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RESUMO

Santos MDC. Caracterizacdo genotipica dos virus das hepatites B, C e Delta em cinco
municipios do estado do Maranhdo, Brasil [Tese (Doutorado em Biotecnologia)]. Sao Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo; 2016.

Doengas virais vém preocupando a humanidade. Algumas dessas, que afetam o figado, sdo
conhecidas como hepatites virais. Entre essas infeccdes temos aquelas provocadas pelos virus
B (HBV), C (HCV) e Delta (HDV). Essas doencas causam grande impacto para a saide
publica mundial. No estado do Maranhdo, ha poucas informacdes sobre o perfil molecular
desses virus. Assim, objetivamos caracterizar os genétipos e/ou subgenoétipos (para HBV e
HDV) e subtipos (para HCV) em cinco municipios 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 relagcdo a presenca 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 a extracdo de DNA (HBV) e RNA (HCV e HDV)
através de kits especificos. Para amplificar HCV e HDV, as amostras foram submetidas a
transcrig¢do reversa para producdo do cDNA. Para amplificagdo dos fragmentos, foi utilizada a
reacdo em cadeia da polimerase, utilizando primers e procedimentos ja descritos. Os
fragmentos obtidos foram submetidos a purificacdo e posteriormente sequenciados. As
sequéncias obtidas foram examinadas quanto a qualidade e alinhadas com outras sequéncias
publicadas para determinacdo dos genétipos e subgendtipos, assim como para construcdo de
arvores filogenéticas. As amostras positivas para HBV DNA (50) foram classificadas: o
subgendtipo D4 representou mais de dois tercos das sequéncias (42/86%) seguido pelo
subgendtipo Al (8/14%). Das oito amostras positivas para anti-HD, quatro tiveram HDV
RNA detectavel e foram classificadas como pertencentes ao tipo africano HDV-8. As quatro
amostras positivas para anti-HCV ndo apresentaram positividade para a PCR qualitativa. O
estado do Maranhdo tem uma grande contribuicdo de descendentes africanos e um padrdo
particular de estabelecimento de trafico de escravos parecido com os paises caribenhos. O
subgendtipo do HBV encontrado em dois estudos no Maranhdo sustenta a hipdtese de que
algumas variantes tenham se originado na Africa quando comparados com os virus circulantes
em outros estados do Brasil, onde o subgendtipo D4 € raramente encontrado. Assim, D4
parece ser o principal representante nessa regido, enquanto Al € o principal na regido
metropolitana. A topologia da arvore filogenética sugere que houve a introducdo de uma
unica cepa do subgenétipo D4 no Maranhdo, enquanto que para o subgenétipo Al sugere-se a
introducdo de diferentes cepas. A confirmacdo do achado do HDV-8 em coinfec¢do com
HBV- D4 confima a sugestio anterior da origem desses virus na Africa. Os poucos individuos
nos quais se observou positividade para o anti-HCV nao apresentaram RNA detectavel, o que
sugere uma infeccao pregressa ja resolvida. A razdo da baixa prevaléncia do HCV na regido
pode ser devida & introdugdo recente desse virus e/ou menor frequéncia de meios de
transmissdo eficientes. Esse € um trabalho pioneiro no estado do Maranhdo, utilizando
amostra de base populacional, com um nimero representativo de individuos, contudo, muito
ainda deve ser investigado em outras regides do interior do estado, nas quais € desconhecido o
perfil de infec¢do por esses virus.

Palavras-chave: Diversidade genética. Virus da hepatite B. Virus da hepatite C. Virus da
hepatite Delta. Maranhao.



ABSTRACT

Santos MDC. Genotypic characterization of hepatitis B, C and Delta viruses in five
municipalities of Maranhdo state, Brazil [Ph.D. thesis (Biotechnology)] Sao Paulo: Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo 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 Maranhdo, 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 Al - 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
Maranhao 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 Maranh@o 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 Al is in the metropolitan area. The phylogenetic tree topology suggests there
was the introduction of a single strain of subgenotype D4 in Maranhdo, whereas subgenotype
A1l had several introductions of different strains. The finding of HDV-8 in coinfection with
HBYV 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 Maranhao 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.
Maranhao.
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1 INTRODUCAO

1.1  Uma visao geral

Nos tdltimos anos, doencas provocadas por virus, como Dengue, Chikungunya, Zika e
ebola, por exemplo, vém tomando conta dos noticidrios em todos os meios de comunicagao.
Outras doengas também provocadas por esse tipo de microrganismo, conhecidas como
hepatites virais, sdo distribuidas globalmente e apresentam caracteristicas epidemioldgicas,
clinicas e laboratoriais definidas, com distin¢des particulares de acordo com a regido
geografica (Brasil, 2008). Entre essas infec¢des temos aquelas provocadas pelos virus B
(HBV) e C (HCV) das hepatites. Embora essas doencas nao sejam as principais discutidas nos
meios de comunicagio, ainda s@o muito relevantes para a satide puiblica mundial, pois ambas
possuem um amplo impacto individual, econdmico e social (Beutels, 2001).

Outro agente conhecido como virus da hepatite delta (HDV) tem sido considerado
importante em relagdo ao desenvolvimento da cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC), que
pela sua replicagdo persistente, aumenta a taxa de mortalidade dos individuos infectados
(Romeo et al., 2009).

A maioria dos casos letais relacionado ao cancer de figado € provocada por hepatites
virais, principalmente em paises em desenvolvimento como € o caso do Brasil, chegando a
nimeros 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 bilhdes de pessoas ja tiveram contato com o HBV
(aproximadamente 30% da populacdao global), sendo que 240 a 400 milhdes estejam
cronicamente infectadas por esse virus (Goyal, Murray, 2014; Merrill, Hunter, 2011; WHO,
2014a). Em relacdo ao HCV, hd estimativas de 140 milhdes de portadores cronicos (WHO,
2014b). Considerando o HDV, ha uma variacdo na distribuicdo geografica, com uma
estimativa de no minimo 12 milhdes de infectados entre os 240 milhdes de portadores
cronicos do HBV, ou seja, 5% em todo o mundo (Rizzetto, Ciancio, 2012).

Diante do exposto, sdo altamente claros os prejuizos incalculdveis para os servigos de
saide de quaisquer paises. No Brasil, no estado do Maranhdo, especificamente, ha poucas
informacdes sobre as prevaléncias dessas infeccdes, e principalmente o estudo do perfil

molecular desses virus, que serd o tema estudado nesta tese.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Hepatite B

2.1.1 Historico

A ictericia, ou seja, o aspecto amarelo nos tecidos ou secre¢des, ¢ um dos sintomas
marcantes das hepatites observado por Hipdcrates em um surto na ilha de Thassos na Grécia,
ha centenas de anos antes de Cristo, sendo conhecida como ictericia epidémica. Todavia, ndao
hd como relacionar alguns sintomas descritos naquela época por Hipdcrates aos virus
causadores das hepatites atuais, podendo esses fatores terem sido atribuidos a um agente
etiologico ja extinto (Martin, 2003). Devido a auséncia de instrumentos e técnicas avangadas
de diagndstico, as hipéteses sobre as infec¢des eram simplesmente especulativas. Apenas apds
mais de dois milénios, os agentes causadores de doengas virais comegaram a ser investigados,
mesmo sem evidéncia da existéncia dessas particulas menores que as bactérias. Somente em
1898, Martinus Beijerinck, depois da tentativa de varios outros cientistas, conseguiu descrever
o microrganismo da doenga do mosaico do tabaco como agente etiol6gico dessa doenca,
denominando-o de “veneno” ou “toxina”, em latim, virus (Beijerinck, 1898).

No século dezenove, a vacinagdo acabara sendo uma faca de dois gumes, em que
possibilitou o primeiro surto epidémico relacionado ao HBV, pois ndo existia informagao
sobre meios de contdgio de agentes transmissiveis pelo sangue. 191 individuos, entre os mais
de 1.200 trabalhadores que foram vacinados contra variola, desenvolveram ictericia apds seis
meses da vacinacdo (Lurman, 1885" apud Martin, 2003). Outros casos de ictericia
relacionados a vacinacdo contra febre amarela também foram descritos, sendo que essa
infec¢do, muitas vezes fatal, levava varios soldados britanicos na Africa e América do Sul a
morte (Martin, 2003). O lado antagdnico da vacinacdo foi investigado por cientistas daquela
época. Esses constataram que a ictericia ndo era devido a vacinagdo, surgindo entre outras
hipéteses aquela que o desenvolvimento da ictericia deveria ser ligado a agentes presentes
(provavelmente virus) nos soros de individuos aparentemente saudaveis que eram utilizados

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

" Lurman A. Eine Icterusepidemie. Klinische Wochenschrift. 1885; 22: 20.
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H4 pouco mais de meio século, revelou-se o agente microbioldgico que seria um dos
grandes problemas de satude publica mundial. Baruch Blumberg (1925-2011) relatou a
descoberta de um novo antigeno denominado Austrdlia que lhe valeria um prémio Nobel
(Blumberg, 2002). A descoberta desse antigeno aconteceu por acaso, ao coletar amostras de
soro de diversas pessoas no mundo, de vérios grupos étnicos, para estudar a susceptibilidade
genética a doengas. Assim, através de uma abordagem imunoldgica, ja que naquele tempo as
técnicas eram limitadas, ele postulou que pessoas que recebiam transfusdes sanguineas de
uma grande quantidade de doadores acabavam desenvolvendo anticorpos contra proteinas
“polimoérficas”. Através desse estudo, encontrou um novo antigeno em uma grande
quantidade de amostras, incluindo amostras de aborigenes australianos, e por essa razao, esse
foi nomeado antigeno Austrdlia (AuAg) (Blumberg et al., 1965; Blumberg, 2002; Gerlich,
2013).

Okochi e Murakami, no Japdo, e Alfred Prince, nos EUA, através de seus trabalhos
envolvendo pacientes com hepatites, observaram que os antigenos que estavam procurando
nesses pacientes eram idénticos ao Australia (Okochi, Murakami, 1968; Prince, 1968), assim,
muitos outros estudos de varios grupos chegaram a conclusdo que o AuAg era o marcador de
infec¢do aguda e cronica para o HBV. Foi entdo que em 1970, David S. Dane e colaboradores
observaram que o AuAg se associava com particulas virais com nucleocapsideo bem aparente
(Dane et al., 1970). Um ano depois, June Almeida e colaboradores foram capazes de separar
esse nucleocapsideo de dentro da chamada particula de Dane, através de tratamento com
detergente, e desse modo, confirmaram que a hepatite B nos pacientes infectados tinha como
agente etioldégico uma particular viral completa, em que o AuAg seria um antigeno de
superficie (HBsAg) e os anticorpos contra o core (anti-HBc) eram devidos a reacdo

imunoldgica contra o antigeno do core ou nucleocapsideo (HBcAg) (Almeida et al., 1971).

2.1.2 Caracteristicas biolégicas e moleculares do virion

O HBV ¢ a espécie prototipica pertencente a familia Hepadnaviridae e ao género
Orthohepadnavirus. Esse virus afeta humanos e possui espécies relacionadas que infectam
outros mamiferos como morcegos, macacos, marmotas e esquilos (Glebe, Bremer, 2013;
International Committee on Taxonomy of Viruses, 2014). Esse organismo é um virion
envelopado e esférico de aproximadamente 42 nm de didmetro, com um nucleocapsideo

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 caracteristica
particular, uma conformacdo circular e relaxada (rcDNA) (Glebe, Bremer, 2013; Liang,
2009). O envelope do HBV € uma estrutura lipoprotéica composta por trés proteinas
codificadas pelo genoma viral. Esse envoltério circunda um nucleocapsideo de 240
subunidades proteicas, com aproximadamente 36 nm de didmetro 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 particulas secretadas pelos hepatdcitos infectados
sao encontradas no soro de individuos infectados, as quais s@o constituidas apenas por
proteinas do envelope e apresentam formatos esféricos ou filamentosos e, ndo sdo infecciosas
devido a auséncia do genoma viral (Glebe, Bremer, 2013) (Figura 1A).

Virus de DNA que afetam animais sdo relativamente maiores em relagdo ao HBV,
for¢cando assim esse a aperfeicoar sua organizacdo gendOmica, através de estratégias como a
sobreposicdo das fases de leitura aberta (do inglés Open Reading Frames-ORFs) e a
participacdo de todo o repertério de nucleotideos na codificacdo de pelo menos um
polipeptidio, sendo que desse modo, as regides regulatérias também estdo inseridas dentro das
regides codificantes (Kay, Zoulim, 2007). H4 quatro ORFs no genoma do HBV: pré-S/S, que
codifica as proteinas de superficie; Precore/core, as proteinas do nucleocapsideo e o HBeAg;

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

Virica ou particula de Dane
Proteina M
Proteina S

St

=
) -
*&;g‘%

Proteina L

Polimerase

HBcAg viral
Filamente
A B

Figura 1-(A) Micrografia eletronica mostrando as particulas de Dane, particulas esféricas e
filamentosas. (B) Esquema representativo do virion do HBV.

Fonte: Figura 1A-Modificado de Center for Disease Control and Prevention’s Public Health Image Library
(Micrografia) e Swiss Institute of Bioinformatics (Particula de Dane, esfera e filamento). Figura 1B-Autoria
propia.
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Figura 2-Esquema simplificado circular e horizontal da organizacdo gendomica do HBV.
As quatro linhas pretas exteriores no esquema circular representam os RNAs mensageiros.
Fonte: Autoria prépia

Os polipeptideos de superficie sdo codificados por uma tnica ORF que possui a
capacidade de transcrever dois RNAs mensageiros de tamanhos distintos, os quais traduzem
proteinas relacionadas embora com fungdes diferentes (Liang, 2009). O maior RNA que
possui 2,4 quilobases (kb) € traduzido em uma proteina denominada L-HBsAg (grande, do
inglés Large) e o menor de 2,1 kb possui dois cédons de inicio de tradugdo: para o
polipeptideo M-HBsAg (Médio, do inglés Medium) e a S-HBsAg (Pequena, do inglés 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 multiplos
inicios de traducdo em uma tunica molécula de 3,5 kb, o RNApg (RNA pré-gendmico)
(Liang, 2009). Esse RNA codifica o HBcAg, que ndo € secretado no soro dos individuos
infectados, sendo encontrado apenas no nucleo de seus hepatécidos ou na superficie dos
mesmos (Gerlich, 2013; Glebe, Bremer, 2013). Essas proteinas aglomeram-se para formar um
capsideo, que junto com o DNA e polimerase viral, formam o nuclecapsideo (Gazina et al.,
2000) (Figura 1B). Essa mesma ORF codifica também uma proteina ndo estrutural que ¢é
secretada no soro dos pacientes em replicacdo viral, o HBeAg, nio € essencial no ciclo de
vida do virus, mas participa do processo de desenvolvimento de uma infeccdo persistente
(Glebe, Bremer, 2013).

A polimerase viral também € codificada pelo RNApg. Essa proteina possui uma regiao
espacadora entre trés subdominios funcionais: a regido amino-terminal, que possui um papel
importante no encapsidamento, assim como na ligacdo das regides 5° das extremidades do

RNApg para sintese da fita negativa do DNA do HBV; a regido com func¢ao de transcriptase
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reversa; € por fim, a regido carboxi-terminal RNAse H, que cliva o RNA apresentado em
dupla fita com o DNA (Seeger, Mason, 2000).

A regiao denominada de X ainda ndo € totalmente conhecida em relacdo a sua funcao
no ciclo de vida do HBV, contudo, ja se sabe que essa possui fun¢ao tanto no estabelecimento
da infec¢c@o como nos processos replicativos e de transcricao (Lucifora et al., 2011).

Hé outras regides, ndo mostradas na figura 2, responsdveis pelo controle de um
eficiente processo de transcri¢do e especificidade celular de expressdo do HBV. Como
exemplo temos regides duplas de repeticoes diretas (DR — do inglés - Direct repeat),
responsaveis pela especificidade de ligacao da fita de DNA durante a replicacdo (Liang, 2009;
Seeger et al., 1986) e os acentuadores (En — do inglés - Enhancers) que conferem a

especificidade de expressdo do HBV ao figado (Yee, 1989).

2.1.3 Replicagdo viral

O HBV possui duas etapas para sua replicacdo completa: a primeira inclui a ligagdo do
virfon na superficie do hepatécito e sua fusdo 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 inglé€s - covalently closed circular DNA) pela
enzima polimerase do virus; a segunda parte € relacionada a transcricio de RNAs
mensageiros por enzimas celulares denominadas RNA polimerases II. Dois tipos de RNAs
sao formados: os subgenomicos, responsaveis pela formacao das proteinas de superficie e do
HBxAg e os gendmicos que sdo RNAs maiores do que o genoma, servindo como molde para
a formacdo do DNA circular relaxado ( rcDNA — do inglés — relaxed circular DNA), assim
como produgdo de polipeptidios estruturais e nao estruturais (HBeAg, HBcAg e Polimerase
viral) (Beck, Nassal, 2007; Glebe, Bremer, 2013).

O entendimento sobre a entrada dessa particula viral na célula hepética, pode ser a
receita mestre para um tratamento inovador que possa cessar a mortalidade relacionada a esse
virus. Pouco se conhece sobre suas estratégias de fixacdo na superficie dos hepatdcitos devido
a inexisténcia, ha muito tempo, de culturas celulares que desenvolvessem eficientemente o
ciclo replicativo (Yan et al., 2012). Sabe-se a importancia que a proteina L do HBsAg
(dominio PreS-1) possui na interacdo de baixa afinidade com receptores celulares da
superficie hepdtica, sendo o proteoglicano de heparan sulfato o primeiro receptor para essa

particula (Schulze et al., 2007). Contudo, recentemente em trabalho feito por Yan et al. (2012)
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com células hepdticas de Tupaia e humanas, revelou-se que um cotransportador de dcido
biliar, o polipeptidio de cotransporte taurocolato de s6dio (NTCP) possui uma interacdo de
alta afinidade com a regidao PreS1 do L-HBsAg. Isso foi demonstrado através do
silenciamento do gene que expressa esse transportador, mostrando assim a inibicdo da
infeccao pelo HBV, criando desse modo esperangas para uma nova droga que possa Ser
eficiente antes da entrada desse parasita celular.

Ap6s a entrada do HBV no citoplasma da célula, apenas na forma de nucleocapsideo
sem envelope viral, seu genoma € 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 transformacgdao do
rcDNA em cccDNA (Kock et al., 2010; Rabe et al., 2009). Esse ultimo DNA viral € estavel e
pode permanecer nos hepatdcitos provocando infecgdes de novo no hospedeiro (Beck, Nassal,
2007). Assim, para que haja a manuten¢@o do pool de cccDNA nas células infectadas, hd um
reaproveitamento das particulas maduras do nucleocapsideo. Essa estratégia é encontrada em
todos os membros da familia desse virus e demonstra um processo eficiente para sua
manutencao (Glebe, Bremer, 2013; Wu et al., 1990). Além do mais, diferentemente de muitos
retrovirus, a transcricdo reversa do HBV deve ser finalizada dentro do citoplasma do
hepatdcito antes de todos os outros processos de montagem e maturagdo viral (Glebe, Bremer,
2013).

Ainda no niucleo, o processo de transcricdo e maturacdo do RNAm se assemelha ao
processo de RNAm celulares, em que os RNAs transcritos do cccDNA sdo protegidos em
suas extremidades 5° e 3°, possuem sinal de exportacdo nuclear e mecanismos de
processamento e estabilizacdo, embora ndo possuam geralmente o processo de splicing génico
(Beck, Nassal, 2007; Glebe, Bremer, 2013; Glebe, Konig, 2014).

O principal autor, no processo de replicacao entre os RNA mensageiros do HBV, € o
RNApg pois interage com a polimerase viral no citoplasma. Esse RNAm possui uma
organizacdo com elementos cis que sdo essenciais para o processo de replicacdo. Entre eles
temos as regides DR, e uma estrutura denominada épsilon (&) que possui forma de grampo de
cabelo (hairpin), encontrada nas duas extremidade do RNApg (Beck, Nassal, 2007).

Por fim, o RNApg € encapsidado com a polimerase € inicia o processo de transcri¢ao
reversa para producdo 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).

Ap6s a formagao do nucleocapsideo com o rcDNA, hd duas vias possiveis: a reimportacdo
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para o nucleo de forma a manter o pool de cccDNA ou formacdo de novos virions (Glebe,
Bremer, 2013; Liang, 2009). Existem também particulas virais ndo completas (Figura 1A),
incapazes de infectar outras células devido a auséncia do nucleocapsideo, que possuem
importancia na imunogenicidade. Tanto o virion como essas particulas virais sdo secretados

em uma proporcao de um virion para dez particulas ndo infecciosas (Glebe, Bremer, 2013).

2.1.4 Diagnostico e formas de transmissdo

O marcador HBsAg € secretado em grande quantidade nos hepatdcitos infectados,
tanto na particula completa (particula de Dane), como em particulas ndo infecciosas de
formato esférico ou de filamento (Figura 1A). Esse antigeno é utilizado para identificar
individuos infectados e sua presenga por mais de seis meses € aceita como evidéncia de
infeccao cronica (Gerlich, 2013; Glebe, Konig, 2014).

Desde os anos 80, € possivel através de métodos imunoldgicos de diagndstico,
estabelecer se o individuo estd infectado ou imune a infeccdo pelo HBV. O anti-HBc
(anticorpos contra o HBcAg) € o primeiro anticorpo a surgir apds o contato com a particula
viral, frequentemente durante a fase aguda ou sem mesmo nenhum sintoma; o HBsAg
isolado, ou seja, sem o anti-HBc ou outros marcadores, € o primeiro marcador sorolégico que
se torna positivo e € um indicio que o individuo pode ainda desenvolver a doenga clinica que
se torna cronica quando o HBsAg persiste por mais de seis meses (Gerlich, 2013; Glebe,
Konig, 2014). A resolu¢do da infeccdo € observada quando encontramos o anti-HBs
(anticorpos contra 0 HBsAg) e o anti-HBc sem o HBsAg, todavia, isso significa apenas que o
sistema imune do individuo foi capaz de combater a replicagdo do virus, mas que hd a
possibilidade de reativacdo em ocasides em que ocorra um comprometimento do sistema
imune (Gerlich, 2013; Nebbia et al., 2012).

Como mencionado, a deteccdo de antigenos ou anticorpos relacionados ao HBV siao
utilizados atualmente em triagens laboratoriais e inquéritos soroldgicos, através de
imunoensaios como o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se Kits
comerciais especificos para cada marcador (Bowden, 2006). Contudo, a existéncia de
mutantes de escape diagndstico, assim como a ndo eficiente detec¢cdo do HBsAg quando em
niveis muito baixos, levam a problemas diagndsticos que podem ser corrigidos através de
testes que se baseiam no genoma viral (Datta et al., 2014). Varios testes que se fundamentam

na deteccdo de dcidos nucléicos se tornaram nos ultimos anos ferramentas adicionais ou
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alternativas, sendo que para o HBV, duas vertentes tém sido comumente usadas: ensaios com
deteccao direta através de sondas e, mais frequentemente, ensaios de detec¢do indireta in vitro
através de amplificacdo de sequéncias alvos do genoma do virus, sendo a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) a mais famosa e utilizada entre os ensaios de detec¢do indireta (Datta et al.,
2014).

O HBYV ¢ extremamente infeccioso, sendo até 100 vezes mais provavel uma infec¢ao
apds exposicdo a sangue ou fluidos corporais (sémen e secrecao vaginal) de individuo em
replicacdo viral, em relagdo a contaminacdo por HIV a partir de um individuo soropositivo
para este ultimo virus (Centers for Disease Control and Prevention, 2008). O HBV pode
permanecer durante sete dias em ambiente externo e ainda ser vidvel e infeccioso (Bond et al.,
1981; Shepard et al., 2006). As maiores concentracdes do HBV sdo encontradas no sangue.
Além de quaisquer individuos com hepatite B cronica, individuos apenas com HBsAg e/ou
anti-HBc positivo sdo potencialmente infecciosos e capazes de transmitir o virus (Shepard et
al., 2006; Seo et al., 2015).

Existem inuimeras formas de transmissdo do HBYV, sendo as principais vias de
transmissdo a sexual, percutanea (utilizacdo de drogas injetdveis contaminadas, procedimento
de manicure/pedicure, acupuntura ou tatuagem sem utilizacdo de materiais esterilizados),
perinatal (da mae para o filho), horizontal (utensilios domésticos contaminados), transfusdo
com sangue contaminado, transplante de 6rgdo e nosocomial (acidente ocupacional em
ambiente hospitalar) (Wasmuth, 2010a). O conhecimento sobre a via € o momento de
contaminacdo é uma importante ferramenta para o resultado clinico, j& que hd uma alta
probabilidade de desenvolvimento de uma infec¢do cronica nos individuos que se infectaram

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

2.1.5 Epidemiologia

A hepatite B € uma doencga infectocontagiosa de abrangéncia mundial. Estima-se que o
surpreendente nimero de dois bilhdes de pessoas ja tiveram contato com seu agente
etiologico, afetando de 240 a 400 milhdes de individuos com sua forma cronica e levando a
morte de 500 mil a 1,2 milhdo de individuos 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 nimeros preocupantes, até 30 milhOes de pessoas sdo

infectadas globalmente anualmente por esse virus, principalmente em paises em
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desenvolvimento com altas taxas de endemicidade que ndo sdo capazes de implementar uma
vacinagdo em massa, devido ao custo da vacina, ou a problemas na gestao e incorporacdo de
medidas de saidde publica gerados por situacdes politicas e/ou econdmicas, que dificultam o
acesso da populagdo a vacinagdo (Datta et al., 2014).

Baseado na presenca do marcador sorolégico de infecccao, o HBsAg, foi padronizado
que regides do mundo com menos de dois por cento de prelavéncia desse marcador seriam
considerados como de baixa endemicidade; entre dois e oito por cento como endemicidade
intermedidria (baixa ou alta); e elevada, aquelas regides com prevaléncia acima de oito por
cento (WHO, 2015) (Figura 3).

No mundo, as prevaléncias do HBV variam consideravelmente, sendo que de acordo
com revisdo feita por Merrill e Hunter (2011), h4 praticamente quase a mesma proporcao de
estudos realizados em diferentes regidoes do mundo que atestam baixa, intermedidria e alta
prevaléncia do HBsAg: 30%, 36% e 34% respectivamente. O mesmo estudo mostra que as
regides com altas prevaléncias sdo a Africa, Pacifico ocidental, Mediterraneo oriental e, partes
da Europa oriental. Ja aquelas regides com baixa endemicidade englobam as Américas,
Europa ocidental e algumas regides desenvolvidas do Pacifico ocidental. Contudo, a
Organizac¢do Mundial da Satde, mais recentemente, considera que quase metade da populagdo
mundial esteja em regido de alta prevaléncia (WHO, 2015).

Nas Américas, o Brasil também € considerado como um pais de baixa prevaléncia de
acordo com estudo realizado em capitais das cinco macrorregides do Brasil e no Distrito
Federal, onde aproximadamente 0,37% de individuos apresentaram o marcador HBsAg, tendo
o Nordeste uma prevaléncia bem proxima aquela das regides como um todo (0,42%)
(Universidade de Pernambuco, 2010). Embora esse ultimo estudo tenha mostrado uma
prevaléncia baixa do HBsAg no Brasil, ha registros, principalmente na regidao Norte, de casos
de elevada endemicidade, chegando a quase 10% na Amazodnia e aproximadamente 9% em
uma comunidade de afrodescendentes (Braga et al., 2001; Motta-Castro et al., 2003). Em uma
recente revisdo, se identificaram regides isoladas com maior prevaléncia, especialmente na
Amazonia, bem como grupos especificos, como moradores de rua nas grandes cidades e

comunidades afrodescendentes isoladas no centro do pais (Souto, 2015).
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Prevalénciado HBsAg
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Baixa - 2% Intermediario baixo — 2-4% Intermedirio alta - 4-8% Alta-28

Figura 3 - Prevaléncia da infec¢do pela Hepatite B em individuos de 19 a 49 anos no
ano de 2005.
Fonte: Modificado de Ott et al., 2012.

A principal limitacdo do inquérito realizado no Brasil € a sua abrangéncia apenas nas
capitais, excluindo outros municipios, principalmente aqueles rurais mais distantes das
capitais onde a educacdo, prestacdo servicos de sadde, higiene e condicdes de moradia s@o
relativamente ruins (Souto, 2015). De acordo com o Ministério da Saude, entre 2000 e 2011 o
Sistema de Informacdo de Mortalidade (SIM) registrou 9.659 mortes relacionadas ao HBV
(Brasil, 2012) e cerca de 600 mil pessoas como portadores cronicos no Brasil, com apenas 2%
em tratamento, e desse modo, fonte de transmissdo do virus, principalmente para aqueles que
vivem em regides de pouco acesso a saude e que possuem uma baixa cobertura vacinal
(Brasil, 2011).

A importincia do conhecimento da prevaléncia do HBsAg, em certa dreas geogréficas,
auxilia tanto no conhecimento sobre o meio de transmissdo mais eficiente, como no
direcionamento de implementacao de politicas publicas de conscientizacao e imunizacao (Ott

et al., 2012; Shepard et al., 2006). Por exemplo, em regides com endemicidade baixa,
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possivelmente o meio de transmissdo mais comum € o horizontal em adultos jovens, através
de sexo desprotegido ou pela utilizagdo de drogas injetdveis, enquanto a perinatal é a mais
encontrada em regides de prevaléncias intermedidrias a altas (Shepard et al., 2006; WHO,
2014a).

Em relacdo a probabilidade de infeccdo, as criancgas sdo as mais afetadas pelo HBV,
pois essas ainda possuem uma resposta imunoldgica antiviral fraca, e, consequentemente,
maior probabilidade de se tornarem portadoras cronicas da doenca e transmissores eficientes
desse virus (Merril, Hunter, 2011). Das criangas infectadas no primeiro ano de vida ou no
parto, até 90% tornam-se portadoras crOnicas e essa percentagem diminui com o passar da
idade, sendo 30-50% quando em idade de um a cinco anos. Na fase adulta, no minimo 90% de
individuos infectados irdo se recuperar no primeiro ano de infeccao (Te, Jensen, 2010; WHO,

2014a).

2.1.6 Diversidade genética e epidemiologia molecular

A despeito de ser um virus com regides codificantes importantes em sobreposi¢ao, o
HBYV possui uma grande diversidade molecular devido a sua polimerase com atividade de
transcriptase reversa € 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 evolugdo dentro de seus hospedeiros, mesmo com essas limitagcdes (Kay,
Zoulim, 2007; Mizokami et al., 1997). Recentemente em trabalho realizado por Torres et al.
(2013) foi demonstrado que regides de sobreposi¢cdo possuem vdrias diferencas a nivel
genOmico em relacdo as regides onde ndo hd sobreposicdo. Os autores propuseram que
existam alguns mecanismos que auxiliem na tolerancia de mudanca nucleotidica no genoma
desse virus como: utilizagdo de aminoacidos que sejam altamente degenerados, ou seja, que
sejam codificados por vérios cédons; uma tendéncia a utilizagdo de cédons especificos (mais
flexiveis) para certa ORF, e por fim a escolha de c6dons que possuam a maior probabilidade
de em caso de substituicdes nao sinonimas, codificar aminodcidos com as mesmas
propriedades fisico-quimicas.

Como o HBV apresenta regides com genes expressos em diferentes fases de leitura,
isso explica a existéncia de regides com diferentes taxas de mutacdes, que sdo de dificil
avaliacdo, dado que ndo existem amostras virais documentadas que sejam coletadas com um

grande intervalo de tempo a partir de um mesmo individuo infectado. Isso implica em
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dificuldades na avaliacdao de estudos de taxas evoluciondrias do HBV, que acabam tendo que
ser determinadas por eventos historicos 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 classificacdo apds a descoberta do HBsAg, era questdo de tempo.
Assim, a primeira forma de separacdo dessas cepas foi implementada quando pesquisadores
observaram que anticorpos especificos contra o HBsAg (anti-HBs) ndo reagiam da mesma
forma contra antigenos HBsAg de portadores distintos. Nasce entdo a serotipagem como uma
das primeiras formas de classificagdo do HBV (Bouvier, Williams, 1975).

Com a maior facilidade de uso da biologia molecular, a classificacdo serotipica
comegou a se basear em relacdo a aminodcidos em certas posi¢des dentro da regidao do
determinante “a” do HBV, localizado entre os residuos 124 e 147, classificando atualmente o
HBsAg em nove subtipos: ayw (aywl, ayw2, ayw3, ayw4) adw (adw2, adw4), adr (adrq+ e
adrg-) e ayr (Norder et al.,2004). Através de estudos moleculares foi possivel constatar que as
variacdes d/y e w/r dependiam apenas de substitucdes pontuais de Lisina/Arginina nas
posicdes 122 e 160, respectivamente, ou seja, os epitopos d e w tém uma lisina nas duas
posicdes, € 0 y e r apresentam arginina. A classificacdo dos subdeterminantes denominados
por numerais ardbicos (w1l a w4) e a letra q com sinal positivo ou negativo (q-, g+) se baseam
também na posi¢do de aminoédcidos. Uma prolina na posicao 127 esté relacionada a expressao
de wl/w2, treonina com w3 e leucina/ isoleucina w4. Cinco posi¢des sdo importantes na
diferenciacdo entre aywl e ayw?2: posi¢ao 134 (fenilalanina por tirosina); 143 (treonina por
serina), 159 (alanina por glicina), 161 (tirosina por fenilalanina) e 168 (valina por alanina). Ja
em relacdo aos subtipos g- e g+, as posi¢cdes 158, 159, 177 e 178 possuem regides adjacentes
onde se encontra substitucdo de aminodcidos apenas nos subtipos g- (Norder et al., 1992).

Com o advento do sequenciamento, a primeira sequéncia completa do HBV foi
publicada (Galibert et al., 1979), e desde entdo, varios grupos de pesquisa ao redor do mundo
publicam sequéncias completas ou de regides importantes desse virus. Isso vem possibilitando
a comparacdo eficiente dessas sequéncias através de andlises filogenéticas robustas que
permitem a classificagao desse virus (Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004).

A separacdo em genétipos deve seguir um padrao de divergéncia nucleotidica de 7,5%
ou mais no genoma completo, entre outros critérios estabelecidos como, por exemplo, ndo
haver indicio de recombinacdo com outros genotipos e ser preferencialmente evidenciados por

suas caracteristicas clinico-epidemioldgicas (Kramvis et al., 2008, Kurbanov et al., 2010).
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Atualmente, dez gendtipos ja 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 ultimos gendtipos I e J descritos ainda sdo questdes de especulacdo por ndo
possuirem todos os critérios para sua classificacdo (Kurbanov et al., 2010).

Além dos gendétipos, divergéncia superior a 4% e inferior a 7,5% classificam esses em
subgendtipos (Kramvis et al., 2008). A nomeacdo se da através de numerais arabicos
(seguidos eventualmente de letras mindsculas no caso dos subgenétipos do genétipo F), sendo
que esses subgendtipos foram até entdo encontrados apenas entre os genotipos A, B, C, D e F
(Kramvis et al., 2008; Norder et al., 2004). Esses gendtipos, assim como os subgenotipos,
parecem ter distribui¢des geograficas particulares, sendo relacionados com algumas etnias, e
por esse motivo tem se discutido sobre a relagdo entre seus tipos e estudos antropoldgicos, em
especial ao que se refere as migragdes populacionais (Kramvis et al., 2008; Kurbanov et al.,
2010; Okamoto et al., 1988; Orito et al., 2001) (Figura 4).

Virios grupos cientificos ao redor do mundo possuem facilidade na obtengdo de
sequéncias de microrganismos em bancos de dados na internet, para construc¢do filogenética
e/ou designacdo de tipos gendmicos. Contudo, em relagdo ao HBV, os critérios de designacdo
de subgendtipos entre especialistas nem sempre convergem, o que culminou em diversas
classificacOes errOneas na literatura cientifica que seriam evitadas caso seguissem critérios
mundiais pré-estabelecidos e houvesse um controle por um 6rgao designado para tal trabalho
(e. g. ICTV) (Schaefer et al., 2009). Essas incongruéncias ja foram discutidas para vérios
subgendtipos (Shi et al., 2013), por exemplo, os subgendtipos do gendtipo A, com excecdo do
Al e A2, tém sido alvo de incertezas por pesquisadores que levando em conta os critérios para
classificacdo, propdem o reagrupamento dos subgendtipos A3, A4, A5 e A7 em “quase-
subgendtipo” A3 e o A6 sendo reclassificado como A4 (Pourkarim et al., 2010; 2011).

O gendtipo A € dividido de Al a A7; sendo o Al encontrado principalmente nos
continentes africano, asiatico (fndia e Bangladesh), e no continente americano (Brasil, Haiti e
Martinica) (Andernach et al., 2009b; Barros et al., 2014; Brichler et al., 2013; Hiibschen 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 subgendtipos A3, A4, A5 e A7 ja foram
encontrados em diversas regides da Africa, enquanto o A6 ja foi isolado em pacientes de
origem africana na Bélgica (Hiibschen et al., 2011; Kurbanov et al., 2005; Olinger et al.,

2006; Pourkarim et al., 2010; Shi et al., 2013).
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O genétipo B € dividido em B1 a B9; sendo o B1 frequentemente encontrado no
Japdo; B2-5, no leste da Asia; B6, em populacdes indigenas do Artico 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 gendtipo C possui uma similaridade de distribuicdo com o genétipo B, e estd
dividido em 16 subgenétipos, sendo o maior em diversidade intragenotipica; o subgendtipo
C1 é encontrado no sudeste da Asia e sul da China; C2, no nordeste da Asia; C3, na Oceania e
Indonésia; C4, na Australia; 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 genétipo D, o mais distribuido pelo mundo, € dividido em oito subgenétipos e sao
amplamente distribuidos no Oriente Médio, Europa oriental, Rissia, norte da Asia e regido do
Mediterraneo. Também sio encontrados em outros paises com populagcdo de origem europeia,
como o Brasil e os Estados Unidos, assim como em populagdes indigenas do Artico. Mais
precisamente, o subgen6tipo D1 € encontrado na Bacia do Mediterraneo, Oriente Médio, India
e China; D2, no Japao e norte da Europa; D3, na India, Africa do Sul e sul da Europa; D4, na
Oceania, Haiti e Brasil; D5, na India e Japdo; D6, na Indonésia; D7, na Tunisia 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 genotipo E ndo possui subgendtipos descritos até entdo, devido provavelmente ser
um gendtipo de disseminagio recente encontrado mais frequentemente na Africa Ocidental e
Central (Kramvis, Kew, 2007). A principal causa de disseminacdo desse gendtipo parece ser
devido a eventos de vacinagdo em massa com seringas niao descartdveis, utilizagdo de
materiais perfurocortantes em rituais e contato préximo com individuos infectados, incluindo
o sexual (Andernach et al., 2009a).

O gendtipo F € mais restrito em populagdes amerindias na América do Sul, embora
casos tenham sido descritos na Europa (Mello et al., 2007; Norder et al., 2004). Esse genétipo
¢ dividido em quatro subgenétipos; F1, sendo dividido em dois clados diferentes: Fla
encontrado na América Central e F1b na América do Sul. Do mesmo modo o F2 ¢ dividido
em dois clados encontrados principalmente na regido setentrional da América do Sul. O

subgendtipo F3 também € encontrado nessa ultima regido, principalmente na Venezuela e
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Colombia e o F4 € encontrado na regido central e sul desse mesmo continente (Devesa et al.,
2008; Kato et al., 2005; Torres et al., 2011).

Os gendtipos G e H ainda ndo sdo bem descritos, tendo o G sido encontrado na Europa
(Alemanha e Franca) e nas Américas (Canadd, Estados Unidos, México, Colombia) (Lindh,
2005; Locarnini et al., 2013; Norder et al., 2004) enquanto o gendtipo H foi encontrado na
América Central, principalmente no México onde € bastante frequente (Arauz-Ruiz et al.,

2002; Panduro et al., 2013).
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Figura 4 - Distribuicdo geogréfica dos genétipos do HBV.
Fonte: Adaptado de Shi et al. 2013

Estudos realizados em algumas regides do Brasil mostram que o gendtipo mais
frequente é o A, seguido por D e F. Esse primeiro foi encontrado em 67,1% dos mais de 700
individos provindo de diversos estados do Brasil (Gomes- Gouvea et al., 2015). Além disso,
trabalhos em todas as regides ja demostraram que o genétipo A € o mais frequente (Crispim et
al., 2014; Mello et al., 2007).

O genétipo D € o mais frequente no sul do pais (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 genétipo F € encontrado em quase todas as regides brasileiras,
sendo considerado um gendtipo nativo dos indigenas americanos, embora tenha sido descrito
em maior frequéncia em Pernambuco (Mello et al., 2007). Contudo, estudos realizados na
regido norte mostram a preponderancia desse genotipo nessa regido em relacdo as demais no

Brasil (Castilho et al., 2012; Santos et al, 2010; Viana et al., 2005).
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Os outros gendtipos ja foram descritos no Brasil em menor frequéncia, com excecao
dos I e J, sendo os gendtipos B e C descritos em individuos com descendéncia oriental
(Clemente et al., 2009; Sitnik et al., 2004); o E, em imigrantes africanos (Sitnik et al.,2007); o
G, em alguns individuos do sudeste do Brasil e no Acre (Bottecchia et al., 2008; Lobato et
al., 2006; Silva et al., 2010) e o gen6tipo H em um caso no Parana (Bertolini et al., 2012).

Ainda sdo escassos os estudos da distribuicao dos subgendtipos no Brasil. Contudo, o
Al parece ser o mais frequente nos casos de gendtipo A; D3, nos casos de genétipo D e F2a
entre os gendtipos F (Barros et al., 2014; Bertolini et al., 2012; Gomes-Gouvéa et al., 2009;
Mello et al., 2007; Santos et al., 2010).

No Maranhao, em estudo realizado em pacientes atendidos em um centro de referéncia
no tratamento hepatico do Hospital da Universidade Federal do Maranhdo, foi encontrada
uma grande quantidade de individuos com o genétipo Al e D4, sendo este tltimo raramente
encontrado no Brasil (Barros et al., 2014; Gomes-Gouvéa et al., 2009; Santos et al., 2010).
Outro trabalho publicado recentemente em que sua casuistica foi representada por sete
estados, mostrou o mesmo padrao de distribuicdo de subgendtipos do Brasil, embora tenham

sido encontrados outros nove subgenétipos (Gomes-Gouvéa et al., 2015).

2.2  Hepatite Delta

2.2.1 Historico

Nao bastando todo o mistério e especulacOes existentes na atualidade, sobre esses
microscopicos organismos dependentes do sistema celular do hospeiro, mais pecgas sdo
colocadas nesse quebra cabeca com a descorbeta de um virus tinico que nao necessita somente
do hospedeiro, mas de outro virus. O HBYV acabara de ser descoberto e o interesse em
investigar os agentes etiologicos de outras hepatites virais comecou a ser levado em
consideracdo mais frequentemente, através de indicios de diferencas clinicas relacionadas a
essa doenca (Thomas et al., 2015). Assim, o HDV foi primeiramente descrito por acaso em
1977 em pacientes portadores cronicos do HBV, principalmente aqueles com hepatite
pesistente e doenca hepdtica ativa, através de andlises de rotina histoldgica e do sangue desses
pacientes (Rizzetto et al., 1977). A técnica de imunomarcacdo era um procedimento
diagnostico de rotina nos anos 70 (Thomas et al., 2015) e foi assim que o grupo do Dr

Rizzetto observou que aqueles individuos positivos para HBcAg possuiam um coloracdo no
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antigeno HBsAg sem envidéncia do capsideo (Rizzetto et al., 1977). Trés anos mais tarde,
experimentos em grupos de chimpanzés com/sem hepatite B cronica esclareceram a hipétese
da descoberta de um novo virus associado ao HBV (Rizzetto et al., 1980; Smedile, Rizzetto,
2011). Assim, com o passar dos anos, mais pesquisadores se interessaram em estudar essa

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

2.2.2  Caracteristicas bioldgicas e moleculares do virion

Atualmente esse virus é designado por muitos adjetivos, tais como satélite, quimera,
hibrido, subviral, defectivo etc., devido a incapacidade per se de infectar as células do
hospedeiro, sendo necessdria a assisténcia de seu helper virus, o HBV. Desse modo, essa
particula viral infecta somente individuos com HBsAg, pois necessita dessas proteinas para a
montagem do virion capaz de entrar nos hepatdcitos (He et al., 2015; Pascarella, Negro, 2010;
Rizzetto, 2016). Assim, o HDV ocorre como coinfec¢do aguda conjuntamente com o HBV ou
como superinfeccdo quando infecta pacientes com hepatite B cronica (Pascarella, Negro,
2010). Essa necessidade compulséria de associacao de dois agentes infecciosos € pouco vista
na natureza em humanos, sendo encontrado outro exemplo parecido em AAV (virus associado
ao adenovirus, do inglé€s-adeno-associated virus) que apenas replicam em células infectadas
com adenovirus ou herpesvirus (Daya, Berns, 2008).

A Hepatite Delta é causada por um pequeno virion de ndo menos que
aproximadamente 30 nm de diametro, sendo assim um dos menores organismos virais
conhecidos que infectam células humanas (Alves et al., 2013; He et al., 1989). Esse virion foi
classificado em um género unico denominado Deltavirus e é relacionado aos virdides
(patégenos de plantas), devido a formagdo de estruturas em fita dupla de RNA parecidas com
bastdes, assim como seu pequeno tamanho e modo de replicacdo. Contudo, diferentemente de
um virdide, o HDV possui um genoma maior, com capacidade de codificar seu préprio
antigeno Delta (HDAg), o que ndo é encontrado nos virdides (Flores et al., 2012; Taylor et al.,
2014).

As peculiaridades do HDV, pequeno genoma circular de fita simples de RNA
(aproximadamente 1.700 nucleotideos) de conformacdo negativa, o fizeram ser considerado
como Unico entre os virus que infectam animais (Taylor et al., 2014). Seu genoma possui uma
ORF capaz de codificar um unico polipeptidio chamado HDAg. Esse antigeno possui duas

diferentes formas: uma conhecida como pequena ou S (do inglés - short), de 24 Kda com 195
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aminodcidos e uma grande ou L (do inglés- large) de 27 kda com 214 aminoécidos (Rizzetto,
2016) (Figura 5). Essa ultima € traduzida através de uma edicdo no RNA mensangeiro por
uma enzima chamada de ADARI1 (do inglés, Adenosine Deaminase) que modifica (i.e.,
deamina) uma adenina na posi¢do amber (término de tradu¢do) por uma inosina, que
consequentemente, leva ao prosseguimento da cadeia peptidica até a formacdo de uma
proteina L, que € essencial para a parada da replicacdo viral e inicio do processo de montagem
viral (Casey, 2006) (Figura 6). Desse modo, a proteina S-HDAg tem sido apontada como
necessdria para iniciacao da replicacao viral (Yamaguchi et al., 2001), enquanto a grande (L-

HDAg) serve como a principal inibidora da replicacdo e € essencial para o processo de

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

Proteina M
Proteina S

(HBsAg) Proteina L

" RNA

L-HDag

Figura 5 - Figura representativa do virion do HDV com as proteinas de
envelope do HBV.

Fonte: Autoria prépia.
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Figura 6-Processo de edicdo no RNAm do HDV. A linhas grossas e pretas representam
os RNAs antigendmicos e as cinzas os gendmicos. 1, sintese do RNA mensageiro
codificante da proteina S-HDAg; 2, replicacio do RNA gendmico e antigendmico; 3
tradugdo da proteina S-HDAg; 4, edicao do RNA; 5, RNA antigendmico modificado; 6,
sintese do RNAm modificado; 7, replicacdo do RNA gendmico e antigendmico; 8,
traducgdo da proteina L-HDAg.

Fonte: Adaptado de Casey, 2006.

2.2.3 Replicagdo viral

Os detalhes sobre a replicagdo desse virus ainda sao pouco definidos, contudo, apds a
entrada do virus no hepatdcito por processo provavelmente idéntico ao HBV (Abbas et al.,
2013), o RNA ¢ direcionado ao nucleo das células hepaticas, onde as RNA polimerases do
hospedeiro participam do processo replicativo (Huang et al., 2008), embora de forma ainda
nao esclarecida (Alves et al., 2013). Estudos mostram que existem trés RNAs que se
acumulam nas células infectadas e que parecem ter surgido pelo processo de transcricao
denominado “circulo rolante” (Branch, Robertson, 1984; Taylor, 1992). O genoma de RNA
circular € usado como molde para obten¢do de precursores de RNAs mensageiros e de RNAs
multiméricos de polaridade oposta. Esses ultimos possuem pelo menos duas cépias de
ribozimas de HDV que tém a capacidade de autoclivagem para producdo de antigenomas de
HDV RNA, sendo o processo de religagdao provavelmente comandado por RNA ligases do
hospedeiro (Reid, Lazinski, 2000). Apds essa ligacao, o novo RNA antigendmico serve como

molde para RNAs multiméricos de polaridade gendmica (Alves et al., 2013) (Figura 7) .
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Figura 7 - Modelo replicativo do HDV. 1, 2 e 3, RNA gendmico do HDV ¢ utilizado
como molde para os RNAm e para RNAs multiméricos de conformidade antigendmica;
4, Esses ultimos contém duas cdpias de ribozimas que autoclivam o RNA, produzindo
o RNA linear; 5, esses RNAs sdo ligados para a producdo de RNA circulares
antigendmicos; 6, esses servem como molde para producdo de RNAs multiméricos de
conformidade gendmica; 7 e 8, esses sdo autoclivados e ligados para produzir novos

RNAs gendmicos circulares.
Fonte: Adaptado de Alves et al., 2013

2.2.4 Diagndstico e formas de transmissdo

Em 1984, ap6s a descoberta do virus delta, ensaios soroldgicos comerciais que tinham
como alvo o anticorpo contra o HDV (anti-HD) se tornaram disponiveis, e assim, 0os primeiros
estudos epidemioldgicos surgiram (Rizzetto, Alavian, 2013). Um individuo que foi exposto a
infeccdo 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 individuo teve
contato com a proteina viral HDAg e deste modo, a infec¢do s6 pode ser diagnosticada
através de testes moleculares para investigacdo do RNA viral (Ahn, Gish, 2014).

O genoma do HDV ¢ investigado através de métodos moleculares, que avaliam a
presenca de RNA do HDV através da reacdo em cadeia de polimerase por transcri¢io reversa
(do inglés, reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) (Denniston et al.,
1986). Recentemente, alguns estudos tém mostrado técnicas chamadas one-step através da
gRT-PCR que podem identificar e quantificar o RNA do HDV de forma mais rdpida e
eficiente (Karatayh et al., 2014; Scholtes et al., 2012).
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Em razdao de o HDV precisar de seu “ajudante” HBV, os modos de transmissao

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

2.2.5 Epidemiologia

Através dos primeiros estudos epidemiolégicos no final dos anos 80, surgiu a hipdtese
de que no minimo 5% dos individuos HBsAg positivos estavam também infectados pelo
HDV (Rizzetto, Ciancio, 2012). Esse nimero € apenas uma estimativa, ja que existem lugares
com alta prevaléncia do HBV, que nio foram investigados sobre a ocorréncia do HDV, assim
podendo ser esse nimero muito maior (Alves et al., 2013).

A coinfeccio HBV-HDV € geralmente associada a uma dificil resposta ao tratamento
e maior lesdo hepdtica (Rizzetto, 2016). Desse modo, como ja comentado, as medidas de
controle do HBV s@o as chaves para a interrup¢do da cadeia de transmissdo do HDV. Entre
essas medidas temos a vacinacdo para o HBV, politicas publicas de prevencdo tanto para a
populacdo em geral como aqueles mais susceptiveis a infeccdo (como usudrios de drogas
endovenosas) e medidas de controle de higiene (Rizzetto, Alivian, 2013).

Com o advento da vacina¢do para o HBV nos anos 90, e a diminui¢do da infecc¢do pelo
HBYV, a sensacdo que o HDV poderia ter sido extinto da lista de doencas transmissiveis ficou
cada vez mais evidente, pelo menos nos paises mais ricos (Rizzetto, Ciancio, 2012).
Contudo, essa percepcao fez com que essa infeccdo se tornasse negligenciada em muitos
paises e consequentemente a investigacdo para esse virus foi diminuida, e desse modo,
provdveis prevaléncias erroneas dessa infeccio foram obtidas (Rizzetto, Alavain, 2013).

O HDV ¢ endémico em paises do Mediterraneo, do Oriente Médio, Africa Central e
partes do norte da América do Sul, sendo encontrado na regido Amazdnica, inclusive
brasileira (Parana et al., 2006; Radjef et al., 2004). Na Turquia, a prevaléncia da infeccao pelo
HDV, em individuos HBsAg positivos, varia de acordo com a regido, sendo 5% no oeste e ao
redor de 30% no sudeste (Degertekin et al., 2008) (Figura 8).

Na Europa ocidental, essa infec¢do parece estar reaparecendo devido a imigracdo de
individuos de localidades endémicas, contudo, a vacinacdo contra o HBV dessa populagdo é
uma seguranca de que ndo haverd uma reemergéncia dessa infec¢do nessa localidade, ficando
a infeccdo restrita aos individuos imigrantes (Rizzetto, 2016).

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

altos surtos de mortalidade em algumas regides da América do Sul (Gomes-Gouvéa et al.,
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2009; Manock et al., 2000). No Brasil, a hepatite Delta concentra-se na Amazonica ocidental,
e apresenta juntamente com o HBV um importante problema de satide publica (Crispim et al.,
2014). Nessa regido, a prevaléncia de infeccdo pelo HDV entre individuos HBsAg positivos ja
chegaram aos surpreendentes 34% (Fonseca et al., 1988).

No Maranhao, encontraram-se os primeiros casos publicados sobre hepatite Delta, fora
da area conhecida como de elevada endemicidade para essa infec¢do no Brasil, com cinco
individuos anti-HD positivos entre 133 individuos com hepatite B cronica (Barros et al.,
2011). Isso mostra que ainda muito deve ser investigado sobre a presencga desse virus fora da

regido Amazonica.
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Figura 8 - Prevaléncia mundial do HDV e seus genétipos.
Fonte: Modificado de Hughes et al., 2011

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
conformacdo € circular em forma de haste ndo 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 a 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 relacdo ao seu

genoma completo, sendo a regido com maior divergéncia aquela que codifica a regido C-
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terminal da proteina L-HDAg, enquanto a mais conservada sdo as sequéncias codificantes da
ribozima e ligante de RNA (Dény, 2006; Hughes et al., 2011). Assim como 0s outros virus
abordados aqui, essa divergéncia € altamente relacionada com a localidade geografica (Le Gal
et al., 2000).

A diversidade gendmica encontrada no HDV, junto a disponibilidade de comparacao
de sequéncias ao redor do mundo, possibitou a classificacdo de suas variantes. As primeiras
classificacdes do HDV foram realizadas alguns anos apds o sequenciamento do genoma desse
organismo, dividindo-o em trés gendtipos (Casey et al., 1993; Imazeki et al., 1991; Wang et
al., 1986). Estudos filogenéticos de um nimero maior de amostras procedentes de regides nao
estudadas anteriormente apontaram que o HDV possuia uma variabilidade muito mais
complexa, semelhante ao do seu ajudante HBV (Radjef et al., 2004). Atualmente, a separacao
das cepas de diversas partes do mundo se expande em oito gendtipos, com distribuicdes
particulares ao redor do mundo, nomeadas por numerais ardbicos (HDV-1 a HDV-8) (Le Gal
et al., 2006).

Com excecao do HDV-1 que é mundialmente encontrado, cada grupo do HDV ¢
geograficamente localizado (Le Gal et al., 2006) (Figura 8). O HDV-2 e 4 sdo encontrados no
leste da Asia (Hughes et al., 2011; Imazeki et al., 1990; Ivaniushina et al., 2001; Sakugawa et
al., 1999); o HDV-3, principalmente na Bacia Amazdnica (Gomes-Gouveéa et al., 2008) e os
genotipos 5-8 em individuos na Africa (Frangois-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 sdo descritos na regido
Amazonica, sendo escassos os trabalhos fora dessa (Mendes-Correa et al., 2011). Entre esses
trabalhos, o HDV- 3 € o mais frequente (Crispim et al., 2014; Gomes-Gouvéa et al., 2008,
2009) exceto em um estudo em que se encontrou o HDV-1 (Parana et al., 2006).
Recentemente foi descrito no Maranhao entre pacientes atendidos em um nucleo de referéncia
em doenca do figado, dois individuos com um genétipo nunca descrito no Brasil, o HDV-8

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

2.3.1 Historico

H4 quatro décadas houve o primeiro vestigio do HCV provocando hepatite em
individuos submetidos a transfusdo sanguinea, sendo essa primeiramente denominada de
hepatite nao A, ndo B (Alter et al., 1978; Feinstone et al., 1975). Somente depois de mais de
uma década, de muitas tentativas por diversos métodos, a particula viral responsdvel pela
infeccao seria identificada pelo grupo do Dr. Michel Houghton, sendo que os primeiros dados
foram apresentados na Universidade da Califérnia em Sao Francisco em 1988 e publicados
em 1989 (Choo et al. 1989; Houghton, 2009). Em poucas palavras, o agente etiolégico da
hepatite ndo-A, nao-B (HNANB), denominado posteriormente pela terceira letra do alfabeto,
foi desvendado a partir de uma biblioteca de DNA complementar (do inglés — complementary
DNA - cDNA) provindos de amostras de figado e plasma de chimpanzés infectados

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

2.3.2 Caracteristicas biologicas e moleculares do virion

O HCV € um virion envelopado de tamanho relativamente maior do que o HBV (55-
65 nm), com pequenas proje¢des na superficie do envelope (Kaito et al., 1994), e um
nucleocapsideo de 33 a 40 nm, com uma forma semelhante a um icosaédro (Ishida et al.,
2001) (Figura 9A). Esse microrganismo possui familia e género designados como
Flaviviridae e Hepacivirus, respectivamente, sendo que essa familia também possui espécies
bem conhecidas como o virus da Febre Amarela e da Dengue (ICTV, 2015). Dentro do
género, estdo ainda vérios outros virus ainda a serem ratificados, como os encontrados em
mamiferos que infectam morcegos, roedores, caes, bovinos, equinos, entre outros. (National
Center for Biotechnology Information, 2016).

Seu genoma € composto de 4cido ribonucleico em fita simples de polaridade positiva
(RNAss+), com tamanho aproximado de 9.600 bases nucleotidicas, com uma ORF cuja
extremidades 5’ e 3’sdo regidoes ndo traduziveis (do inglés, untranslated region -UTR) de
estrutura secundaria complexa (hairpins) que possuem pouca diversidade nucleotidica entre
cepas e papéis fundamentais para a replicacdo desse virus (Figura 9B) (Ashfaq et al., 2011;

Jones et al., 2007; Kaito et al., 1994).
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do HCV mostrando as regides UTR e codificantes de proteinas estruturais € nao
estruturais, e suas principais funcdes. As setas cinza e preta representam a atividade de

proteases do hospedeiro.
Fonte: Figura A- Autoria propia; figura B, adaptado de Jones, McLauchlan, 2010.

Um dtnico polipeptideo de aproximadamente 3.000 aminodcidos chamado de
poliproteina, traduzido diretamente do genoma, é processado em dez moléculas estruturais (S)
e ndo estruturais (NS) (Figura 9B) (Catanese et al., 2013). As proteinas estruturais
denominadas core, E1 e E2 estdo localizadas na regido N terminal da poliproteina, enquanto
as nao estruturais p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B se localizam na regidao C-
terminal (Jones et al., 2007). Cada uma dessas moléculas possuem diferentes papéis no
processo replicativo ou na montagem das particulas virais.

A proteina core forma o nucleocapsideo em estrutura icosaédrica, que envolve o RNA
viral. As glicoproteinas virais E1 e E2 se ancoram na camada bilipidica derivada do

hospedeiro, formando um heterodimero (Ishida et al., 2001; Jones et al., 2007; Popescu et al.,
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2014). O nucleocapsideo com as proteinas E1 e E2 formam o virion completo (Figura 9A).
Esse virion se encontra na corrente sanguinea interagindo com lipoproteinas, o que
eventualmente leva a formagdo a particulas de diversos tamanhos e densidades (Andre et al.,
2002; Zhu et al. 2014).

A proteina p7, conhecida como uma viroporina, ndo € necessdria para 0 processo
replicativo do HCV, mas acredita-se que possui papel importante nos primeiros estigios de
montagem das particulas virais, embora ainda ndo esteja totalmente elucidada sua funcdo
(Jones et al., 2007). Assim como essa ultima, a NS2 parece fazer parte na montagem viral
precoce, em que junto com a NS3 formam um complexo com capacidade proteolitica,
especificamente clivando a regido N-terminal na regido NS3 da poliproteina (Grakoui et al.,
1993; Jones et al., 2007).

A proteina NS3 possui duas funcdes, proteoliticas e de ATPase/Helicase, sendo
responsdvel pela clivagem entre as proteinas NS3-NS4A, NS4A-NS4B, NS4B-NS5A e
NS5A-NS5B (Bartenschlager et al., 1993; Jones, Mclaunchon,2010). Essa precisa de uma
proteina como cofator, a NS4A, responsdvel pelo envio da proteina NS3 ao reticulo
endoplasmadtico (Ashfaq et al., 2011; Wolk et al., 2000).

A NS4B possui um papel fundamental no recrutamento de outros polipeptideos, assim
como também interagi com o cofator NS4A e a proteina NS5A, formando um complexo de
proteinas (Ashfaq et al., 2011; Lin et al., 1997). Tanto a NS5A e B sdo essenciais no processo
replicativo do virus, sendo que a primeira age formando um complexo com outras proteinas
NS (Ashfaq et al., 2011; Neddermann et al., 1999) e a segunda tem funcdo de RNA
polimerase (Behrens et al,. 1996).

2.3.3  Replicagdo viral

O HCV € um virus hepatotrépico que infecta as células ligando-se a vérios receptores
expressos na superficie dessas, por processos sequenciais complexos que promovem a ligacdo
e internalizacdo do virion (Atoom et al., 2014). As proteinas do envelope interagem com
receptores da membrana do hepatdcito através de mecanismos que dependem tanto do virus
como do hospedeiro (Zeisel et al., 2011). Entre os receptores temos o receptor de lipoproteina
de baixa densidade (do inglés, low-density lipoprotein receptor — LDL-R) (Agnello et al.,
1999), o receptor SR-BI (do inglés, scavenger receptor B type I) (Scarselli et al., 2002) e a
molécula CD81 (do inglés, cluster of differentiation 81) (Pileri et al., 1998). Além desses
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receptores de superficie, também sdo descritas interacdes entre o HCV e duas proteinas que
compOem as juncdes intercelulares denominadas tight junctions, a claudina-1 (do inglés,
Claudin-1 -CLDN1) (Krieger et al., 2010) e a ocludina (do inglés, occluding - OCLN) (Liu et
al., 2009).

Dentro do citoplasma da célula do hospedeiro o genoma viral é prontamente traduzido,
pois possui conformacido de RNA mensageiro (polaridade positiva), contudo, diferentemente
dos eucariotos, ndo possui uma regidao 5’-cap para o inicio da traducdo. Assim, a tradug¢do do
RNAm do HCV ¢é mediada por uma sequéncia denominada sitio ribossomal de entrada interna
(do inglés, internal ribossomal entry site- IRES) localizado na regido 5 — UTR (Hoffman,
Liu, 2011). Nessa regido, ribossomos do hospedeiro reconhecem e traduzem o RNAm em
uma poliproteina que € tanto co- e pds-processada por proteases derivadas do virus e do
hospedeiro, e assim, geram as proteinas estruturais e ndo estruturais maduras (Moradpour et
al., 2007). Esses polipeptidios derivados da poliproteina sdo importantes para o processo de
replicagdo viral que ocorre em um complexo chamado de rede membranosa (do inglés
Membranous Web- MW) tanto de forma multipla (do inglés, multiple membrane vesicles-
MMVs) como de forma dupla (do inglés, double membrane vesicles-DMVs) derivados do
reticulo endoplasmdtico, endossomos, vesiculas COP, mitocondrias e gotas lipidicas
(Romero-Brey et al., 2012). Esse complexo € induzido por proteinas virais, € serve como uma

base para o processo de formacao de novos virions (Egger et al., 2002).

2.3.4 Diagndstico e formas de transmissdo

Os testes diagndsticos, que t€ém como fungdo detectar a infec¢do pelo HCV, sdo
aqueles baseados na deteccao de anticorpos (anti-HCV) e 4cido nucleicos virais, utilizando
plasma ou soro (Richter, 2002), sendo que os ensaios amplamente utilizados devido ao custo
baixo e facilidade de uso sdo baseados no primeiro, denominados ensaios imunoenzimaticos
(do inglés, enzyme immunoassays - EIAs) em que sdo direcionados a deteccao de
imunoglobulinas ou antigeno desse virus (Chevaliez, Powlotsky, 2009). Contudo, um
resultado positivo nesse teste per se ndo € indicativo de infeccdo corrente. NAT (testes de
acido nucleico, do inglés, nucleic acid tests) é o padrdo ouro de deteccdo do HCV RNA, por
PCR e sua variante PCR em tempo real quantitativa (do ingl€s, quantitative real time
polimerase chain reaction - qRT-PCR) que sao utilizados atualmente para distinguir

infec¢des cronicas de infeccdes passadas (Chevaliez, Powlotsky, 2008; Lange, Sarrazin,
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2010). A hepatite aguda € caracterizada pela presenca de HCV RNA e auséncia de marcador
sorolégico, uma vez que os individuos infectados s6 irdo desenvolver anticorpos anti-HCV
semanas apos a infec¢do, enquanto a hepatite cronica € designada pela presenca do marcador
sorolégico anti-HCV e do HCV RNA persistente no soro por seis meses ou mais (Chevaliez,
Powlotsky, 2008). Portanto, testes soroldgicos sdo pouco eficientes para a deteccdo da fase
aguda da infeccdo (Lange, Sarrazin, 2010).

A American Association for the Study of Liver Diseases (AASLD) recomenda que
individuos que passaram ou tem comportamentos/fatores de risco fagcam os testes diagndsticos
para deteccdo. Entre esses fatores temos: utilizacdo de drogas injetdveis; pessoas positivas
para HIV; individuos submetidos a hemodidlise; aqueles que possuem aminotranferases
anormais; pessoas que receberam produtos sanguineos antes de 1992 e entre outros (Ghany et
al., 2009).

A exposi¢ao parenteral € o meio mais eficiente de transmissdo do HCV. As principais
situagdes de risco para a infeccdo pelo HCV sdo o uso de drogas ilicitas por via endovenosa,
assim como a hemodidlise (Wasmuth, 2010b). O virus pode também ser transmitido através
de outras formas de contato percutdneo, como no procedimento de realizacdo de tatuagens
(Haley, Fisher, 2001). Além do mais, a relacdo sexual desprotegida com individuos infectados
pode ser uma via de transmissdo, embora ainda ndo esteja bem estabelecida (Terrault, 2013).
No passado, a transfusdo de sangue era um meio de infeccdo eficiente, contudo devido a
introducdo da triagem para marcadores soroldgicos especificos para o HCV desde os anos 90,
esse meio de contdgio estd quase totalmente extinto, pelo menos nos paises desenvolvidos

(Wasmuth, 2010b).

2.3.5 Epidemiologia

Anualmente, aproximadamente meio milhdo de individuos morre por doencgas
relacionadas com ao HCV (Lozano et al., 2012). Além do mais, estimativas apontam que
cerca de 2% da populagdo mundial sejam portadores cronicos dessa infeccdo, com risco de
desenvolvimento de doencas hepéticas graves (WHO, 2014b).

Nos continentes africano e asidtico se encontram os maiores indices de prevaléncia
dessa infeccdo no mundo, baseando-se na prevaléncia do anti-HCV. Nos paises desenvolvidos
(América do Norte, Europa Ocidental e Austrdlia), as prevaléncias sdo baixas, contudo,

mesmo nestes locais existem grupos com prevaléncias mais elevadas (Shepard et al., 2005).
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As prevaléncias pelo mundo variam de 15% no Egito (El-Zanaty, Way, 2009) a menos de
0,5% em paises da Europa Central e Ocidentais (Cornberg et al., 2011). Na América Latina, o
quadro entre adultos demonstra aproximadamente oito milhdes com o anti-HCV em 2011
(Kershenobich et al., 2011).

No Brasil, a prevaléncia do anti-HCV nas capitais € de 1,38%, baseado em inquérito
nacional (Pereira et al., 2013). Apesar disso, ha variagGes entre as regides geograficas
brasileiras devido a sua grande extensdo territorial, adicionado as divergéngias culturais e
economicas (Kretzer et al., 2014). De 1999 a 2011, o SIM registrou 82.041 casos de
individuos com anti-HCV e RNA detectivel, sendo a esmagadora percentagem,
aproximadamente 90%, nas regides Sul e Sudeste (Brasil, 2012). Contudo, ainda sdao poucos
estudados os niveis de prevaléncia do anti-HCV de forma homogénea, existindo relativamente
mais informagdes, principalmente em alguns grupos populacionais especificos, como € o caso
dos doadores de sangue (Ferreira, Silveira, 2004).

Diferentemente do HBV, o HCV nio possui uma vacina, o que implica aos 6rgdos de
saide publica a promocdo de campanhas que esclarecam a populagdo sobre as formas de
contaminacdo por esse ultimo virus, bem como as maneiras de prevenc¢do, incentivando a
utilizacdo de materiais perfurocortantes descartdveis ou com esterilizacio eficiente. Contudo,
a hepatite C viral é considerada uma infec¢do curdvel, devido a existéncia de drogas eficientes
capazes de eliminar o virus em até 95% dos individuos 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 regido menos varidvel, a 5°-UTR, provavelmente
devido sua grande necessidade para os processo de replicacado e tradugdo, enquanto as regides
El e E2 sdo as mais varidveis, e desse modo sao designadas de hipervaridveis (Ashfaq et al.,
2011). Essa grande diversidade em seu genoma ¢é devido a alguns fatores importantes: sua
RNA polimerase RNA-dependente nao possui capacidade revisora, existindo assim erros de
incorporagdo de pelo menos 1,48 x 107 substitui¢do de base/sitio/ano; sua taxa de replicacdo é
alta, sendo que em um individuo, é estimada a produ¢do de um trilhdo de virions por dia e
existe grande pressdo seletiva provocada pelo sistema imune do hospedeiro (Major et al.,
1999; Neumann et al., 1998; Troesch et al., 2006). Esses fatores influenciam na producgao de

uma populacdo de cepas no hospedeiro chamada de quasispécies, que sdo variantes com
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divergéncia gendmica dentro de um unico hospedeiro (Holmes, 2010). Essa populacdo de
variantes dentro do hospeideiro é uma grande vantagem adaptativa para esse virus, pois
qualquer pressao ambiental, por exemplo, pela utilizagdo de drogas antivirais, pode selecionar
cepas mutantes mais resistentes e capazes de estabelecerem infeccdo eficientemente (Martell
et al., 1992; Nasu et al., 2011).

A evolucdo do HCV ¢ direcionada por importantes pressoes seletivas relacionadas ao
processo de adaptacdo ao seu hospedeiro, desencadeada por respostas rapidas adaptativas a
pressao seletiva imunoldgica e por tratamentos antivirais (Simmonds, 2004). Essa diversidade
pode chegar a 35% no genoma viral completo, dividindo essas cepas em gendtipos do HCV,
com subtipos que variam de 20 a 25% entre si (Simmonds et al., 1993; Simmonds, 2004).
Existem sete gendtipos do HCV, designados por nimeros ardbicos e seus diversos subtipos
por letras mindsculas, sendo que a maior parte dos gendtipos possuem multiplos subtipos,
distribuidos em diferentes dreas geograficas do mundo (Messina et al., 2015; Simmonds,
2004).

A distribui¢ao genotipica do HCV revela poucas variantes frequentes ao redor do
mundo, onde os subtipos la e 1b dentro do gendtipo 1; o 2a dentro do gendtipo 2 e o 3a
dentro do gendtipo 3 sdo os mais frequentes e considerados como pandémicos (Messina et al.,
2015). Essa distribuicdo pode estar relacionada aos meios de transmissdo como
compartilhamento de drogas injetaveis e contaminacdo por derivados sanguineos utilizados
sem triagem especifica até o inicio dos anos 90 (transfusdo de sangue, hemodidlise), além do
uso de instrumentos sem esterilizacdo adequada, como seringa ndo descartivel e outros
equipamentos utilizados para vacinacdo em massa (Magiorkinis et al., 2009; Smith et al.,
1997).

O genoétipo 1 do HCV € o mais prevalente em todo o mundo, sendo responsavel por
46,2% das infec¢des (Messina et al., 2015) seguido pelo genétipo 3 (30.1%); o gendtipo 2 €
mais frequentemente encontrado na Africa ocidental e central, assim como em alguns paises
ocidentais (Simmonds, 2004; Thong et al., 2014). Os gendétipos 4, 5 e 6 sdo mais restritos a
4reas distintas, sendo o gendtipo 4 encontrado com mais frequéncia no Egito e Africa
subsaariana; o 5 na Africa do Sul e 0 6 no Sudoeste asidtico (Antaki et al., 2010; Mellor et al.,

1995; Smith et al., 1997; Simmonds, 2004; Thong et al., 2014) (Figura 10).
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Figura 10 - Distribui¢do dos genétipos do HCV no mundo.
Fonte: Adaptado de Messina et al., 2015

O Brasil segue os padrdoes mundias de distribuicdao genotipica do HCV. Estudos
mostram que o subtipo la € amplamente distribuido no Brasil e parece ter sido introduzido
por um tnico evento, enquanto os outros subtipos 1b e 3a mostraram comportamento de
vérias introducdes em regides distintas do pais (Lampe et al., 2013; Romano et al., 2010).
Campiotto et al. (2005), em diversas localidades do Brasil, observaram uma grande
frequéncia dos subtipos la, 1b e 3a, sendo o gendtipo 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
gendtipo 3 € o segundo mais frequente (30,2%) seguido pelo genétipo 2 (4,6%). Em estudo na
regido Nordeste foi encontrado uma grande frequéncia do subtipo 3a (49%) seguido pelo la e
Ib com 26 e 24%, respectivamente (Veras et al., 2009). Em doadores de sangue de trés
regides brasileiras, notou-se uma alta frequéncia do subtipo la (34,3%), seguido pelo 1b e 3a

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

3.1  Objetivo geral

Caracterizar os gendétipos e subgenétipos (para HBV) dos virus das hepatites B, C e
Delta nos municipios de Urbano Santos, Axix4, Morros, Icatu e Humberto de Campos —

Maranhao.

3.2  Objetivos especificos

» Identificar os individuos com HBV DNA, HDV RNA e HCV RNA detectdvel entre
aqueles com positividade para os marcadores sorologicos HBsAg, anti-HD e anti-

HCV, respectivamente;

» Caracterizar os genétipos (HDV), subgenétipos (HBV) e subtipos (HCV) desses virus

por sequenciamento (Sanger);

» Comparar as sequéncias desses virus, através de construg¢do filogenética, com as

previamente descritas no Maranhao e no mundo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostra e area de estudo

Em 2008, iniciou-se uma pesquisa realizada com pacientes cronicos para hepatite B no
Centro de Estudos do Figado do Hospital da Universidade Federal do Maranhao, referéncia
no tratamento de doengas hepdticas nesse estado, em cooperagdo com o Laboratério de
Gastroenterologia e Hepatologia Tropical do Instituto de Medicina Tropical em Sao Paulo.
Esse trabalho deu origem a dois artigos importantes: o primeiro descrevendo a diversidade
genotipica do HBV (Barros et al., 2014) e o segundo relatando um achado tnico no Brasil, a
deteccio do HDV gendtipo 8 (Barros et al., 2011). Esse ultimo achado nos incentivou a
estudar as regides proximas a Urbano Santos, onde foi encontrada a maioria dos casos de
hepatite Delta, de modo a responder nossa hipdtese que essa regido poderia ser endémica para
esse virus, o qual no Brasil € comum apenas na regidio Amazonica. Desse modo, realizou-se
um estudo de base populacional, em que aproximadamente quatro mil individuos foram
selecionados nos municipios maranhenses de Urbano Santos, Axixd, Morros, Icatd e
Humberto de Campos, no periodo de marco de 2012 a marco de 2014. Toda a regido dos
municipios foi levada em consideracdo para o cdlculo amostral e sorteio sistemdtico dos
setores censitdrios, sendo alguns desses isolados e de dificil acesso (Figura 11). Portanto, essa
tese faz parte desse projeto maior denominado “Estudo das Hepatites B, C e D nos municipios
de Urbano Santos, Humberto de Campos e da Regidao do Baixo Munin, Maranhao, Brasil” em
que utilizamos como casuistica os individuos com marcadores de infec¢do para o virus das
hepatites, B (HBsAg), Delta (anti-HD) e C (anti-HCV). A figura 12 mostra a localizag¢ao
desses municipios € o nuimero de individuos participantes. O esquema representativo do

processamento das amostras € resumido na figura 13.



Figura 11 - A- Foto de um dos setores rurais. B- Estradas de areia encontrado em

alguns acessos aos setores rurais.
Fonte: Arquivo pessoal
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(803)

Urbano

Figura 12 - Esquema do mapa do Maranhio indicando os municipios participantes da pesquisa

(estrelas) e seus respectivos nimeros amostrais.

Fonte: Modificado de Wikimedia Commons
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Maranhao_MesoMicroMunicip.svg#/media/File:Maranhao_MesoMicro
Municip.svg>

4.2 Desenho de estudo e calculo amostral

As coletas das amostras foram feitas de maneira sistemdtica por conglomerados,
baseando-se pelo nimero populacional de cada municipio. Para calcular a amostra foi adotada
uma prevaléncia de 0,5% do HBsAg, considerando o resultado de prevaléncia do HBsAg
encontrada em inquérito nacional na regido Nordeste (Universidade de Pernambuco, 2010),
com erro absoluto de 0,3%, nivel de confianga de 95% e assumindo um efeito de desenho
igual a 2, totalizando uma amostra total de 3.856 a 4.000 individuos. A amostragem foi feita
por conglomerado em dois estagios: no primeiro foram sorteados os setores censitarios com
probabilidade proporcional a populacdo. No segundo foram sorteados os quarteirdes dos
setores sorteados através da numeracdo das quadras e sorteio aleatério. Os mapas dos setores
censitdrios foram disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).
Todos os domicilios dos quarteirdes selecionados foram sequencialmente visitados, de acordo

com o sorteio do local de inicio (esquina do quarteirdo e prosseguindo no sentido horério), e



60

todos os individuos foram incluidos no estudo se estivessem dentro dos critérios de inclusao:
idade minima de um ano e residindo no local ha mais de seis meses; além de concordarem em
participar da pesquisa apds assinarem o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Anexo A).

A pesquisa “Estudo das hepatites B, C e D nos municipios de Urbanos Santos,
Humberto de Campos, e da Regido do Baixo Munin, Maranhao”, foi aprovado no comité de
ética em pesquisa do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo, CAAE

20935413.5.0000.5086 e Parecer n° 448.731 (Anexo B).

4.3  Sorologia

Os individuos, ap0ds a entrevista e assinatura do TCLE, foram submetidos a coleta de
sangue periférico. As amostras foram processadas em aliquotas de soro, plasma e buffy-coat
(anel leucocitdrio) no mesmo dia da coleta (Figura 14) e transportadas ao Centro de Pesquisa
Clinica do Maranhdao (CEPEC), em caixa térmica devidamente refrigerada, onde foram
armazenadas em freezer — 70°C até realizacdo dos testes sorolégicos para os marcadores totais
HBsAg, Anti-HBs, anti-HBc, anti-HCV e anti-HD no Laboratério Central do Estado do
Maranhdo (LACEN), através da técnica de ELISA utilizando kits comerciais (DiaSorin,
Saluggia, Vercelli, Italy). A imunotécnica de quimioluminescéncia por microparticulas
(CMIA)-ARCHITECT (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) foi utilizada para
confirmacao dos casos positivos para anti-HCV. Nessa tese abordamos apenas a identificacao
dos marcadores HBsAg, anti-HCV e Anti-HD para definir a casuistica que foi utilizada para
esse estudo. Os aspectos epidemioldgicos e fatores de risco serdo abordados em outros

trabalhos.
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Amostra total:
3987 amostras

Triadas para anti-HCV: Triadas para HBsAg:
3.845 3.860
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Figura 13 - Esquema resumido dos procedimentos realizados na pesquisa.
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T
Figura 14 - Processamento de amostras no laboratdrio de um dos

Municipios de coleta.
Fonte: Arquivo pessoal

4.4  Biologia Molecular

4.4.1 Extra¢do do DNA (HBV) e RNA (HDV e HCV) a partir de soro e plasma

As amostras positivas para os marcadores de infeccdo HBsAg, anti-HD e anti-HCV
foram submetidas a extracio 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 instrucdes estabelecidas pelo fabricante.

4.4.2 Sintese do cDNA do HDV RNA e HCV RNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se a enzima SuperScript® III
ReverseTranscriptase e primers randomicos (Invitrogen™, Thermo Fisher Brand, Carlsbad,
USA). Para o HDV e HCV foram utilizados os mesmos procedimentos com excec¢io que para
o HDV, o RNA extraido foi submetido a uma incubacio inicial para denaturacdo da fita de

RNA a 94 °C por cinco minutos. O volume final da reagcdo foi de 60 uL. com as seguintes



63

concentracdes: 7,5 ng/uL do primer randémico (150 ng/uL), 1 X de Tampao (5 X), 10 mM de
DTT (0,1 M), 0,5 mM de dNTPs (10 mM), 30 U de RNAse OUT (40 U/ uL), 300 U de
Enzima SuperScript III (200 U/uL) e 4gua DEPC. As amostras foram submetidas as 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 Amplificacdo do HBV DNA, HDV ¢cDNA e HCV cDNA

A amplificacdo de regides especificas dos genomas virais foi realizada utilizando a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase aninhada (nested PCR), utilizando a enzima
platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen) através de procedimentos ja descritos (Enomoto
et al., 1990; Gomes-Gouvéa et al., 2008; Gomes-Gouvéa et al., 2015; Sandres-Sauné€ et al.,

2003). Os primers utilizados foram os seguintes:

a) HBV - Um fragmento de 1.306 pb da regido 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-Gouvéa et al., 2015);

b) HCV - Um fragmento de 380 pb correspondente a regido 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 PRS (5 GCT AGT CAT AGC CTC CGT 3’ nt;
8619-8636) (Sandres-Sauné et al., 2003).

c¢) HDV — Um fragmento de 403 pb da regido gendmica parcial do antigeno 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 ja estabelecidos para

evitar contaminacao ou resultados falsos positivos (Kwok, Higuchi, 1989).

4.4.4 Determinacdo 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 regides conservadas do gene S do HBV, através do
sistema TagMan® (Life Technologies) através de procedimentos e primers ja descritos, com
limite de deteccdo de 50 UI (unidades internacionais)/mL (Sitnik et al., 2010). Uma curva
padrao foi realizada através de amostra confiavelmente ja quantificada, a partir da qual foram
obtidos pontos em duplicata através de diluicdes seriadas de 1/10. Todas as amostras também
foram colocadas em duplicada, com um controle negativo (dgua ultrapura) a cada cinco
amostras. Os resultados foram obtidos com o aparelho ABI 7500 Fast (Applied Biosystems),
analisados no préprio software do equipamento e expressos em Ul/mL.

A carga viral do HCV foi determinada pelo kit comercial Abbott Real Time HCV
(Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA), com limite minimo de detecao de 12 UIl/mL.

4.4.5 Deteccdo dos fragmentos amplificados para sequenciamento

Os fragmentos amplificados foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose
2% concomitantemente com padrdo molecular Low Mass Ladder, 200 pb (Life
Technologies), para identificacdo do tamanho do fragmento e respectiva quantificacdo. 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 ¢DNA

Os protudos do segundo ciclo de PCR foram submetidos a puficacdo 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® BigDye™ terminator
(Applied Biosystem). Todos os procedimentos e primers utilizados ja foram descritos (Casey
et al., 1993; Gomes-Gouvéa et al., 2008; 2015; Zhang et al., 1996).

A eletroforese e leitura foram feitas utilizando-se o sequenciador automatico ABI

3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

4.4.7 Andlise das sequéncias, genotipagem e andlise filogenética

As sequéncias foram analisadas quanto sua qualidade através do programa Phred-
Phrap e a sequéncia consenso de cada amostra montada, a partir do alinhamento das
sequéncias geradas de cada fragmento sequenciado, utilizando o programa CAP3 (Togawa,
Brigido 2003). Ambos os programas estdo disponiveis no site Eletropherogram quality
analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/).

Para a classificacdo dos gendtipos e subgendtipos, as sequéncias consenso obtidas
foram alinhadas com sequéncias de diferentes gendtipos e subgendtipos dos virus disponiveis
no GenBank (NCBI, 2014). Foi utilizado o programa Clustal_W no BioEdit para o
alinhamento das sequéncias (Hall, 1999).

A andlise 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
(MCMCO). Foi utilizado um rel6gio molecular relaxado através do GTR + G + I como modelo
de substitui¢do nucleotidica. Para o HBV foram rodadas 20 milhdes de geracdes em que a
cada dois mil foram amostradas uma arvore; enquanto que para o HDV, 10 milhdes de
geracOes foram realizadas e a cada mil foram amostradas uma arvore, para obtencdo de
convergéncia de parametros. As arvores 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 soroldgicos do HBV foram designados através da tradugdo das sequéncias
gendmicas pelo programa BioEdit (Hall, 1999), e a observacdo das posicdo de aminoécidos da
principal regido antigénica do HBsAg, nas posicoes 120, 122, 127, 134, 159 e 160, para a
determinacdo das especificidades a, d/y e w/r (Norder et al., 2004).
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4.4.8 Andlise estatistica

Individuos com positividade para DNA/RNA dos virus estudados foram organizados
em tabelas através do programa Excel 2007 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) e
suas caracteristicas demograficas e viroldgicas foram descritas. Os resultados foram
analisados pelo programa estatistico Stata v. 11.0 (StataCorp, 2009) e foram aplicados os
testes t de Student e exato de Fisher. Diferencas foram consideradas significantes quando o

valor p foi menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1  Anadlise sociodemografica da amostra

Um total de 3.997 amostras foram coletadas de individuos dos cinco municipios
participantes. Dessas, dez foram excluidas em virtude de incompatibilidade e/ou falta de
dados. Em relacdo a amostra total analisada, mais da metade provinha de individuos 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 a faixa etaria dos

individuos participantes estao resumidos na tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncia categérica das idades da populagdo do estudo.

Idade Numero de individuos 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 virus da hepatite B

5.2.1 Identificagdo sorologica

Das amostras coletadas, 3.860 foram triadas para o marcador HBsAg, sendo 92
(2,38%) com positividade confirmada, apds checagem com dois/trés 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
confirmacdo. A maioria dos 92 individuos com HBsAg positivo eram do sexo masculino

(56,5%; 52/92) com idade média de 42,3 (DP=20, 7).
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5.2.2 Caracteristicas sociodemogrdficas dos individuos positivos para HBV DNA por

nested PCR e PCR em tempo real

Das amostras positivas para HBsAg, 58,69% (54/92) apresentaram HBV DNA
detectavel por nested PCR ou PCR em tempo real. Deste modo, encontramos uma prevaléncia
de HBV DNA de 1,39% (54/3.860) na populacdo geral. Esses eram na maioria do sexo
masculino 55,55% (30/54) com idade média de 43,79 (DP = 20,77) anos. Levando em
consideragdo a origem, a maioria era de Humberto de Campos (42,59%; 23/54) e residiam em
setor rural (70,37%; 38/54). Esses individuos possuiam uma renda familiar de menos de um
saldrio minimo (66,66%; 36/54). Observamos também que a maioria desses individuos se

declarou como sendo negro ou mestico/mulato (74,07%; 40/54).

5.2.3 Distribuic¢do dos genotipos e subgendtipos do HBV

A amplificacdo do fragmento de 1.306 pb do gene S/Pol foi realizada com sucesso
em 51 das 54 amostras com HBV DNA detectdvel. Dessas, 50 tiveram sequéncias de boa
qualidade, nas quais foi possivel a caracterizacdo genotipica. Todas as amostras foram
classificadas em gendtipos A e D, sendo a maioria dessas (86%; 42/50) desse ultimo. A
filogenia das sequéncias do genétipo A mostra que todas pertencem ao subgendtipo Al,
distribuidas em véarios ramos da arvore (Figura 15A). Esses isolados se agruparam com outros
de poucas regides africanas, sendo considerado assim dentro de um clado asidtico-americano.
Todas essas amostras foram classificadas como subtipo adw?2 (Figura 16).

O gendtipo D também foi classificado em apenas um subgendtipo, D4. Essas
sequéncias, diferentemente do A1, agruparam-se em um grupo monofilético e se aproximaram
de outras sequéncias descritas no Maranhdo (Figura 15B). Todas as sequéncias foram
classificadas em apenas um subtipo sorolégico, ayw2 (Figura 17).

Na tabela 2 sdo apresentadas as caracteristicas sociodemograficas dos individuos, nos
quais foi possivel caracterizar o genétipo do HBV envolvido na infeccdo. De todas as
caracteristicas mostradas, apenas renda familiar e origem tiveram diferengas com
significancia estatistica, p = 0,019 e 0,015, respectivamente, em que o gendtipo D4 foi mais
prevalente em individuos com menos de um saldrio minimo e residindo nos municipios de

Humberto de Campos, Urbanos Santos e Morros.
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Tabela 2 - Caracteristicas sociodemograficas dos portadores dos subgené6tipos do HBV.

Variavel Subgendtipo
Al (%) D4 (%) Total (%) p
N 8 (16) 42 (84) 50 1
Masculino 5(17,86) 23 (82,14) 28 (56)
Feminino 3 (13,64) 19 (86,36) 22 (44)
Idade Média (xDP) 41,5 (£18,7) 45,3 (£21,8) 44,7 (£21,2) ,647
Origem
Axixd 1 (50) 1 (50) 2 (4) ,015
Morros 2 (16,7) 10 (83.3) 12 (24)
Icatu 4 (50) 4 (50) 8 (16)
Humberto de Campos 1(4,55) 21 (95,4) 22 (44)
Urbano Santos 0 6 (100) 6 (12)
Setor
Urbano 3(21,4) 12 (78,6) 15 (30) ,683
Rural 5(13,9) 30 (86,1) 35 (70)
Raca*
Negro 3 (25) 9 (75) 12 (24) 32
Branco 0 5 (100) 5(10)
Indio 2 (40) 3 (60) 5(10)
Mestico/Mulato 3(11,5) 23 (88.5) 26 (52)
Outro/Nio Sabe 0 2 (100) 2 (4)
Nivel de educacao
Analfabeto 0 12 (100) 12 (24) ,336
Fundamental incompleto 5(23,81) 16 (76,2) 21 (42)
Fundamental completo 0 4 (100) 4 (8)
Meédio incompleto 1(20) 4 (80) 5 (10)
Médio completo 2 (28,6) 5(71,4) 7 (14)
Superior 0 0 -
Nao se aplica 0 1 (100) 12)
Renda familiar
Menos de um salario minimo 2(6,3) 30 (93,7) 32 (64) ,019
1 a 3 salarios minimos 6 (33,3) 12 (66,7) 18 (36)

* Baseado em autodeclaracio
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5.3 O virus da hepatite Delta

5.3.1 Identificacdo sorologica

As 92 amostras positivas para o marcador HBsAg foram submetidas a investigacdo 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  Caracteristicas sociodemogrdficas dos individuos positivos para HDV RNA

Entre as oito amostras positivas, apenas metade tiveram RNA detectdvel, sendo assim
uma frequéncia do RNA HDV de 4,35% (4/92) entre os casos positivos para HBsAg. Esses
individuos com infec¢do ativa tinham idade que variavam de 23 a 49 anos e apenas uma
amostra era de individuo do sexo feminino. Metade dessas amostras teve também o
subgendtipo do HBV identificado. A tabela 3 descreve algumas caracteristicas dos individuos

positivos para o RNA HDV.

Tabela 3 - Caracteristicas sociodemograficas dos individuos positivos para o RNA do HDV.

ID Sexo Raga* Idade Origem Zona  Nivel de Renda HDV- HBV-
escolar familiar gendtipo  Subgendtipo
SM)
1015 M Negro 23 Morros Rural F.Inc Menosde 1  HDV-8 ND
2231 M Negro 25 H. Campos Rural F.Com Menosde 1  HDV-8 D4
2321 M Negro 49 H. Campos Rural Anf Menosde 1  HDV-8 D4
3959 F Mestigo/ 39 U. Santos Urbano  Anf Menosde 1  HDV-8 ND
Mulato

* baseado em autodeclaracdo; ND- Ndo determinado. SM — Salario minimo; F. Inc-Fundamental incompleto; F Com-
Fundamental Completo; Anf- Analfabeto.

5.3.3 Distribuicdo dos genotipos do HDV

As quatro sequéncias foram submetidas a anélise 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).
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As amostras brasileiras agruparam dentro do clado do HDV-8, em um brago a parte de
todas as outras sequéncias encontradas no GenBank, todas elas provenientes da Africa
ocidental e central, com maior representatividade do Gabao. Embora dois individuos
infectados sejam do mesmo municipio de Humberto de Campos (2231 e 2321), as sequéncias
dessas amostras nao se agruparam no mesmo brago final da arvore, assim como o isolado
encontrado em Urbano Santos (3959) neste trabalho ndo se agrupou da mesma forma com os
dois outros do mesmo municipio descritos no trabalho de Barros et al. (2011) (JF

298899_MA_Brazil e JF 298898_MA_Brazil).
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Figura 18 - Andlise filogenética dos isolados do HDV (retangulos). Sequéncias do GenBank

sdo apresentadas por seu gendtipo correspondente mais nimero de acesso e origem. Os
valores de probabilidade posterior sio mostrados nos ramos principais.
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5.4 O virus da hepatite C

5.4.1 Identificacdo sorologica

De modo oposto ao HBV, a triagem do nimero minimo de individuos representativos
para o estudo (3.856 amostras) nao foi alcancado para o marcador anti-HCV, mas foram
analisadas 3.845. Todas as amostras foram incialmente testadas com o kit sorolégico 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 individuos do sexo feminino, sendo dois deles do municipio de
Axixd e os outros de Icatu. Suas idades variavam de sete a 69 anos.

Um dos individuos com anti-HCV apresentou positividade para o marcador HBsAg.

Contudo, a carga viral do HBV néo foi detectavel.

5.4.2 Caracteristicas sociodemogrdficas dos individuos positivos para HCV RNA

As quatro amostras com sorologia positiva para o HCV foram primeiramente
submetidas a PCR qualitativa, no entanto, nenhuma delas apresentou amplificacio de HCV
RNA. Esse resultado foi confirmado pelo ensaio de carga viral em duas dessas amostras (PCR
quantitativo). Nas outras duas amostras niao foi possivel a realizagdo do ensaio, devido a

quantidade insuficiente de soro para andlise.
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6 DISCUSSAO

Esse € o primeiro trabalho no Maranhdo que tem como casuistica individuos positivos
para os principais marcadores sorolégicos de infec¢do dos virus da hepatite B, Delta e C de
uma amostra de base populacional, com um ndmero representativo de individuos, e desse
modo, de grande importancia para entender a distribui¢des desses virus no estado.

Os virus hepatotrépicos abordados aqui provocam grande impacto socioecondmico
em varios pafses em longo prazo, principalmente aquelas com baixos indices de
desenvolvimento (Lemoine et al., 2013). Nesse estudo, considerando apenas os marcadores
descritos nesta parte do trabalho, encontramos as seguintes frequéncias 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
populacdo ndo apresenta o HCV como um agente patogé€nico importante. Ademais, a
quantidade de individuos com infec¢ao pelo HDV, nao comum fora da regido amazonica, € 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 infec¢dao
em uma regido fora da Amazonia em uma populacdo geral, enquanto que os poucos estudos
fora da Amazonia sao de grupos especificos (coinfectados HBV/HIV e usudrios de drogas)
(Mendes-Correa et al., 2011; Oliveira et al., 1999).

Diferentemente do HCV, o HBV pode ser combatido com vacinacdo de criangas e
adultos, o que também € eficaz para combater o HDV (Goyal, Murray, 2014). Contudo, ndo
apenas a vacinacdo seria a chave para resolu¢cdo desse problema de saude publica. Um bom
nivel de instru¢do educacional sobre os meios de prevencdo de transmissdo desses virus,
assim como melhores condicdes de saide e higiene também sdo eficientes no controle da
dissiminagdo dessas infec¢des (Lemoine et al., 2013; Souto, 2015). A regido aqui estudada
estd localizada no nordeste do Maranhdo e € composta de cinco municipios onde os baixos
indices de desenvolvimento sdo comuns aos encontrados em muitas outras regides do interior
desse estado (IBGE, 2012). A maioria dos individuos com positividade para HBV DNA e
HDV RNA sobrevivia com menos de um saldrio minimo e o nivel de educacdo era
frequentemente baixo, mas sem diferenca estatistica significativa. Portanto, devido a
predominancia da pobreza e baixa escolaridade, esses individuos desconhecem muitas vezes
informacdes sobre meios de transmissao e prevencao de doengas, como as hepatites virais e,

consequentemente, podem ser mais susceptiveis de serem infectados.
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Dos noventa e dois individuos com sorologia positiva para HBsAg, em um pouco a
mais do que a metade se observou evidéncia de replicacdo viral ativa, ou seja, HBV DNA
detectavel por nested PCR ou PCR em tempo real (58,69%; 54/92), sendo assim uma
prevaléncia de 1,39% (54/3.860) do HBV DNA na populacdo geral. A baixa percentagem de
HBV DNA entre os individuos HBsAg do nosso estudo difere bastante da percentagem de
positividade para o HBV DNA entre pacientes cronicos descritos no ultimo estudo no
Maranhao que foi de 89% (Barros et al., 2014). Contudo, esse tltimo estudo avaliou pacientes
cronicos (ou seja, com mais de seis meses de presenca do HBsAg no soro) em
acompanhamento ambulatorial. Nosso estudo ndo envolveu pacientes em acompanhamento
nem levou em consideracdo a cronicidade, pois trata-se de um estudo transversal. Desse
modo, a maioria desses individuos pode ndo estar em fase de infeccao ativa.

Em relacio ao HDV, dos noventa e dois individuos portadores do HBsAg
identificados, apenas oito tiveram positividade para o anti-HD, e desses, quatro apresentaram
evidéncia de infec¢do ativa, um caso a mais do que o dltimo estudo realizado no Maranhdo
(Barros et al., 2011). Outros estudos fora do Brasil, em regides consideradas endémicas como
na Africa subsariana, j4 desmostraram altos indices de prevaléncia do HDV RNA em estudos
especificos, como em pacientes com sintomas de doenca hepatica e individuos 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 sdo mais frequentes apenas na regido
amazonica (Crispim et al., 2014; Parana et al., 2006) sendo quase nula a presencga fora dessa,
(Mendes-Correa et al., 2011) com exce¢ao da regidao nordeste do Maranhdo (Barros et al.,
2011).

Levando em consideragdo o HCV, ndo encontramos individuos positivos para RNA
desse virus entre os quatro individuos positvos para anti-HCV. De acordo com nosso
conhecimento, esse € o primeiro trabalho no Maranhdo a investigar a presenca do HCV
através de um estudo de base populacional, levando em consideracio municipios fora da
regido metropolitana da capital do estado. Hd conhecimento que meios de transmissdao
eficientes entre 0 HBV e HDV, como contato sexual e transmissdo perinatal, parecem ser
pouco importantes em relacio ao HCV (Wasley, Alter, 2000). No Brasil, além da transfusao
de sangue, tatuagem parece ser também um grande fator de risco, além de ter moradias com
condic¢des sanitarias deficientes quanto a presenca de esgoto ou dgua encanada (Pereira et al.,
2013). Desse modo, se justifica a auséncia de individuos HCV RNA positivos em nosso

estudo, provavelmente, devido as poucas vias de transmissao mais eficientes para o HCV
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encontradas na populacdo estudada (dados ndo mostrados), somado ao relativo isolamento
desta populacdo. Assim, o HCV pode ndo ter se estabelecido nessa regiao devido a poucos
meios eficientes de infec¢c@o ou a populagdo pode possuir caracteristicas moleculares que a faz
menos susceptiveis a infeccdo cronica. Essa especulagdo somente serd respondida através da
realizacdo de mais estudos epidemioldgicos em associacdo com estudos de marcadores
moleculares humanos.

A epidemiologia molecular é uma ferramenta de grande auxilio para entender a
dispersdo de doengas infecciosas, e assim, obter informagdes uteis para controle e combate de
organimos transmissiveis como os virus das hepatites (Leitner, 2002). Deste modo, esse
trabalho vem adicionar mais informagdes sobre esses virus no estado do Maranhao de modo a
incentivar estratégias de politicas publicas de controle e de tratamento, levando-se em conta a
freqliencia das infec¢des nesse estado.

Em relacdo ao HBV, apenas dois genétipos foram encontrados, A e D. O genétipo D
foi o mais frequente seguido por poucos casos do tipo A. Esse achado ndo estd de acordo com
o encontrado em estudos passados no Maranhdo e no Brasil como um todo, em que o
genotipo 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 j4 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 imigra¢do de europeus vindos de regides de alta
prevaléncia desse gendtipo (Bertolini et al., 2012).

Em relacdo aos subgendtipos, Al e D4 foram os tnicos encontrados. O subgenétipo
A1l € o mais frequente no Brasil (Gomes-Gouvea et al., 2015) e também com o maior ndmero
de casos encontrados no ultimo estudo realizado no estado do Maranhéo (Barros et al., 2014),
conduzido no Centro de Estudos do Figado do Hospital Universitario da Universidade Federal
do Maranhdao (HUUFMA) em Sao Luis. Além do subgendtipo Al, os autores identificaram
mais quatro variantes (D2, D3, F2a e D4). Diferentemente desse tltimo estudo, nosso trabalho
encontrou poucos casos do subgenétipo Al e alta frequéncia do subgenétipo D4. Vale chamar
atencdo sobre a diferenca encontrada entre nossos resultados e aqueles de Barros et al. (2014).
A explicacdo € relacionada a origem das amostras analisadas. No trabalho de Barros et al.
(2014), a casuistica provinha de doentes cronicos atendidos naquele centro de referéncia em
Sao Luis, em que mais de 75% eram da grande regido metropolitana do estado, que inclui a

capital Sao Luis, Sao José de Ribamar, Raposa e Pago do Lumiar. Assim, o subgen6tipo Al
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parece ser mais prevalente nessa regido metropolitana enquanto o D4 deve ser encontrado
com maior frequéncia em algumas regides do interior do estado. Outra questdo importante se
diz respeito ao fato que a capital Sao Luis possui maior ancestralidade europeia, de acordo
com andlises ancestrais por VNTRs (Varible Numbers of Tandem Repeats) ¢ STR (Short
tandem Repeats) (Ferreira et al., 2005). Nao temos conhecimento de um trabalho especifico
de ancestralidade da populacdo que estudamos, contudo, nossas observacdes mostraram uma
grande quantidade de autodeclarados negros ou mulatos. Além do mais, no municipio de Icatu
um dos municipios desse estudo, possui presenca de remanescentes quilombolas (Comissao
Pré-indio de Sao Paulo, 2016). Deste modo, isso deve também explicar a diferenca genotipica
do HBYV encontrada entre os dois estudos (Barros et al., 2014).

O subgendétipo Al foi o tnico encontrado em um povoado quilombola no municipio
de Mirinzal no noroeste do Maranhao (Alvarado-Mora et al., 2011), que apresentava HBsAg
em frequéncia elevada: 9/72 (12,5%). Apesar da maior frequéncia de infeccdo pelo HBV
encontrada nessa populacdo, nio foi encontrada coinfec¢do com o HDV em nenhum caso.
Além disso, esse trabalho contou com apenas quatro sequéncias analisadas filogeneticamente
entre os nove individuos HBsAg positivos. Assim, nosso estudo € inédito no Maranhdo no
que se diz respeito ao numero de amostras que representam uma regido maranhense ndo
metropolitana. Mais estudos na regido quilombola de Mirinzal sd@o necessdrios para que
conclusdes seguras sejam obtidas sobre a distribuicdo de subgendtipos e sobre a presenca ou
auséncia de coinfec¢do com o HDV.

O subgendtipo D4 provavemente € antigo, ja que foi encontrado em populagdes
nativas de individuos na ilha de Papua-Nova Guiné, Austrdlia e no Canadd (Norder et al.,
2004; Osiowy et al., 2011). Essa variante viral ja foi previamente encontrada no Maranhdo
com uma frequéncia relativamente elevada (Barros et al., 2014), o que ¢é diferente do
encontrado no Brasil, onde nao ¢é frequentemente descrito. Esse subgendtipo foi
primeiramente encontrado em dois estudos em diferentes regides da drea amazonica (Gomes-
Gouveéa et al., 2009) e Rondonia (Santos et al., 2010). O subgenétipo D4 também ja foi
encontrado em 5,1% (36/702) em amostras coletadas em diferentes estados brasileiros
(Gomes-Gouvéa et al., 2015), sendo a maioria do Maranhdo e algumas de outros estados do
sudeste (Sao Paulo e Minas Gerais) e norte do Brasil (Pard) (Gomes-Gouvéa, 2014). Nossa
hipétese € que essa variante tenha sido introduzida no Maranhio e posteriormente distribuida
para os outros estados por migra¢do interna, o que poderia justificar a presenga desse

subgendtipo nessas regides, em especial o Pard, estado com maior fronteira com o Maranh3o.
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A alta prevaléncia do D4 no Maranhdo sustenta a sugestdo que essa variante nao foi
introduzida pela imigracdo europeia, uma vez que essa nao € encontrada com frequéncia na
Europa (Schaefer, 2007), mas ja foi descrito antes na Oceania, China, Japao, Somadlia (Norder
et al., 2004), Ruanda (Hiibschen et al., 2009), Quénia (Kwange et al., 2013), Etiépia (Hundie
et al., 2016); Marrocos (Baha et al., 2012), Africa do Sul (Amponsah-Dacosta et al., 2015),
India (Banerjee et al., 2014), entre Inuits no Canad4 (Osiowy et al., 2011), Panam4 (Martinez
et al., 2014) e nos paises do Caribe com grande contribui¢do de descendéncia africana na
populacdo, tais como Haiti, Martinica ¢ Cuba (Andernach et al., 2009b; Brichler et al., 2013;
Loureiro et al., 2015). Vale a pena citar que no Quénia, somente os subgendtipos Al (85,7%)
e D4 (14,3%) foram descritos (Kwange et al., 2013), mas em propor¢cdes inversas ao
encontrado em nosso estudo. Como sugerido por Barros et al. (2014), o subgendtipo D4
poderia ter sido uma variante frequente no continente africano no passado, onde
provavelmente, durante o periodo do trdfico de negros para diversas partes do mundo, essa
tenha sido distribuida para esses vérios paises. Considerando outras regides fora da Africa em
que o subgendtipo D4 € frequente, Haiti e Cuba sdo os principais exemplos na América
Central (Andernach et al., 2009b; Loureiro et al., 2015). Estimativas apontam que o Caribe
tenha participado de uma intensa importacio de negros da Africa no passado, perdendo
apenas para o Brasil (Perbi, 2001). Assim, a histéria da formacdo populacional somado a
evidéncias cientificas de tragcos moleculares desses virus podem dar suporte para melhor
entendimento da dispersao de infec¢des como o HBV.

Em relacdo ao estudo filogenético, observamos que o subgendtipo D4 encontra-se
agrupado em um ramo separado de outras amostras descritas fora do Brasil (com excecdo de
trés da India), sugerindo que uma tnica introdugdo deve ter ocorrido no pafs. O subgenétipo
Al se agrupou em um ramo diferente daquele onde a maioria das sequéncias africanas €
encontrada, e diferentemente do D4, ele se agrupou em varios ramos que contém sequéncias
distribuidas ao redor do mundo com poucas amostras africanas da Somdlia e Africa do Sul,
sendo assim ndo podendo ser considerado um clado africano.

Em trabalho realizado com alguns isolados brasileiros do subgendtipo Al, foi
concluido que os virus encontrados no Brasil ndo sdo oriundos da Africa ocidental ou central,
mas de africanos da regido sudeste desse continente, trazidos ao Brasil nos meados do século
19, j4 que suas amostras se agruparam em um clado “asidtico-americano”, assim como
encontrada em nossas amostras (Lago et al., 2014). Existem poucas sequéncias disponiveis

desses gendtipos do leste da Africa, o que pode ser relevante considerando que alguns



84

registros apontam africanos trazidos ao Maranhdo desses paises (Meireles, 2009). Além do
mais, um estudo filogeografico realizado com virias sequéncias Al de 22 paises da Africa e
do mundo, mostrou que o continente africano pode ser considerado como a fonte de dispersao
dessa variante ao redor do planeta, onde essa distribui¢do parece ter ocorrido no mesmo
momento para Asia e América Latina (Kramvis, Paraskekevis, 2013) (figura 19). Isso pode
explicar o agrupamento de algumas sequéncias de paises da Asia junto dos ramos Al de

nossas amostras e algumas da India com as nossas sequéncias D4.

-
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Figura 19 - Suposta origem e rotas de migracao do subgenétipo Al
Fonte : Modificado de Kramvis, Parakevis, 2013.

A populagdo brasileira € formada por trés raizes ancestrais nesta ordem de
contribuicdo: europeus, africanos e amerindios, estando o Maranhdo em uma regido com
maior contribuicdo africana (Pena et al., 2011). Nossos resultados apresentam um maior
nimero de individuos que se autodeclararam como negro (24%) ou mestico/mulato (52%), o
que reforca a associacdo entre esses dois subgenétipos e ancestralidade africana. Além do
mais, o Maranhdo teve um padrdo dnico entre os outros estados brasileiros em relacdao ao
trafico de negros, fazendo com que suas rotas fossem mais parecidas com aquelas das regides
do Caribe e do Atlantico norte: 1) padrdo geogréfico (isolado de outras regides do pais devido
a falta de conexdo com rios e o continente); 2) padrdo de navegacdo (vento e correntes
oceanicas) (Silva, 2008). Desse modo, o perfil molecular - epidemiolégico do HBV seria
provavelmente mais semelhante entre o Maranhdo e paises do Caribe, do que o da Bahia, por

exemplo, outro estado com grande contribuicao africana em sua populagao (Lyra et al., 2005;
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Ribeiro et al., 2006). Essa hipdtese é suportada através das nossas andlises filogenéticas em
que se observam muitas sequéncias de Haiti e Cuba agrupadas com as nossas sequéncias Al e
as ja descritas no Maranhao (Barros et al., 2014). Além do mais, as nossas sequéncias, tanto
do Al como do D4 foram do subtipo soroldgico adw2 e ayw2, respectivamente, sendo as
mesmas encontradas com frequéncia em Cuba (Loureiro et al., 2015). Outro estudo realizado
em Cuba mostrou que as sequéncias do genétipo A e D, eram as mesmas encontradas em
nosso trabalho (Rodriguez Lay et al., 2015). Contudo, um resultado intrigante foi encontrado
em Cuba por Loureiro et al. (2015), amostras com subtipo sorolégico ayw4 foram encontras
em subgendtipos D4 em alta frequéncia. Entretando, uma reandlise dessas sequéncias
realizada por nosso grupo (comunicac¢ao pessoal)*, mostrou que elas de fato pertencem ao
subtipo ayw2, o que corrobora a hipotese de que ocorreram poucas entradas desse
subgendtipo no continente americano.

O HDV ndo € conhecido por muitas pessoas, principalmente devido a negligéncia
sobre a infeccdo por esse virus em relagdo aquelas causadas por outros virus mais abordados
como o HBV e HCV. Como diria o Dr. Thor Dantas:“o HDV representa uma doenca
negligenciada dentro do grupo das doencas negligenciadas!”(comunicagio verbal)*. Contudo,
esse virus em coinfeccdo com o HBV € extramente perigoso para o individuo (Farci, Niro,
2012) e mesmo com a pouca frequéncia encontrada em outros estados fora da regido
amazonica, deve ser levado em consideracdo entre os individuos portadores do HBV. Esse
trabalho mostrou que na populagdo estudada do interior do estado do Maranhao, a infec¢do
pelo HDV € mais frequente que a infeccdo pelo HCV. A regidao amazdnica ocidental é a
principal na descri¢do da infeccdo pelo HDV no Brasil, onde em coinfec¢do com o HBV leva
a casos com quadro clinico grave (Bensabath et al., 1987; Viana et al., 2005). Em outras
regides, casos isolados ja foram descritos (Mendes-Correa et al., 2011; Strauss et al., 1987).
No nordeste brasileiro, o Maranhdo, de acordo com nosso conhecimento, foi o primeiro
estado onde se observou a circulagdo desse virus fora da regido endémica na Amazonia, em
uma frequéncia de 3,8%, ou seja, cinco individuos anti-HD positivos dentre os 133 casos de
pacientes portadores cronicos para HBV, além da confirmacao do genétipo africano HDV-8,
em Urbano Santos, Maranhdo, Brasil (Barros et al., 2011). Em nosso estudo, o HDV foi
encontrado ndo apenas em Urbanos Santos como também em Humberto de Campos € Morros,

outras localidades do nordeste do estado do Maranhdo. Deste modo, nossa pesquisa vem

" Informagio fornecida pela Dra.Michele Gomes-Gouvea.
* Informagio fornecida por Dr. Thor Dantas.
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confimar a presenga desse virus ao menos no nordeste do estado do Maranhdo, 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 a andlise filogenética. Todas foram
classificadas no tipo africano HDV-8 que foi primeiramente descrito no mundo em individuos
que nasceram na Africa Ocidental e Central (Le Gal et al., 2006; Makuwa et al., 2008; 2009).
Nesse ano, mais sequéncias foram descritas no Gabao (Frangois-Souquiere et al., 2016). Ja
fora do continente africano, o HDV-8 foi apenas descrito no Brasil, como ja mencionado, em
dois individuos 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 individuos da regido metropolitana do estado. Apenas um individuo
da capital foi descrito com o HDV-3, enquanto que o HDV-8 foi encontrado em duas pessoas
ndo aparentadas do municipio de Urbano Santos, fora da drea metropolitana. Nao foi
constatada histéria de viagem para outros paises ou contato com individuos africanos, as
mesmas caracteristicas observadas nos individuos infectados com esse gendtipo em nosso
estudo. Além do mais, encontramos pessoas infectadas com esse gendtipo do HDV em dois
outros municipios, mostrando que essa infeccdo nao € restrita a regido de Urbano Santos.
Assim, esse virus provavelmente encontra-se presente em diferentes localidades do
Maranhao. Estudos como esse sao necessdrios para descobrir se essa infec¢do é encontrada
em outras regides do estado. Isso refor¢a ainda mais a necessidade da implementagdo de
politicas publicas de saude direcionadas para a prevencdo da infeccdo pelo HBV, e
consequentemente, pelo HDV, visando frear a cadeia de transmissdo desses virus.

Em comparacdo ao HBV, existem poucos estudos sobre a epidemiologia molecular do
HDV. Ambos os virus nao sio antigos em relagdo a suas descobertas, com ndo menos de uma
década entre eles (Blumberg et al., 1965; Rizzeto et al., 1977). A principal explicagdo para os
poucos estudos nessa area € relacionada com a ideia que a vacinagdo 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 nimero de casos descritos aqui, cuidados
devem ser tomados para que o HDV ndo venha a ser um problema significativo no futuro,
dado que infecgdes virais podem vir a se espalhar rapidamente, como € o caso das pandemias
recorrentes por virus respiratorios, em particular, o virus Influenza, e dos virus transmitidos

pelo Aedes aegypti, como Dengue, Chikungunya e Zika, grandes problemas atuais de satude
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publica e massivamente informados nos meios de comunicagdo. Os virus das hepatites B e
Delta tém como principais meios de transmissdo as vias sexual e parenteral e sua transmissao
pode ser prevenida com o uso da vacina contra hepatite B. Ainda contamos com um grande
nimero de casos cronicos destas doencas em dreas rurais de dificil acesso a programas de
vacinagdo e controle, onde parcela importante da populacdo pode estar susceptivel a essas
infecgdes.

As primeiras variantes do HDV-8 foram identificadas na Franga, e o tnico fator de
risco associados a essa infec¢do foi que os portadores deveriam ter sido infectados nos seus
paises de origem (Senegal e Costa do Marfim) onde viveram durante a infancia (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 gendtipo 8
na Africa ja foram encontrados no Gabao (Francois-Souquicre et al., 2016; Makuwa et al.,
2008; 2009). Somando essas utimas informagdes com aquela sobre a coinfeccio HDV-
8/HBV-D4 encontrada em dois individuos do nosso estudo inicial, reforca a hipétese de que
essas variantes tenham tido origem na Africa (Barros et al., 2011), pois o subgenétipo D4 é
raro no mundo, sendo encontrado principalmente em paises desse continente assim como em
paises com passado de formagdo populacional com grande contribui¢do africana de acordo
com registros histéricos (Andernach et al., 2009b; Barros et al., 2011; Brichler et al., 2013;
Hiibschen 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 dnico grupo, com 100% de probabilidade posterior. Esse padrao € diferente
do encontrado recentemente em trabalho no Gabao, onde um agrupamento de dois subgrupos
distintos foi observado (Francois-Souquicre et al., 2016). Outra caracteristica que nos chama
atencdo € o fato que o padrao monofilético encontrado em nossas amostras também foi
encontrado em individuos infectados com o HBV-D4 em mono ou coinfec¢do com o HDV-8
(Barros et al., 2011). Da mesma forma desse ultimo trabalho, tivemos entre nossas amostras
dois casos de coinfeccado HDV-8/HBV-D4 entre as quatro amostras submetidas a
sequenciamento do genoma viral do HDV. Esses dois individuos eram homens da zona rural
de Humberto de Campos, o qual ndo é um municipio vizinho a Urbano Santos, cidade onde
foram encontrados os tltimos casos de HDV-8 no Brasil como ja mencionado. Isso nos leva a
crer que esse isolado tenha sido introduzido apenas uma vez no Maranhdo junto com o

subgendtipo D4 do HBV.
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Devido aos poucos estudos disponiveis para discutir sobre a presenga do HDV-8 no
Brasil, a histdria pode ser uma grande ferrramenta para explicar a conexdo entre o Brasil e a
Africa. Assim, fazendo um paralelo entre Maranhao, Africa e Caribe, em relagdo ao trafico de
negros no passado, encontramos observagdes interessantes. Primeiramente, as principais
cargas de africanos para o Maranhdo era da Africa ocidental (Meireles, 2009; Silva, 2008)
onde as primeiras variantes do HDV-8 foram encontradas (Le Gal et al., 2006). Segundo,
como ja mencionado para o HBV, algumas caracteristicas geogréficas e de navegacao (vento
e correntes ocednicas) fez o Maranhdo adotar o comércio de negros dos paises do Atlantico
norte (Silva, 2008) (Figure 20). Infelizmente, dados de estudos sobre a infeccdo do HDV em
paises do Caribe sdo inexistentes, de acordo com nosso conhecimento, 0 que nos daria mais
base sobre a introdu¢do do HDV-8. Desse modo, a identificagdo do HDV-8 no Maranhao esta
provavelmente relacionada com o trafico de negros no passado (Barros et al., 2011), uma vez
que nenhum dos individuos que tinha essa infec¢do relataram contato com africanos. Vale
notar também que todos os individuos infectados com essa cepa declararam-se como negros
ou mesticos/mulatos, o que corrobora a grande contribui¢do africana durante o comércio
negreiro de escravos para o Novo Mundo e a informagdo que o Maranhdo estd em uma regiao

com maior ancestralidade africana do Brasil (Pena et al., 2011; Silva, 2008).

Ilhas do Caribe

Africa
Ocidental
® HDV-8

O HBV-D4

Figura 20 - Esquema representativo da hipdtese de introducdo do HDV-8 no Maranhdo. As

setas representam a oritentacdo do vento e correntes maritimas.
Fonte: Autoria prépia
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Assim, os nossos achados permitem confirmar a hipétese que a populacdo rural do
nordeste do estado do Maranhdo permaneceu relativamente isolada dos outros grupos
populacionais do Brasil e que os agentes infecciosos nela encontrados refletem muito mais
aqueles presentes na regido de onde vieram (i.e., o genétipos Al e D4 do HBV e o gendtipo 8
do HDV) do que outros agentes que mais recentemente se espalharam pelo mundo, como € o
caso do HCV e de outros gendtipos do HBV e HDV comumente encontrados em outras
populacdes de nosso pais. E interessante verificar nesta populacio qual o padrio de
frequéncia e de diversidade genotipica seriam encontrados para diversos outros patdgenos
presentes pelo mundo, pois o isolamento populacional deste grupo pode trazer padrdes

diferentes dessas infeccdes do que o encontrado em outras populacdes brasileiras.
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CONCLUSOES

A regido dos cinco municipios estudados apresentou importantes prevaléncias de
infecgdo ativa para o HBV e HDV, mas ndo foram encontradas evidéncias de infec¢ao
ativa para o HCV;

A regido estudada possui uma baixa diversidade de variantes genéticas do HBV, sendo
apenas os subgendtipos Al e D4 encontrados;

Os estudos filogenéticos mostraram mesmo comportamento dos subgendtipos
encontrados em estudos passados. O D4 parece ter sido introduzido através de uma
Unica cepa enquanto o A1 possui comportamento de varias introdugdes;

O subgenétipo D4 foi provavelmente introduzido no periodo de trafico de negros,
pelas mesmas rotas maritimas dos paises do Caribe devido ao padrio semelhante de
comércio escravo com o Maranhio;

Foi confirmada a presenca do tipo africano HDV-8. Com ajuda de embasamento
histérico e a informacio de que esse é encontrado apenas na Africa, reforcamos a
hipdtese que esse tenha sido introduzido no periodo de trafico de negros junto com o

HBV-D4.
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Abstract

Hepatiis B viniz (HEW) infecton leads to 3 chromic disease that iz disoibused
warldwide. An efficient vacdne exists, bat thousands of people dis anmeally worldwide
from HBV-mlated comphications. The cheractenizaion of HBYV info
genorypessubEenotypes i= not only 3 mere procedure for distngswishing difersnt HEW
strains aroumd the world becawse detenmining their geographic distribution is couctal to
mderstanding their spread acress the world. In this study, we charmcterized different
HBV penotypes snd subgenotypes in five nnmicipalities locsted in nosthesstem
Marsnhdo, in the Brazilian north Atlanfic Coast Of 3,860 participants, 92 individuals
were HBsAg-posifive. Fifty samples wers :equenced wsing sulfomated Sanger
sequencing and classiSed by phvlogenetc methods. Subzenotypes D9 and AT wers
found in 42 (86%%) and eight (14%) samples respectively. To our kmowledze, this is the
first stody to describe 3 high frequency of subsenotvpe DM in any population
Subzenotype Al is frequently fimmd across Brazil but D has bean rarely deteced and
only i A few Brazilian states. This smdy shows the presence of HBW subgsnotypes
ariginated from Africa in the stte of Marsnhfo, particulsrly in populations that have
not besn exposed to populations from other remions of the world This pattem probably
reflects the vimses that were brought with the slave rade from Africa to Maranhdo.
This smdy also reinforces the need fo evalusie the stafus of HEWV dispersion not caly n
large wrban cenfers, bt also i the hinterland o emable the mplementstion of effective
conol and Teamient messures.

Eeywords: EBV, Subzenotype D4, Slave trade, Maranh3o, Brazl.



1 Infroduction

Even though an efficient vacdne to prevent infection from the hepatifis B wimes
(HBV) iz availsble since the 1980s more than 700,000 people have died worldwide
from itz complications in 2010 (Beatels, 2001; Lozano & ai., 2012). HEV iz a highly
prevalent and silent infection (World Health Orpanization, 2015) HEW infecdon is a
public heslth problem in regions where complete vaccinafion coverage has been
difficualt to achieve, particularly in infants. who are more prone o develop the chronic
course of the dsease (Centers for Disease & Preventon, 2003; Schwelitzer o all, 20015).

East Asiz and Sub-5Seharan Africa show hizh HEW prevalance, whersas Tropical
Latin Amenca, Central Latn America, Westem Ewrope, and MNorth America ame
considered low prevalence areas (O & al, 2012). According to 3 national survey,
Brazil is considered a low prevalence ares (Pereira er qi., 2004, althowsh soms areas
with higher prevalence have been reporied in the Amszon Basin and in the Sowthesst
and South regions (Soutn, 20015).

HEWV iz a DMA vims classified imto eisht senotypes (A-H) that differ by 7.5%
or more in their zenome and have distinc geographical distmbutions (Krannis ef ai,
2008; Morder e al., 2004). A putative genotype I has also been described (Tran of al,
20087, slthowsh some suthors have confested if, based oo mew recommendstions for
soring 4 new genonvpe (Earbanov o al, 2008; Sh e af, 2013) Addidonslly, a
genotype T has also been described in Japsm (Tatematsu er al, 2009 This tentative
zenotype shows similarifies to gibbon and orangutsn vimses snd fother smdies are
needed to mafy its classification (Furbanow f al., 2010). HBEV genotypes may also be
firther divided mto subgenotypes based on 3 macleotde inmazenotypic difference
between 4 and 7 5% (Frammis er al., 2008).

The dismibunicon of genotypes arommd the world is a reflection of buman
population movements and is related o each ethoical backpround (Kwwbenoy e al,
2000 Orito @f al., 2001). In Brazil, senotype A is the most fequent genofype foumd
followed by D, and F (Barros o al., 2014; Bertolind er ai, 2012; Gomes-Gouves oF ai.,
2002; Mello ot al., 2007; Moura & al., 2013; Santoes & al., 20010; Simik & al, 2004;
Victoria Fda er al., 2008), whereaz A1 D3, and Fla seem to be the most prevalent
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subgenotypes (Barmos o al., 20014; Berfoling ot al., 2012; Gomes-Gowvea o al., 2005;
Crormas-Croweea @ al., 2009; Mallo o ail, 2007; Samios af ai, 200100

The populadon of Brazl iz composed of three main ancesal hacksrowmds:
Europeans, Amsrindizns, and Africans (Pena of al., 2011). The latter sroup consisted of
Affican slaves brousht fo work in many regions of the New World Brazil recaived the
largest members of slaves, followsd by the Caribbean (Perhd, 2001). Marsnhio is a she
in the north Aflangic Coast of Brazl that has particular faamres in the history of Affican
slave trade: later establishment of slavery, isolaton fiom other regions of the cowmiTy
due to the lack of river comnection with the confinent, and the similarity of slave rading
rontes with those in Morth Atlantc regions (3ilva, 2008).

The state of Marsnhdo i ons of the Brazilian states with a higher pescantags of
Afro-descendants and remained isolated from the rest of the cowntry until the mid-19%
cenmry (zilva, 200E). Thers are poly two previous shdies snalyzing the distribobion of
HEV genotypes in the state of Marsnhdo: ons that anslvzed patents followad up in the
city of 530 Lus, the state capital (Bamos o al, 2014), and snother that snslyzed a
quilombo commmmity in nordrwestern Maranhio {Alvarado-MMora ef @i, 2011). In both
stpdies, HEW genofypes also found in Afhica were the most frequent, ot genofype D
found at the 530 Luis Feferral Center for Liver Stadies, S0 Luis, Maranhio, Brazil, has
rarely been detected in other Brazilisn regions.

This smdy aimed to characterize the diffsrent HEWV genotypes and subgenotypes
found in five mmicipalities (Axixa Icam, Humberio de Campos, Mommos, and Urbano
Samtos) located in northeastern Marsnhio, Their inhabitants heve had few contacts with
other populations; in addigdon, these regions are distant from the capifal and
improvements in living and hymene conditions are usually implemented slowly (Souto,
2015).

The classificadon of HBV i penofypes‘mbgenciypes is not only 3 mere
their peographic distribution iz crucial fo onderstandins their spread and snalyzing
evohionary pathways (Arago e al., 20117
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1 Material amd Methods
2.1 Sample selection and ethical approval

A total of 3860 samples were screened for HB:Az serclogical marker using
commmercial kits accordine to the memufscnires’s instactions (ThaSorin Italy) in the
five mmumicipalities cited above located in northesstemn Marsnhso zlong the Brazilisn
north Aflanfic Coast (Fig. 1) from 2012 to 2014. The representative sample moowher for
the smdy remion was caloulsted by considenng an HBsA gz prevalence of 0.5% i Braml
end the total munber of individnals in each mmonicipality. The collecton procedume was
performed by two-stage closter sampline: first by choosing seciors according fo
population propordon and second by selecting the squares in these sectors by random
sampling.

The study was spproved by the research ethics conmittes at University Hospital,
Federal University of Maranhao (HUUFMA), Sao Lus, Maranhao, Brazil, and written
consent was obiamed fom all mdividaals that agreed to participate in the stody.

22 HEV DA amplification and sequencing

HB:=Ag positive samples were anslyzed by polymerass chain reaction (PCE) 1o
detect HEWV DMNA HEWV DMA was extracted using the QIAswp DNA Blood Wi kit
(Qiagen® Hilden Germemy) following the mamifacnmes’s instctions. Frapments of
1,304 base pairs (bp) conprising the whole HBsAgr and part of the DMNA polymerase
genes weme amplified by oested PCE. Prmers'seguences, PCE conditons, and
sequencing procedires sre described alsewhere (Barmes o al., 2014; Gomes-Gouves of
ai., 2015).

2.3 Viral load
PCE. negative samples wers analyzed for detecton of viral load by real fime

PCE. We used the Taghan® system (Life Technologies, Carlsbad, €A, T54) and
probes, primers. snd thermocycling conditons wsed are desaibed elsewhere (Simik er
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i, 2010). The amplification was perfonned wsing 3 7500 Fast Feal-Time PCE system
(Applied Biosystems, Foster City, USA) and resalts are expressed as T ml.

2 4 HEBV genofyping and subzenotyping

Chromatosrams were evalusted using Phred-Thrap soffweare (Evims & Gresn
100%; Ewing o @i, 1908) and a quality score of 20 was used 1o select zood quality
readings, The consensus sequence of each sample was obizined using CAPS soffwane
avzilable at the Electropheroeram quaality snalysis webpage
(hitp.asparagin censrpen embrapa br phph’). Sequences were aligned nsing BioEdit (v,
T08) sofmare and edited wsing CLUSTAL W software HEW zenofypes and
subzenotypes were classified by phylogenetic reconstmictions with pablished reference
sequences fTom the GenBank datsbase (hfpowww nobi nlm nik zow’).

Phylozenetic Tees were constructed nsing the Bayesisn Markow Chain Monie
Carlo (MCREC) method immplemented in the BEAST package v. 161 (Dnunmond &
Bambeut, 2007) wmder a relaxed molemlar clock using GTE. + G + I as nucleptide
substingion modal; 2CMC was mm for 20 million zenerstions and rees were sampled
every I pemerstons. Matiomm clade credibility Tee was summanzed using
Treadmmotator v.1.6.1 and the mee was visualized in FigTree v1 4.2 software (availabls
at. hip/'imes. bio.ed ac uk/software ‘S gmae).

2.5 Sratstcal analysis

The Smdent’s t-test was wsed to detenmine the difference n mean sge between
subzenodypes; the Ficher's exact test was used to compare the other vanables betwesn
subgenotypes. Differences were considered sigmificant at p < .05, All analyses were
performed wsing STATA software version 11.0
3 Fesults
3.1 Dernosraphic characteristics of HBEW-positive individnals

Of the 3 860 :amplas, 92 were positive for HB2Ag serplogical marker, Fifty-ane
(55.4%) of the 92 HBsAz-positive Individwals had detectable HEWV DIMA. Most HEV-

121



positive individusls were men (56.9%; 20/51) and their mesn age was 4.3 (3D=21.1)
vears. In addifien meost HEWV-posigve samples were from Himberte de Canmpos
(43.1% 22/51), which iz the most populated onmicipality. We also fomnd that most
HEV-positive individoals were from the moral zome (70.6%c 36'51), had a fsomly
mcome of < 1 minimem wage (§4. 7% 33/51), and declared themselves as being Afro-
American of mestizo/omllat (746.5%; 3951,

3.2 Viral load

Forry-one of the 92 positive HBsAg samples were negative for HEV-DMNA
Viral load detection was performed i 30 of the 41 samples becauze two senum samples
were mmisable. Intotal, 36 of the 39 sanples analyzed had undetectable HBEW viral load.

3.3 (enotypesubgenotipe distmbution

All 51 posifive samples had their parial HEW sequence determinsd Choe sample
was exchided Som the fnsl analysis becaase the sequence @d oot achieve a good
quality imdex bt the remaining 50 samples had their HEV genonype and subgenonype
defermiined.

Genotypes A and D were only found in our sample and geactype D was the most
frequent (26%; 4250). The phylogeny of genonype A :eguences showed that all
samples were mbzenotype Al and 2l geaotype Db individusls were subgenotype D4,
Additionally, mbzenotype D4 clustered in 8 monophyletc group together with other
sequences from Maraphio, whersas subgenotype Al samples growped with different
HEWV/A] branches, except with the coe confaining sequences from Affica only (Fig. 2).

34 HBV mbgenotypes and sociodemographic characteriztics

We found po sipmificant difference I mest sociodemoszaphic characksristics
benween subgenonypes Al and D4, except for mmicpality snd family income (Table
1). There were more subzenotype D4 imdividnals in Morros, Humberto de Campos, and
Urbano Santos than in Axixa and Icat (P = 0.015). Axixa and Icat were closer to Sio
Luiz (the state capital) than Momos, Humberto de Campes, and Urbeno Sambos.
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Additiomally, the Fequency of subzeaniype Dd was higher in familiss with inopme << 1
munirmem wage (P = 00159,

4 Discmssion

While thiz iz the third smdy to determine HBW zenotype/subzenotype
distribution in the state of Maranhao, in the north Atlantic coast of Brazil (Barros et al |
2014; Alvarado-Mora et al ) 2011, It is the first to obiain 3 representative mmiber of
HBszAz-positive samples from a3 regional populaion-based survey. The smdy region is
located in northeasterm Marsnhdo and consists of five mumicipalities with low socio-
economical index (JBGE, 2017). Unfortmately, we did not have access to other
epidemiclogical variables snd msk factors sssociated with this nfection in dhis
population. These dats are under snalysis and will be published soon by our Zroup.

Dlost infected indidduals lved with less then one minitwem wage for the wheole
family and the level of education was offien lowy. Thos, becass of poverty and low
educational stams, these Individuals are often unsware shout mesns of Tansmission snd
prevention of dizeases such as hepatits, and thos may be more susceptibles to infection.
The delsyed improvernents i hving and hygiens conditions and the difficulties in
lamiching preveaiion, conrol, and Tesimeni srategies that are important o coninod viral
bepatis and other dizessec are kmown and have been described alsewhere (Souto,
2015).

Two different HEV zenofypss were fomd in our sample. Genotype I was the
mrst prevalent follewed by few zenotype A cases. This finding i= confrary 1o the HEWV
genotype prevalence described for Maranhdo snd Brazil as a whole, where senotype A
is the most prevaleni (Alvarado-Mora & qil, 2011; Bamos er al., 2014; Crispim & ail.,
2014, Gornes-Crowrves of all., 2009; Mellp er all, 2007; Moura ¢f al., 2013; Santes of ai.,
2000; Simik of al., 2004; Victoria Fda or al, 2008). An exreption fo that pattern is
found in southern Brazil where genonype D it the most frequent zenotype (Becker o
al., 2010; Bertolini ¢ ai, 2012; Camilhe & al., 2004), which is related to the
immigration of Emropean people from highty HEW/D prevalent rezions (Bertolini e ai,
2013).

Cly two subgenotypes were identified in our sdy, Al and D4 being the later
the most Teguent Subpenonpe Al is the most frequent subzenotype found in cases of
genonype A agess Bradl (Gomes-Gowvea o al, 2015) and it was also the most
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fraquent subgenotype found in the previous study conducted in S30 Luis, in Maranhio
(Bamos & al., 2014). In addition to subgenotype Al that stady alse identifed other four
subzenofypes (D2, 13, F2a, and D). Unlike the omrent stody, subzeaotype Al was the
most prevalent in that study, even though subgenotype D4 zlso had a relagwvely high
frequency (24% 2071190.(Bamos et al, 2014). The difference between our results and
those of Barros o al. (2014) & noteworthy and may be related to the samples anshyzed:
the population from the latter sdy consisted of chronic HEWY carmier patients meated at
a referral center for reatmment of liver disease. and even thoush 1t covers the enfire state
of Maranhio, more than 75% of participants were from the metropolitan arsa of Sio
Lz, the state capital Thus, subgenotype Al seems to be more prevalent in the
metropelitan remion, whereas subgsnotype I is more frequent i other regions of the
state such a5 the northeast.

Abvarado-Mora et al. (2011) cnly foond subzenotype Al m four sequenced
samples from quilombo Frechal located in the numicipality of Minnesl nortivvesterm
Maraphio. More stadies in other regions of Maranhao should be conducted to analyze a
larzer mumber of HEWV-positive samples for a befter imderstanding of subzenonme
prevalence in the state.

Subgenotype D4 was previously fmd o the aforementoned stody conducied in
Maranhdo (Barros & ail, 2014), but it is not frequently foumd in Brazil. This genotype
was inifially described in two different studies conducted in the Brazlisn Amszon in
the smtes of Amazonas (Gomes-Gomves ef af., 2009) md Fondonia (Sanios ef ai,
2010, enotype D4 was also foumd m 5.1% (36702) of samples collected across Brazil
{Gomes-Gouvea of al, 2015), mostly in Maranhao, but also in other states in the
southeast (Sao Paulo and Minss Gerais) and north (Pars) of Brazil (Gomes-Gowvas,
2014, We hypothesize that internal migTations among different Brazlian stabes may
explain the presence of subgenotype D4 in these regions, particularly in Para, which has
a large border with the state of Maranhao.

The hizh prevalence of subgenotype D4 in Marsnhdo supports the hypothesiz
thest this strain was not infroduced in Brazil throwsh Ewropesm immigration becapse this
subgenotype is not Segquent in Europe (Schaefer, 2007). In fact, subgenotype D4 has
been previously descrbed in Brazil (Bamos & al., 2014; Gomes-Cowves of al, 2008;
Sanmtos er gl, 2010), Ocesmia, China Japan Somalia (Morder of al., 2004), Bwanda
(Hubschen ef al., 2009, Eenya (Ewange o g, 2013), Ethiopia (Hundie er al, 2015),
Morocco (Baha er al, 2017), Sonth Africa (Amponssh-Diacosts o al, 3015), India
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(Banerjes or i, 2014}, smaong Imit in Canada (Oziowy ot al., 2011, Panama (MManinez
et ai., 2014), and in Canbbesn cowmnmes of sipnificant Affican descent such as Haid
Maninique, ad Cuba (Andemach e al., 2009; Brichler & al, 2013; Loureiro o al.,
2015). Inferestingly, in Kenya, only smabgeaotypes Al (85 7%) and D4 (143 %2) have
been repomed (Ewanze ¢f al, 2013}, but n proporions that are the opposite o those
found in Maranhio. As suggested by Bamos o al. (2014). subgenotype D4 may have
infected individusls freguently in the past, snd during the period of slavery these smains
my have reached other contnents where African slaves were also maded. For metance,
Haitl and Cuba are regions outside Affica with 2 high Sequency of subgenotype D4
cazes (Andemach or gl 2009; Longeing o ai., 2015). The Canbbesn had intense wading
of slaves from Africa, lower only than that in Brazil (Perhi, 2001} Thus, the history of
population formation, combined with molaonlar evidence of vires waits, may support a
better understanding of the spread of infactions such as HEV.

Subgenotype D4 soain: foumd in Brazl clustered in a seperate branch in the
phylogenstic iTes with other samples descnbed elsewhere (except fom two saniples
from India), sazgesting the inTodurtdon of 2 nnique swain in the commiry. Subgenotype
Al smains alse clustered n 8 branch different than the one where most African
sequences were grouped and dferently than subgenotype D4 strams, Al straims did not
apzregate I A few branches bue rather in memy branches containing samples from
waoss the world, with only few Afican samiples from Somalia snd Sowh Africa. Thas
Al sirains cannod be considered an Afmican clade In a stady that analyzed Al simmins
from Brazl (Lago & ail, 2014), the suthors conchoded that Brazilian Al genotypes ame
oot of Cenal or Western Aftica omiging gt originated from slaves brought from
southeastern Africa during the mid-19* century, becsuse the study’s samples chustared
e an “Asian-American” clade similarly o the samples i ow stody. However, there
are few availabls sequences with these genotypes Tom East African commimies, despie
the reports of slaves coming to Maranhdo from these countries (Maireles, 2009).

The Brazlian populaton was fommed by three apcestal beckgyounds im
decreasing order of conmibuton: Europesns, Affican:, and Amerindisns. Mevertheless,
the state of Marsnhao is one of the regions in Brazil with the greatest confribution of
African ancesTy (Pens &f al, 2011} Cher rasules show that meet individuals who were
gssigned to subgenotypes Al snd D4 declared themselves as being Afro-Amencan
(24%) or mestzomulatto (52%), reoforcins the associadon between these two
subzenphypes and Afhcan sncestry. Moreover, the pattern of slavery astablishrent i
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MMaranhdo was peculisr dne to geographic features {izolatdon from other remions in the
conniry becanse of 3 lack of river connection to the continent) and navigaton fssnes
(wind snd ocesn onments), slave rade routes in Marsnhdo were more similst to those in
Caribbean and Worth Adanic couniries than those in the rest of Brazl (Silva, 2008).
Thus, we expected to find the same subgenotype in Maranhfo aad in Carbbean
conniriss, which is not the same one found in Bahia another Brazilisn state with a Large
munber of Afre-descendants (Gomes-Corves oF al, 2015). Finally, the recent finding of
an Afhcan HDW genotype (HDW-E) in Maranhfio co-infacting tors individnsls that
carmied HEV/DH cormoborates the African orign of the latter subsenotype (Barmos of al.,
2011).

5 Conclasions

This smdy emnphazized the presence of HEV senotypes originated from Africa in
the state of Maranhdo, perticularly in aress in which the populaton has not besn in
contact with populstions fTom other regions in the world or in Brazil This patiem
probably reflects the vimses that were brounght with the slave Tade from Affica to
Mamnh3o that was intermupted in the middle of the 19" cennry. Marsnhfo has a great
conmibution of African ancestors originated from 3 partionlar slave mades route that is
similar to the one followed in the Canbbesn islands and both areas share 3 similar
patt=m of HEV subzenatype distributiomn.

This shudy also reinforces the nead to evalnate the stzms of HEV dispersion oot
cnly in large urban centers. but also in the hinterland o snshle the mplementation of
effective conol and meament measures. Stadiss olving popalatdon samples from
wide peoeraphic areas and hard-to-aocess regions are difficult to perfonn, mainty due 1o
the high costs and lack of specialized munem recourses. Mevertheles:, firther
nvestizadons in isolated areas are needed becanse a better knowledze of HBW infecton
arross the world is essenfiz] for the affective control of this infardons dizeace.
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Table 1

Table 1. Demographic characteristics of HEV-carmiers and subzenotypes found m this

study.
Varabla Sxbgancpe (14

Al o4 Teal F
N E(lg) 42 (34 50
Mala J(17.85) 1 {Er14) 28 (56) 1
Farmlo J(BLI4) 19 (17.£5) 2145
Meam age (=201) 4L3(=16T 453{=2LE) .71 A47
Axiy 1 {500 1 {30} 20 015
Meeros I{14T) 10 {83.3) 12245
lears 4{50) 4(50) B (16)
Humbario de Campos 1{435) 1 {%54) 2149
Urbano Samios Q & {100) ey
Sector
Urban QL4 12 (T8.5) 1330 £B3
Rzmal ST kL 30 (zal) 30m
Race*
Afro-Amarican gy 279 120249 Ex)
Cancasian Q 5 (100) 5 (1
Brazilian Indizn 240 3 (50} 5 (1
MastznMalatio I{1L5) H{ET 26 (52)
(Orther unknown a {100 104
Education level
Mo education Q LZ {100} 12249 336
Incomplete Fementry education  5(23.81) 15 [76.7) 21 (52)
Commplete Elemnantary sducation a 4 {10) 2B
Incomplete High school education 1 (20) 4 (&0} 5 (10
Complete High school sducation 1{X.5) 5 (714 714
Highar sducation a a -
Mot appied Q 1 {10 1@
Family Income
= | ot 1{E3) 30E3.T) 3160 018
1-3 zmwr 4§333) L} {G4.T) 18 (36) )
#5elf-declaraticm

#+ mininmm wage
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Figmre 1. Geographic locztion of the five mmumicipalities sampled in northeastsm
Mamnhdo, Brazil Each star represents one nmmicipality. The red circle indicates da
SoEce. Modified i (61518 Wikimedia Conmons -
hiips- commons wikimedia. orgwiki File:Waranhao Mesodfoolmmicip svesmedia T
ile:Maranhao Mesobicrobfnnicp. svg

Figure ?. Phylogenetic analysis of EBV subgenotype isolates from different regions of
Mammhdoe smte. Brazil detsiling subgsnotypes Al (3) snd DM (b). Analvzes were
performed by Bayesisn Inference using the Bayesian Markov cham Mome Caro
(MCWC) methed Sequences identified in this stdy are highlishted (¥) and reference
sequence: from GenBank are indicated by their comesponding genotype subgsnonype
aoression member and ongin The posterior probability values are shomm for ey nodas.
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Abstract

Hepatitis D or Delta vims (HDW) is not well known, even though HDW and Hepatitiz B
vims (HEWV) co-infection leads o severe forms of acute and chronic diseases. In the
Western Ameron region, HOW is endemic. Recently, the HOW genoype B was foumd in
chronic patients followed at the center for Liver stwdies in the Northeast Brazil,
Maranhdo. Previous smdies suggested that this genotype wes introduecsd in Maranhdo
during the slave made. The presence of HDW in that stady, which was done outside the
Amazon regiomn, led us to imvestigate whether the virus is foomd infecting individueals in
other Municipalides of Maanhso as well Thus, we soeened minety-two HbsAg
positive individnzls from five Municipalities of Marenhdo for anti-HD antibody amd
eight were found positive (B.7% ) Thess sight positive individuals were submitted o
polymerase chain reaction (PCR) to iovestigate actve HDW infection. Half of them
were positive for 3 fragment sequence of the delta antigen; thelr sequence =amplas weare
submitted to genoiype characierizaton by phylogenetic anslysis. All seguences
clastered in a mmique branch of the tee separated from the other branch described in
Africa. Our stwdy confinoed the presence of HDW-B in Maranhdo. These infected
individuals had o evidence of comtact with African people. Furthermore, we found
individuals infected with HDW-E In two more different municipalities. More studies
like oors are urgent becsuse the co-infection HEWV/HDY i= more difficult to meat
Identification of the endemic regions and implementation of healthy policies for
preventing this infection are urgent in this region

Keywornds, HDWV-3. Slave rade. Maranhdo. Brazil.
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Hepatits D or Delia vines (HDW) is mot well knoem like other hepatomophic
viruses such as Hepatiis B (HEV) and C (HCWV). HOW antigen and antibody were
discovvered less than four decades ago when a3 group of physicians investigated semim
and liver biopsy of positive HEsAg patients (Rizzeto of al., 1577 HDV is the smallest
virion to infect animal cells. The vimus has a droular genome of around 1,700 base pairs
that includes a ribozyme that plays an import role in HDW replication (Alves et al.,
2013; Rizzetto & Alavian, 2013; Taylor, 2014). This virus infects liver cells bat
differently than other kmown hepatooophic vinses, it reguires the surface antigen
(HE=sAg) of the HEV in arder w enter liver cells and secrete new virions (Surean, 2006
Taylog, 2014

HDW is often found in the Mediterrenean Central Africa and MNorthern parts
of South America (Radjef ar al., 2004). In the Ameron region of Brazil, HOW, together
with HEV, are a major public health borden (Braga er al., 2012; Crispim er al., 2014).
Funthermaore, both HDW and HBV have genomes greatly diverse due to mutations that
have coowred throughout millions of years of evolution and which have split them in at
least & genotypes and several subgenotypes of HEV [(Deny, 2006; Fay & Zoulim,
2007). With the exception of HDW-1, all genotypes are fomd in distinct geographic
regions (Deny, 2006; Le Gal er al,, 2012; Radjef ef ol., 2004). HDV-2 and 4 i= foond in
the East Asia (Imazeld er al, 1950; Ivanivshina et ol., 2001; Sakugaws et al., 19539); the
HDW-3 is mainly described in the Amaron Basin {Gomes-Couves e al., 2008; Gomes-
Crvea et al., 2009) and the HDV-5 to HDW-E were found in African individuals (Deny,
2006; Frenoois-Smoquiere et al., 2005; Le Gal erol, 2012; Radjef ar al., 2004,

Although the HDW is endemic in the Amazon, the HDWV gemoype B was
found in the Morthezst Brazil Maranhin, which led some researchers to suggest that
thiz genotype was inrodeced in this region during the slave tade (Bamos er al, 2011).
The history of North Adantic slave trade in the state of Maranhdo comoborates with the
same hypothesis of the inrodoction of the HDW genotype B through the slave tade
(Silva, 2008). Additionally, high freguencies of D4 suheenofype of HEWV have besn
found in Cuba amd Hzid (Andemach er of, 2005, Lowureiro ef al., 2015). This
subgenotype is often found in Africa (Hubschen er al., 2008 Kwange er al, 2013;
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Narder et al., 2004, has zlso been found in HDW-E co-infections in Meranhdo (Barmros
et al, 2014).

The presence of HOW in Marenhdo, and outside the Amarzon region, led u=
in investigate whether the vimes is found infecting individuzls in other munidpalities of
Marznhdo besides those almeady stdied previously (Bamos ef al., 2011), in order to
certify if these fndings were not cnly isolated cases a= already found in some regions of
Brazil (Mendes-Correa et al., 2011; Strauss et al, 1987). Thus, herein we describe the
identification ance again of penotype & of HDW in Brazil in the State of Maranhdo.

2 Material and Methods

21  Szmples and Ethical approval

MNinety-two individuals who were positive for HEsAg serological marker among
3,860 individuals, from five municipalities in Northeastern Maranhdo, perticipated in
thiz study (Figure 1). The research ethnics committes of University Hospital Federal
University of Maranhdo (HUUFMA) approved this study and written informed consent
wis obtained from 2l individusls that agreed to pamidpate. we soeened the 52
samples for ant-HD wsing the enzyme-linked immumoscrbent aszzy (ELISA) according
to the manufachurer's iInstucions {DiaSarin, Ttaly).

22 HDWVERNA and HEV DINA amplification and sequencing

HDW BENA and HEV DNA were exgected using the QlAamp MiniElute kit
(Qizgendd, Hilden Germany). Fragments of 403 base pairs (bp) for HOW and 1306 bp
for HBV were amplified by nested PCR (polymerase chain reaction) according to
procedures described elsewhere (Gomes-CGouvea e al, 2008; 2003). PCR fazments
were purified using ChargeSwich® PCR Clean-Up Kit (Life Techmologies, TUSA)L
Sequencing procedures are described in a previous study (Gomes-Gouvea ef al., 2008;
20059). We performed carefully all procedures to awoid contaminstion or false-positive
results Kok & Higuchi, 1985).
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23 HDW and HE'W genotyping

e used the Phred-Phrap software (Ewing 8 Green, 1398; Ewing et al, 1338)
to evaluate the guality of the electropheroeram. We obtsined consensus sequences from
the alisnment of the sense and anfisense sequences of each sirain wsing CAF3Y software
avallable at the web page Eleoopherogram  guality  amalysis  Pheed
{hetp:asparagin cenargen embrapa brophph’).

All HDVW and HBEV sequences were alipned and edited using the software
BioEdit (v 70.B) and the ntegrated CLUUSTAL W program HDW genotypes werne
the GenBank database (hopofwwswncbinlm nih gow’). Phylogenetics analyses wwere
performed using & Bayesian approach, which was done using the Markow Chain Monte
Carlo (MCMC) simulation implemented in BEAST w161 (Doummond & Rambant,
2007). The anzlysis was performed using relawed 'moorelated lognormal molecolar
clock and GTR + G + I as nocleotide substitufion modal; BMCMC chains were mun for 10
million states, and sampled every 1,000 muns to obtzin the convergence of parameters.
Maximiom clade cyedibility tree was summerized after excluding 10% of bum-in using,
TreeAnnotator w161 and the mee was wvisuzlized in FigTree vi1.4.2 (Awailzble at
hitpo/imes. bio.ed ac uk'software/figree )
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3 Results

31 Diemographical characteristics of HDW- BINA positve individoals

Among the 52 individouzls screeped for ant-HID anfibody, eight were positive
(B.7%0). Samples from these eight positive indvidoals were submitted to PCE. Half of
them were positive for 2 fragment seguence of the delta antigen and submitted to
sequendng. Cmly two of them (30%) had detecizble HEV DNA and hed the HEBW
subgenotype determined. Among the four HDV-BEMNA camiers, just ome was female.
Their ages renged from 23 to 49 years and they Lived in three different municipalities
{Table 1)

32 Genotype disoibution

The four swocessfiul sequenced sirains were submitted to phylogenetic analysis
and shonwed that all segoences clustered, with high posterior probability, with the
African genotype B together with other two strains found in Marenhao (Figure 2. A1
sequences Clustered in 2 unigoe branch of the ee apart from 211 the other described in
GenBank. Althoogh there were two infected individuals from the same municipalicy of
Huomberto de Campos, these sequences did no relate with each other in the tmee. The
same was found for the sample from Urbano Santos with the ones from our previous
study (JF 258839 MA Brazil e JF 293838 MA Braril) (Bammos er al |, 2011). The two
individuals co-infected with HEY were classified into subgenotype D4
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4 Disrussion

In Bradl, HIW iz 2 major public health burden in the YWestern Amazen mpion,
where coinfertion with HEV lead: to severe fome of amue and clronic dizeases
[Benzabath et ai., 1987, Viama et ai,, 2005]. Conerely, mly some cases of HOW
infection have been spacdy found in other repion: of Brazil (Mendes-Comea et al.,
2011, Strawss er ai, 1987 The Northeastern mpion of Maranbde, aceoding to our
knowledpe, was the fizt repion cutside Amazon where 2 modest frequancy of ant -HI
serolopical madeer [2.8%; 5133) was found amone poeitive HE:Ap individuals . Alan,
the Aftican HIW-E was firt found inthiz mpion (Bames a al, 2011]. Thus, this finding,
led 1z to investipate whether thiz penctype could be found in five municipalities cther
than the metropolitan region of this state.

The HDW penotype & was firstly found infecting individuals in France whe were
bom in West Afrim amd Central Afnca (Le Gal o al, 2006 Maawa o a,, 2008
Maluwa =t ai,, 2009]. In this study, four straine wae sucosssfully sequenoed and
clazified inte thiz Aftican penotype & which was fistly reported in Brazil by Barmees et
al. [231]] in Mamnhizc. Although we have oollectsd s ample in the same state, Baroe
etal [2311] studied zamples that were mestly from the metropelitan repion of capital
citer of Maramhiz. The sudy of Barres et al. [2011] found coly one individual from the
capital 530 Luis who was infected vwith HDW-2. The study also found penotype & intweo
unmlated individualz in the munidpality of Urkans Samtos, which iz 3 mumicipalitye
utside the metropelitan repion. §imilarly to our findings , these infected individuals hal
ne history of tavel to other countries o montact with African pecple. Furthermer, we
found individuals infected with HIW-Z in two additicnal municipalities located cutzide
the metropolitan region. Thus, it is poesible that the virus i endemic not enly in this
mpion of Urbanc Jante but elsswhere in Marmhic, Mere studies are requirsd &
increzse cur knowledpe m HIVY in this meion. Identification of endemic epion: and
implementation of hedthy pdicies to mevent thiz infection ar wpent measuws to be
talen

HDOW md HEV were dizomered with armund 180 sear apart [BElumberp o al,,
1965, Rizzatto er al, 1977, A plausible explanstion forso far molerular spid emmiclop v
studies m HIDW relies on the idea that HEY waccination that cocurred in the 19905
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would “zerd HDW off the match” [Ahan & {Gish, 2014, Rizeette & Cianmis, 2212].
Thus, apart from few caszes desoribed in Brazil, cam should be taken in order to aweid
HIW :zpread a possible epidemics in the future.

The first straine of HIW-8 weae idemtified in individual: frmn France but
because the studs’s awthor did not identifs anyr risk factor assoccoiated with the
coourrence of chronic dizease in the patents studied, they concluded the individuals
wae infected durnng childhood in Senepal and Ivory Coast [Le Gal a al, 2006
Furthermore, a strain from Conpe previows 1y classified by Radjef et al. [2004] 2= HOW-
7 was mctified as HIW-E [Le Gal o al,, 2506]. Other straine from Africa were isclated
from Gabon [Francois-5cuquiere ot al,, 2316 Malawa o al, 2008 Baawa = al,
24 Thus, with thiz information in mind, and adding the finding of HOW-3Tk o
infection in two individuals, the theorsy of the o pin of these stmine in Africa iz stongls
supported, as proposed by Bamos et al. [2011]. The D subpenctype of HEV iz rare in
the woxld but more frequently found in Africa and in repione where there was preater
cotnbution of Afrimn: in the population formation of the modern world, according to
history records [Andermach ot ai., 2009, Baroe ot ai., 2011; Brichler ot al., 243
Hubechen et al,, X489; Kwange et al., 2013, Loumire eral., 2015, Ceicwwy et al., 2311,
Perki, 2801].

It iz notwwerthy that cur samples infectsd with HDW-E clustersd, with the
hiphest pos terior prebability, with 2 wnique branch of the tee habming oly Maranhic
strains. This pattemn iz different from that found in 2 recent = twd v of Francci=-i cuquiere
et a. [2016] wher two diverpent suberoups in their phylopenstics analwsiz with
samples from rabon were found . Orther izzue that drew cur atterticon is the fact that the
monophyletic pattern found in HOVSS was also idertified in individuals infected with
HEV-IM in mone or co-infection with HIA -2 [Barroe ot al, 2011 Barroe st al., 2014
This indicates that this strain was introdued just once in thi= regicon along with HEY
penotype e

EBecauze only few studies are awvalable that can contibute to the discussicn
about the oripin of HDW-Z in Brazil [Francois-5 cuquiere ot al, 2316; Bamos 2t al,,
2011;; Mabuwa a al, 2009, Makuwa sral, X308, Le Gal ot al, 2306], the history in
the repicn may explain the link betweon BEmzil and Africa in repard to HOVY. Thus, the
history of Maranhic, Afdca and € aribbean countries, reparding the trane-Atlantic slave
trad e, mawy explain the cheervations reparding theee penctypes. In summary, the main
carpoe of enslaved Africane in Maranhiz were fom the West Africa [Meireles, 2009,

146



Silva, 2008] where the fizt HDVY stmine are from [Le Gal e al, 2006]. Some
pgecpraphic features and navipation issues [wind amd soean ourents] made Maranhas
adopt the slave trading, of North Aflantic counties [3iva, 2008]. The identification of
HIW-Z in Maranhic seem: imdesd 5 be related to the slavery tmde [Baooe e al,
2:11], since none of the individuals harkoring theses straine reponed to have had ame
ocotact with African:, Furthermore, we cheernwe that all HIVY infected individuals in our
study declarmd themeelves 2z black or mestizo'mull sz, which may relate to the preat
catdbution of Afrimn meestry in the past, duting the trade of slaves from Afdca to the
Mew Wedd, [Pena ot al., 2011].

{Chr findings indicate that HOVY may be spreading, to mepione of Brazil other than
Amazen, More studies must be done in order to identifsy the main stmin: spreading
mutside Amazen

Admowledements

The author thank: the State Health Depamment of BMaranhic — Fpidemiclopgical
Surveillanse b ecretariat; Cemtral I aborators of Public Health- Klaranhis [LACEI-MA)
as well a= the mumicipal povermment of all participating, Munic palities. This wark was
supported by Fundacic de Ampare 4 Pesquiza do Fstade do Mamnhic — [FAFEMA]
[erant PBRSUTS-03348013 and PPP-2126317]; 53z Pauls Research Foundation
[FAPFEYF] — [eramt: 28/53846-3]; Brazilian Miniztry of Hedth [prant 12013]. Max
Thego Cruz Samtoe recdwed a PhIy. fellmwship from Conselhe Haciconal de
Dz emmeclvimerts Cientifiee 2 Ternaldpice [CIPq] [eramt 14113220321, Jeods
Renato Rebdls Pinhe remeives fellowship from CIMPg [Bolsizta de Produtividade =m
Pesquiza do CIPq - Iivd 2.

147



Befaraimes

Ahan, ). & Gkh, B G. [2014]. Hepatitie D Virus: A Call to Screening. Sastmenteralory &
Hepstology 10, &d7-502,

Alves, C., Branco, €. & Cunha, C. [2013]. Hepatitiz defta virus: a peculiar vires, Adwences in
wirokry 2043, 5a0105.

Andernach, |. E., Nolte, C., Pape, 1 W. & Muller, C. P. [2005} . Slavatrade and hepatitiz B virus
x=notypes and subgenctypes in Haiti and Africa. Emerging infechiows disegses 15,
12221228,

Barros, L. M., Gomes-Gouvea, M. 5., Krammds, A, MendesCorrea, M. C., dos Santos, A,
fowza, L. A, Santes, M. O, Carrllbo, F. ), de Jesue Domicinl, A., Plinhe, ) R & de
Souza Palva Ferrelra, A, [2014}. High prevalence of hepatitis B virus subgenctypes AL
and [ in Maranhao state, Mot beast Brazil. lnfechon, genetics and erolubion : joumal
of malecular gpidesiols gy nd evalubio ey genetics in infectious disegses 4, 58-75.

Barros, L. M., Gomes-Gouvea, M. 5., Plnhe, J. R., Abrarado-Mora, M. W, Des Santos, A,
Mendes-Correa, M. C., Caldas, A. ), Sousa, M. T, Santes, M. D. & Ferrelra, A 5.
[2011}. Hepatitiz Delta virgs genoty pe 8 infection in Martheast Brazil: inber tance from
African slavwes? Vins resermch 160, 333330,

Benzabath, G. Hadler, 5. C., fcares, M. C., Felds, H., Dlaz, L. B., Popper, H. & Maynard, J. E.
[1287}. Hepatitiz delta wiruz infection and Labrea hepatitie. Prevakence and ok in
fulminant hepatitis in the Amazon Bazin, lama 258, 479403

Elumberg, B. 5., Alter, H. J. & Wienlch, 5. [1%65}. & "New” Antigen inLeukenia Sera. lame 191,
LEAELERS

Braga, W. 5., CasHlho Mda, €., Borges, F. G, Leao, J. i, Martinhe, A, C., Rodrigues, |. 5,
Amvedo, E. P, Barres Junlor, G. M. & Parana, R [2013. Hepatitiz D virgs infection in
the Western Brazilian Amamn - far from 3 vanishing disease. Revista de Sociedade
Brasileirg de Medicing Tropical 45, 581555,

Brichler, 5., Lagathu, G., Chekaraou, M. A, Le Gal, F., BEdooard, A., Deny, P, Cesalre, R. &
Gordlen, E. [2313}. African, Arierindianand European hepatitiz B virus strains circulate
ontheCaribbean kEland of Martinique. The lowmalaf penens) vimlo ry B4, 23102328,

Crieplm, M. A, Fralll, M. A, Campello, 5. €., Schriefer, M. A., Stefanl, M. M. & Klesclich, D.
[2014}. Molecular epidemiology of hepatitiz B and hepatitis dalta viruses circulating in
theWestarn Amamn region, Horth Brazil. BME infechious disegses 14, .

Deriy, P [2006}. Hepatitic delta virus genetic variability: from senotypes |, I, 1 to eight major
clades? Lurrent topics in micmbiology end immanolory 207, 151171,

Drummeord, A. J. & Rambaut, A [2307}. BESST: Bayesian ewolutionary analysiz by sampling
tress. BMC Evol Bial 7, 214,

Bving, B. &Green, P [1998]. Base-calling of automated sequencer traces using phrad. |1 Eror
probabilities. Cenome ressarch B, 185-154.

Bvlng, E., Hiller, L., Wendl, M. C. & Green, P. [1998}. Baz=-calling of automated sequencer
traces uzing phired. |. Accuracy asse=ment. Senome ressgnch &, 175-185.

Franools-Souqulere, 5., Makwuwa, M., Blvlgou, U. & Kazn[l, M. [2018}. Epidemickagical and
molecular feat ures of hapatitis B and hepatitis detta virus traremission in 3 remote
rural community in central Africa. Infechon, genebics and ewlubion @ journal of
molecular epidemiology and swbebiong iy genehics in ingEchious disegses 2%, 12221

Gomes-Gouvea, M. 5, Perelra Soares Moo, ©., Guedes de Carvalho Mello, |, M, Brito, E. M.,
Perelra Mola Lde, )., Benzabath, G., Nunes, H. M., Carrllhe, F. ). & Pinbo, ) R [2008].
Hepatitiz= 0 and B wirus genotypes in chronically inkected patients from the Eastern
Arnazon Basin, Acte tropice 106, 142155,

Gomes-Gouvea, M. 5., Soares, M. €., Bercabath, ., de Canralho-Mello, 1. M, Brito, E. M.,
Soura, . 5., Quelroz, A. T., Cardlho, F. ) & Pinho, ) R [3008]. Hepatitiz B wirus and

148



11

Moraes, M. B, CHopl, E. B., Perinl, ). A, Racclopl, €., Rbelro-Dos-5antos, A, K., Hos-
Santee, F, RomanoSlha, M. A, Sortlca, V. A. & Suarezurtz, G. [2011}. The s=nomic
ancestry of individuak from different gecgraphical regions of Brazil & more uniform
than e pacted. Plod ane &, e17083,

Perbl, A, [2001}. SLAVERY AND THE SLAVE TRADE IN PRESCOLIMIAL AFRICA. Uniwersity of
Winais, 1-13.

Radef, M., Gordlen, E., lvanlushing, V., Gault, E., Anals, P, Drugan, T, Trinchet, J. €., Roulot,
D., Tamby, M., MilTnkovitch, M. €. & Deny, P. [2004}. Molecular phylogendic analsss
indicate a wide and ancient radiation of African hepatitiz delta virws, suggesting a
dettavirus genus of at least saven majorclades, burnal of vicology 78, 2537-2044,

Mzzetto, M. & Alavlan, 5. M. [X12}. Hepatitisdelta: the rediscovery. Clinies in lier disegse 17,
475407,

Mzzetto, M., Canese, M. G., Afco, 5., Crivelll, &, Trepo, €., Bonlno, F. & Yerme, G. [1577].
Imruncflusrescence detection of new antigereantibody systern [defafanti-delta)
sociated fo hepatitiz B vires in liver and in serum of HEsAg camiers. Sut 18, #57-
1003,

Mlzzetto, M. & Clancio, A. [X013]. Epidemiology of hepatitis D. Seminers in liver diseqse 32,
211-21%.

fakugawa, H., Nalasone, H., Makayoshl, T, Kawalaml, ¥., Miyazate 5., KInjo, F, 5alto, A, Ma,
5. P, Hotta, H. & KInoshita, M. [1999] . Hepatitiz dalta virus genatype IIb predominates
inanendzmic ared, Qkinawa, Japan. Joemal of medical vimlory 58, 355-372

Shva, D. B D. d. [2008}. The Atlantic Slave Trade fo Maranhado, 1580- 1844 violume, Routes
and Jrganization. Sawery and Abolifion 29, 477-501,

Strauss, E, Gawotbo, L. €., da Sha, L. €., Alves, VAL, Carrlihe, F., Chamone, 0. A, da Slha, E.
F, Pora, G., Granato, €. & Trepo, C. [1987}. Unerpected ko prevakence of delta
antibodies in the 2a: Amazon region and 530 Pauks; evidence for regional difierences
in the epidemiolkgy of delta hapatitis viruz within Brazil. Trsnszchions of the Royal
Socigty of Tropios ] Medicine and Hygiene B1, 73-74.

Sureau, C. [2006]. The ok of the HEY envelope proteins in the HOW replication cycle. Curment
topics in micmbiology and immenology 207, LL3-131.

Taylor, ). M. [X014}. Host RNA circles and the origin of hepatitiz delta virus, Waorld joums) of
Fastmenteralogy . W 20, 207T1-2078,

Viana, §., Parana, R., Morelra, R. C., Comprl, A. F. & Macedo, V. [2305]. High prevalence of
hapatitiz B virus and hepatitiz D virgs in the western Brazilian Amamn. The American
Jowurnal of tropies | medicine and bygiene 73, BOB-A14.

149



4

-
& 5
1'}
il
Jig

Figure 1. Geographic lecalization of the mmmicipalities of this study (stars). The circle
indicates the state capitzl, Sdo Lis.

Source: modified from Wildmedia Commuons
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Tabela 1- Demegraphical characterstic HEVHDY - infected individuals described in this stady
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ANEXO A- Termo de consentimento livre e esclarecido

As hepatites virais 50 doangas gue afetam o figade e que possuem grande imporiéncia na
sadde pablica. Estas doengas na maioria das veres ndo €m sintomas e quando apreseptam podem
ser fatais. Por esta rardo convidamos o Senhor (a), a participar da pesquisa “Estudo das Hepatibes
B, C ¢ I} nos municipies de Urhano Santos, Homberto de Campos ¢ da Regido do Baixo
Munim, Maranhiio, Brasil," a ser realizada, nos municipios de Urbano Santos, Axixd Mormos,
Icatu @ Humberio de Campos, coordenada pela Professora Doutora Adalziza de Sowsa Paiva
Fermira, msidente 3 mua, Mitm, BEd Maison Lafite Ap 1101, Renascenga IL 580 Luis — MA.
Tekefone: (98) 32X7-2008; Fax-(98)32270131; e-mail adalgisa@emacombr. Este projeto tem
como objetivo verificar o mimere de passoas contaminadas com os virs das Hepatites B (HBV), C
(HCW ) @ D (HDW) na populagio dos municipios ji citades. Também serio feitos exames de sanguea
para mostrar s hi wma maior facilidade ou dificuldade para o aparecimento e desenvolvimentos
dessas hepatites, de onde ela vem, (da Africa Europa ou América) e s alpum desses vins tem
alzguma relagdo com as ragas (branca, pegra indigena) Ser@o coletadas amostras de 15 ml de
sangue. A coleta de sangue poderd causar um leve desconforto local, ou mesmo sensibilzagio e
escurecimento do bocal de coleta, porém se o senhor () pressionar com algoddo & parte puncionada,
mantends 0 brage esendido, sem dobrd-lo, a possibilidede de ficar roxo ou dolorido é muilo
pegquena

(0 material wilizado para coleta de sangue serd descartado em mcipientes apropriados para
materiais pérfurc-cortante e todos os fobos de sanguwe serfo mantidos em caixas Emmicas com gelo.
Todas a5 amostras de sanpoe ser®o wtilizadas exclusivamente para este projlo. Ao Ermino desta
pesquisa o restante do material serd descariado.

Em caso de dividas efou questionamentos relacionades com a éfica da pesquisa, entrar em
contate com o Comité de Etica em Pesguisa do Hospitel da Universidade Federal do Maranhdo-
HUUFMA, situade ra Roa Bardo de lapary, 227, Centro, CEP 650204070, 580 Lois-MA, telefone: (98)
2109 1250, email: cepd@huuma by, Quaisquer ouras dividas a espeito da pesquiza, entrar em contalo
com a Prof. D Adalpisa de Sonsa Parva Femeira pelo elefone (98) 2109 1294

Para realizar esta pesquisa, contames com sua colaborac®o no e ntido de responder a5 perpuntas
do formulino. Informamos que a pesquiza néo e trard nenhum pejezo, ndoe afetani em nada £ voed
tiver fwendoe alpom tratamento, M3 haverd nenbum pasto com sua participac®o como também n3o
eEherd nenhum pagamento. (s exames serfio totalmenie prafwitos. Serd parentido sgile sobre as
informaghes pessoais, tais como nome ¢ RG. Sua participag®o no & obrigattnn, mas € imporiank e, a
qualquer momente poderd desistir de participar e retirar sen consentimento, como EmbEm poderd se
ECusaT & responder quaksquer das questfes que Thes causar comstrangimento. Sua reousa ndo trard
nenhum prejuizo am swa relagie com os pesquisadoss s ou com 4 nshhusg o,

Caso o exame seja positive para alpam des vinus das hepatites, enfraremos em contato para
devida orientaglo, O resuftade ®rd de fundamental impotincia pera melhorr o aendimento &
popalacio acometida da Hepatite B, C e D come ambém serd usado para fins cientificos e send
publicado para uso da comunidade scadémico-cientifica Se concordar em participar, favor assiner as
dheas vias desse documento no final pézina sendo uma sua e outra do pesquisador. Agmdecemos pela sua
participac3oe nos colocamos 3 sua disposipSo para quaisquer esclarecimentos,

NOME E ASSINATURA DO SUJEITO OU RESPONSAVEL (menor de 21 anos):
580 Luis {MA) / f

(Mome por extenso {Assingtara)
Assinatura do Pesquizador (a)

154



155

ANEXO B- Parecer do comité de ética pela plataforma Brasil (prorrogagdo de prazo)

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO W
MARANHAGHU/UFMA

PrHy

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADO S DO PROJCTO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estuda das Hapalites B, © o D nes Municipios de Urbanas Santas, Humbaria da
Campas, a da Ragifia da Baixa Munin, Maranh8a, Brasl.

Posquisador: Adalg=a do Sowsa Palva Farara

Area Tematica: Gundtca Hamana
(Traflasa do pesqusa arrealvannda Gondlca Humana qua nfia necassia da andlizs
dfica par parfa da COMER

Varsio: 1
CAME : 20935813 5.0000 5085

Instituigdo Proponente: Hasaital Unkvarsidriada Universidada Federd da MaradhSaHULIFMA
Patrocinador Principal: Financamanta Prdoda

DADD S DO PARCCER

Mimero do Parecer: 448 7351
Data da Relatoria: 01112013

Apreseniagdo do Projeio:

A hepatfe virg @ uma doanga provocada par dfamnies aganies afddgoos que aprasantan parfoulardades
impartantes am suas caraclarisficas apdemialdgicas, diicas a labaratorias. A Organizagio Mundial da
Sajda (OMS5) astima qua 350 milhdes a 170 milhdas da pessass estgam infaciadas com os virus das
hapaftas B (HEV} e & WOV respecivamanta. A infecglio palo vinus da hapatita O HDV) tam dsidbuiglia
gaogrifica hatemghnes, edtmando-se corca da 18 milhies de infactadas pala HOV enfre o5 350 mihdes da
partadares crinicas da HEY. Esfuda transversal som 000 parfcipanias para conhocar a gravalancia da
hapatifas virais o camclarizar as gandlipos @ subgendiipas dessas virus nos municipios da Urbana Santas,
Humbarta de Campas e de muricipios da mgifio da Baxo Munim (Axixd, Moros a lcatd-MA Sarfa
sunmatidas & cdlata da 15 ml de sangue pasfdrica para realimagho dos sequinbes marcadores sarddgcos:
HE=Ag, ant-HBs aanti-HBs, an-HIV a anfHCY qua serda realrados no Lanoratdria Cantral da Estadada
Maranhiio (LACEN], atrawds da Woiica do ensala imunocarzimafco ELUSA § sndo o5 os tasdes dabidagia
maacdlar na CEPEC (Com a oienfagio do Laboraldrio do (Gastroentardogla o Hapatolaga Tmpical da
Faculdads da Madicna da USP LGHT-FMIUSFL O DMA a RNA vira sadio adraidos do =om ou plagma . 0=
dadas sadfio analsadas ullizanda apmgrama EPLINFD (2000} da COC da

Erdarmee:  Fus Barde da ingpary 8 327

BHalwe: CENTAD CEP: & miamn
UF: M& Mericipde: SA0 LS
Taafera: (g3 210%1250 Fax (@Bpuda2n E-mail: cp@hiihmaly
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Sy HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
| ﬁ . W UNIVERSIDADE FEDERAL DO W"ﬂ
W MARANHAQHU/UFMA

Mania /EUA o Excal (Windaws 2007 ). A esfmaiva dos aldos sard failos a padir doa méoda de contagam a
tamodm sard ullizada o pragrama ADMDL

Objetivo da Pesquisa:

Oinpafiva Priméda:

Conhecar a pravaléncia das hapalies virais B, C o Do caraderizar o5 gandipas o subgandipos desses
wirus nas muiicinios da Urbana Sanfas, Humbado da Campas a de muncisios da mgiio da Baima Munim
(Aol Marms o leatdbMA o realizer estudos imunogendlicos e de ancestralidade nassa papulagla.
Cinafva Socundéria:

Honifcar asindviduss com somlogia posifva para as marcadoras HEsAg, anf-HBs /o anli-HEBz a anti-
HEV. Mantificar as indviduas qua aprasaniam o marsador sarddgica para a hapatita D (anf-HDV) enbra o5
pariadares do HEsAg. Caractarizar ox gendfpas, susgendfpas (HEV) o subfpos (HCV] dos wirus da
hapatta B, Ca D airavds da onica de sequanciamanfa dimta. Estimar a ancastralidada gendmica nassa
popuagia alravds da marcadares mdeculares. Verifcar a divarsidade gendfca do complaxa maiar da
histacompatbitdade (MHC)clas=a la ll, ganes KIR o IL 2386V erificar 8 axsiénca de assocagia anim maar
parcaniagam de marcadoras aficanas a portadares das hapafites comparadas caom nfio porfadaras.
Varificar a exisidnda de assodagio entre malor parcantagen da mamadores aficanos a gendipos vimis
arficar a axisinca da associagho anka os aleias de MHC, KIR o IL28E com a pmesanga da nifacgha viral
palas HEV a HEVY.

Mvaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscas:

D oonforio na calela da sangua, assim cama a possilidada de farmagio de adama na draa da pusia
EELAESN

Bonaficos-0s pasquisadores destacam qua as banaficdos esifio vinculados ds agles de sadde da
pravenglia, diagndsicn precaca o tatamenta além  da informaghes prcdsas sobm as maks pravaldncas
dastaz nfacgiies rasnda impacio sodal da grande rdevinga

Comeniarios & Consideraghes sobrea Pesquisa:

Eredamge:  FuaBarde de ltapary nf 327

Bare: CIHTAD CEP: a5 BO4FY
UF: M& Mericiis: S&0 LLS
Taafora (G 0108-150 Fax (B0 us Emuil cp@huimaly
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AR HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
| ﬁ | N UNIVERSIDADE FEDERAL DO m"“l"
WY/ MARANHACHU/UFMA

Frafocala com tamatica com ralavania com proposta de diagndsfico pracoca & canhacdmanta da
pravadnca das hapat tes na ragifo astudada trazenda impacio sacia da grande relevincia Esfuda
agraeada anfariar & plataforma Bragil @ inseida com amanda saicianda incdus §a da novos parfcpanias,
prarmgagio de execugia o substituiglo da palawa “greavainca pam Esfudda” do Hula do estuda, sanda
jusfficada gqua a altamglo nfiao miala na matadalaga. & induslio da novoes pasquisadores o pormgagha da
amaa esta assocada aa ndmera da amaostsa] £.000 parfcpantes}

Comsiderag fes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

0 grafacala cumara cam as axighncas am ralagio aos "Tammas da Agresartagio Dirigatdria®: Faha da
rasfa, Pojeta da pesquiza, Tarma da Cansanimanta Livee e Escaracda (TCLE Jargamenta a curricda da(s}
pasquisadan{es] Agrasania jusificaiva pasa salictagio da emanda Afanda, partartio 3= axigicas da
Rasaugiia CHEMSE n® 8612

Recomenda pies :

LEVIEN

Conclus Ges ou Pandéncias e Lista de lnadequagbes:

Fratacala apravada anfes da glatafiorma Brasil com imarglia da amenda com solictagies refamnia &
prarragagla do fempao da caleta, inclusia da novas pasquisadaras @ madifcagies na titula ariginal.
Documentos agresantados para usificaliva da saliciagho foram anaizados sendo a emenda considarada
anravada.

Siuagdo do Parecer:

Aamvada

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mia

Comsideragdes Finals a crilério do CEP:

FROTOCOLD APROVADD par atander aos mquisios fundamantais da Resalughia CHEMS n® 468'12).
Evaniuais modifcaghas au emandas ao pmtacda devam sar insaridas & gatafarma ancamnhada ag CEP-
HULFLA da forma dara a sucnia, idartifcanda a pata do pmtacala a sar madificada & suas eificaivas.
Falgidrios parsial a fnal daven sar aoresariadas aa CEP, incamants ands a coala da dados & a0 (dmina
da astuda.

Erdames:  FuaBarde dae ltgzary if 227

Baime: CENTAD CEP: &5 4R
UF: M Mericiple: 580 LLES
Talafera: (98121051250 Fax (Boudun Esmil: cp@husmaly
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