perbi, 

2001). 

 Nossos isolados do HDV-8 junto com os dois descritos de Barros et al. (2011) se 

agruparam em um único grupo, com 100% de probabilidade posterior. Esse padrão é diferente 

do encontrado recentemente em trabalho no Gabão, onde um agrupamento de dois subgrupos 

distintos foi observado (François-Souquière et al., 2016). Outra característica que nos chama 

atenção é o fato que o padrão monofilético encontrado em nossas amostras também foi 

encontrado em individuos infectados com o HBV-D4 em mono ou coinfecção com o HDV-8 

(Barros et al., 2011). Da mesma forma desse último trabalho, tivemos entre nossas amostras 

dois casos de coinfecção HDV-8/HBV-D4 entre as quatro amostras submetidas a 

sequenciamento do genoma viral do HDV. Esses dois indivíduos eram homens da zona rural 

de Humberto de Campos, o qual não é um município vizinho a Urbano Santos, cidade onde 

foram encontrados os últimos casos de HDV-8 no Brasil como já mencionado. Isso nos leva a 

crer que esse isolado tenha sido introduzido apenas uma vez no Maranhão junto com o 

subgenótipo D4 do HBV.  
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 Devido aos poucos estudos disponíveis para discutir sobre a presença do HDV-8 no 

Brasil, a história pode ser uma grande ferrramenta para explicar a conexão entre o Brasil e a 

África. Assim, fazendo um paralelo entre Maranhão, África e Caribe, em relação ao tráfico de 

negros no passado, encontramos observações interessantes. Primeiramente, as principais 

cargas de africanos para o Maranhão era da África ocidental (Meireles, 2009; Silva, 2008) 

onde as primeiras variantes do HDV-8 foram encontradas (Le Gal et al., 2006). Segundo, 

como já mencionado para o HBV, algumas características geográficas e de navegação (vento 

e correntes oceânicas) fez o Maranhão adotar o comércio de negros dos países do Atlântico 

norte (Silva, 2008) (Figure 20). Infelizmente, dados de estudos sobre a infecção do HDV em 

países do Caribe são inexistentes, de acordo com nosso conhecimento, o que nos daria mais 

base sobre a introdução do HDV-8. Desse modo, a identificação do HDV-8 no Maranhão está 

provavelmente relacionada com o tráfico de negros no passado (Barros et al., 2011), uma vez 

que nenhum dos indivíduos que tinha essa infecção relataram contato com africanos. Vale 

notar também que todos os indivíduos infectados com essa cepa declararam-se como negros 

ou mestiços/mulatos, o que corrobora a grande contribuição africana durante o comércio 

negreiro de escravos para o Novo Mundo e a informação que o Maranhão está em uma região 

com maior ancestralidade africana do Brasil (Pena et al., 2011; Silva, 2008). 

 

 

 

 

Figura 20 - Esquema representativo da hipótese de introdução do HDV-8 no Maranhão. As 
setas representam a oritentação do vento e correntes marítimas.  
Fonte: Autoria própia 
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 Assim, os nossos achados permitem confirmar a hipótese que a população rural do 

nordeste do estado do Maranhão permaneceu relativamente isolada dos outros grupos 

populacionais do Brasil e que os agentes infecciosos nela encontrados refletem muito mais 

aqueles presentes na região de onde vieram (i.e., o genótipos A1 e D4 do HBV e o genótipo 8 

do HDV) do que outros agentes que mais recentemente se espalharam pelo mundo, como é o 

caso do HCV e de outros genótipos do HBV e HDV comumente encontrados em outras 

populações de nosso país. É interessante verificar nesta população qual o padrão de 

frequência e de diversidade genotípica seriam encontrados para diversos outros patógenos 

presentes pelo mundo, pois o isolamento populacional deste grupo pode trazer padrões 

diferentes dessas infecções do que o encontrado em outras populações brasileiras.  
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7 CONCLUSÕES 
 

� A região dos cinco municípios estudados apresentou importantes prevalências de 

infecção ativa para o HBV e HDV, mas não foram encontradas evidências de infecção 

ativa para o HCV; 

� A região estudada possui uma baixa diversidade de variantes genéticas do HBV, sendo 

apenas os subgenótipos A1 e D4 encontrados; 

� Os estudos filogenéticos mostraram mesmo comportamento dos subgenótipos 

encontrados em estudos passados. O D4 parece ter sido introduzido através de uma 

única cepa enquanto o A1 possui comportamento de várias introduções; 

� O subgenótipo D4 foi provavelmente introduzido no período de tráfico de negros, 

pelas mesmas rotas marítimas dos países do Caribe devido ao padrão semelhante de 

comércio escravo com o Maranhão;  

� Foi confirmada a presença do tipo africano HDV-8. Com ajuda de embasamento 

histórico e a informação de que esse é encontrado apenas na África, reforçamos a 

hipótese que esse tenha sido introduzido no período de tráfico de negros junto com o 

HBV-D4. 
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ANEXO B- Parecer do comitê de ética pela plataforma Brasil (prorrogação de prazo) 
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