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RESUMO

Motta TQR. Caracterizagdo epidemioldgica, clinica e virologica da infecgdo
pelo HBV entre pacientes do Espirito Santo, uma area endémica no Sudeste
do Brasil [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2021.

Introdugao: A infecgcao pelo virus da hepatite B (HBV) constitui problema de
saude publica global e é responsavel por morbidade e mortalidade
significativa. No Brasil, a endemicidade é geralmente baixa e moderada ou
alta em algumas localidades, como em algumas areas do Estado do Espirito
Santo (ES). Fatores como idade no momento da infecgao, gendtipo do HBV,
niveis de HBV DNA ao longo do tempo, mutagdes especificas no genoma
viral e, possivelmente, polimorfismos na regido do HLA do hospedeiro
parecem influenciar a histéria natural do HBV. Objetivo: O objetivo deste
estudo foi caracterizar os aspectos clinicos e epidemiolégicos da infecgao
pelo HBV no Estado do ES e analisar a distribuicdo dos gendtipos,
subgendtipos e variantes com mutagdes nas regides do promotor basal do
core (BCP) e pré-core (PC) e sua associagdo com padrbes clinicos e
epidemioldgicos da doenca. Material e Métodos: Foram analisados 587
individuos acompanhados no Ambulatério de Infectologia do HUCAM entre
julho de 2005 e julho de 2017. Dados demograficos, epidemioldgicos e
clinicos foram extraidos do prontuario. A fase clinica da hepatite B crénica
considerada neste estudo foi avaliada em julho de 2017. Genotipagem do
HBV foi realizada pela amplificagao e pelo sequenciamento da regido S/POL
do genoma viral. A caracterizagao das regides PC e BCP foi também
realizada por sequenciamento nucleotidico. Resultados: A mediana de
idade na populagdo estudada foi de 48 anos, sendo 52,6% do sexo
masculino e predominantemente (78%) natural do Estado do Espirito Santo,
sendo a maior parte destes (47,7%) natural da regidao metropolitana do
Estado. A provavel via de transmissédo foi identificada em 66,8% dos
individuos, sendo a provavel transmissao vertical identificada em 36,6%,
intrafamiliar em 19,6%, sexual em 7% e sanguinea em 3,6%. Quanto ao
HBeAg, 94%, eram negativos e 6%, positivos. As fases clinicas HBeAg
negativo predominaram, sendo 54,9% portadores inativos e 37,6% hepatite
B crénica ativa HBeAg-. A fase de imunotolerancia foi observada em 2,6%
dos individuos, e 3,4% estavam na fase de hepatite B cronica ativa HBeAg+.
Foi possivel amplificar e sequenciar 202 amostras para a caracterizagao do
genotipo/subgendtipo do HBV: o gendtipo A foi identificado em 65,3% (A1 =
63,9% e A2 = 1,5%; gendtipo D em 32,7% = 27,7% D3, 4% HBV/D4 e 1%
D2) e o gendtipo F em 2%. Comparando apenas os subgendétipos mais
frequentes A1 e D3, encontramos associagdo significante entre via de
transmissao vertical e naturalidade fora do ES com o subgendétipo HBV/A1 e
transmissao intrafamiliar e naturalidade no ES com o subgendtipo HBV/D3
(p<0,001). Entre os individuos nascidos no ES (n=155), as frequéncias dos
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subgenotipos foram similares as da populagdo geral do estudo, entretanto,
observamos aumento progressivo da frequéncia do subgendtipo A1 no
sentido Sul-Norte do Estado e do subgendtipo D3 no sentido Norte-Sul do
ES. De 202 amostras com gendtipo/subgendtipo do HBV caracterizado, em
116, foi possivel amplificar e sequenciar as regides PC e BCP do HBV. A
frequéncia de cepas com mutacdbes BCP (nas posicdes A1762T e/ou
G1764A) foi de 69% e na regido PC (G1896A e/ou G1899A) foi de 24%. A
frequéncia da mutacdo G1764A foi significativamente mais frequente no
subgendtipo A1 em relagao ao subgendétipo D3 (p=0,03). Mutagdes na regido
PC foram significativamente mais frequentes (p<0,01) no subgendtipo D3
(75%) do que no A1 (7%). Mutacbes nas regides BCP + PC foram mais
frequentes nas cepas gendtipo D (48,1%) do que nas gendtipo A (6,0%) -
p<0,001. Na analise de associagcdo entre outras mutacbes com relevancia
clinica na regiao da PC, mutagdes nas posi¢coes 1814-1816 foram mais
frequentes nas formas clinicas HBeAg negativo (p=0,03). Conclusdes: Os
achados deste estudo sugerem o papel central da transmissao familiar do
HBV no Estado do ES, em populacdo predominantemente urbana, formas
clinicas HBeAg negativo, e os gendtipos encontrados foram A, D e F, com
predominio do subgendtipo A1 associado com transmissao vertical e
subgenodtipo D3 com transmisséao intrafamiliar. Ndo observamos associagao
entre gendtipos/subgendtipos com idade, sexo, status do antigeno HBeAg,
HBV DNA e fases clinicas da doenga. A presenca de mutagdes na regido da
BCP (A1762T/G1764A) e PC (G1896A/G1899A) n&o se associou com idade,
status HBeAg ou fase clinica da doencga. A analise de associagao evidenciou
que a presencga da variante G1764A se associou com gendtipo HBV/A e que
a presenga de mutagdes classicas na regiao PC isolada ou a dupla (BCP +
PC) de mutagédo se associou com o subgendtipo D3 e com a baixa carga
viral do HBV. As cepas com alteragdo no codon de iniciagdo para sintese do
HBeAg (1814-1816 da regiao PC) se associaram com formas clinicas
HBeAg negativo, e a presenga da mutacdo G1862T se associou com o0
subgendtipo A1.

Descritores: Hepatite B crénica; Virus da hepatite B; Epidemiologia; Fases

clinicas; Gendtipos; Subgendtipos; Mutagcado pré-core; Promotor basal do
core.
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ABSTRACT

Motta TQR. Epidemiological, clinical and virological characterization of HBV
infection among patients from Espirito Santo, an endemic area in
Southeastern Brazil [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2021.

Introduction: Hepatitis B virus (HBV) infection is a global public health
problem and is responsible for significant morbidity and mortality. In Brazil,
endemicity is generally low and moderate, or high in some localities such as
in some areas of the state of Espirito Santo (ES). Factors such as age at
infection, HBV genotype, HBV DNA levels over time, specific mutations in the
viral genome, and possibly polymorphisms in the host's HLA region, seem to
influence the natural history of HBV. Objective: The aim of this study was to
characterize the clinical and epidemiological aspects of HBV infection in ES
state, and to analyze the distribution of genotypes, subgenotypes and
variants with mutations in the basal core (BCP) and pre-core (PC) promoter
regions and its association with clinical and epidemiological patterns of the
disease. Material and Methods: A total of 587 individuals followed at the
HUCAM infectious diseases clinic between July 2005 and July 2017 were
analyzed. Demographic, epidemiological, and clinical data were extracted
from the medical records. The clinical phase of chronic hepatitis B
considered in this study was evaluated in July 2017. HBV genotyping was
performed by amplification and sequencing of the S/POL region of the viral
genome. Characterization of the PC and BCP regions was also performed by
nucleotide sequencing. Results: The median age in the studied population
was 48 years, with 52.6% male and predominantly (78%) from the state of
Espirito Santo, with most of these (47.7%) from the metropolitan region of
State. The probable route of transmission was identified in 66.8% of the
individuals, with probable vertical transmission being identified in 36.6%,
intrafamilial in 19.6%, sexual in 7% and blood in 3.6%. As for HBeAg, 94%
were negative and 6% positive. HBeAg negative clinical phases
predominated, with 54.9% inactive carriers and 37.6% active chronic
hepatitis B HBeAg-. The immunotolerance phase was observed in 2.6% of
the individuals and 3.4% were in the HBeAg+ active chronic hepatitis B
phase. It was possible to amplify and sequence 202 samples to characterize
the HBV genotype/subgenotype: genotype A was identified in 65.3% (A1 =
63.9% and A2 = 1.5%; genotype D, in 32.7% (27.7% D3, 4% HBV/D4 and
1% D2) and genotype F in 2%. Comparing only the most frequent
subgenotypes A1 and D3, we found a significant association between vertical
transmission route and birth outside ES with HBV/A1 and intrafamilial
transmission and birth in ES with HBV/D3 (p<0.001). Among individuals born
in ES (n=155), the frequencies of subgenotypes were similar to that of the
general population of the study, however, we observed a progressive
increase in the frequency of subgenotype A1 in the south-north direction of
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the state and of subgenotype D3 in the north- south of ES. Of 202 samples
with HBV genotype/subgenotype characterized, in 116 it was possible to
amplify and sequence the PC and BCP regions of HBV. The frequency of
strains with BCP mutations (in positions A1762T and/or G1764A) was 69%
and in the PC region (G1896A and/or G1899A) it was 24%. The frequency of
the G1764A mutation was significantly more frequent in the A1 subgenotype
compared to the D3 subgenotype (p=0.03). Mutations in the PC region were
significantly more frequent (p<0.01) in the D3 subgenotype (75%) than in the
A1 (7%). Mutations in the BCP + PC regions were more frequent in genotype
D (48.1%) than in genotype A (6.0%) strains - p<0.001. In the analysis of
association between other mutations with clinical relevance in the PC region,
mutations in positions 1814-1816 were more frequent in the HBeAg negative
clinical forms (p=0.03). Conclusions: The findings of this study suggest the
central role of familial HBV transmission in ES, in a predominantly urban
population, HBeAg negative clinical forms and the genotypes found were A,
D and F, with a predominance of subgenotype A1 associated with vertical
transmission and birth outside the state and subgenotype D3 with
intrafamilial transmission. We did not observe an association between
genotypes/subgenotypes with age, sex, HBeAg antigen status, HBV DNA,
and clinical stages of the disease. The presence of mutations in the region of
BCP (A1762T/G1764A) and PC (G1896A/G1899A) were not associated with
age, HBeAg Status or clinical stage of the disease. The association analysis
showed that the presence of the G1764A variant was associated with the
HBV/A genotype and the presence of mutations in the PC region alone or
double (BCP+PC) variants were associated with the D3 subgenotype and
low HBV viral load. Strains with change in the initiation codon for HBeAg
synthesis (1814-1816 from the PC region) were associated with HBeAg
negative clinical forms, and the presence of the G1862T mutation was
associated with the subgenotype A1.

Descriptors: Hepatitis B chronic; Hepatitis B virus; Epidemiology; Clinical
phases; Genotypes; Subgenotypes; Precore mutant; Basal core promoter.
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1 INTRODUGAO

1.1 Hepatite B: aspectos histéricos

As primeiras evidéncias de eventos ictéricos relacionados a etiologia
viral das hepatites foram pouco convincentes até 1965, quando Blumberg e
colaboradores descreveram o antigeno de superficie (HBsAg) do virus da
hepatite B (HBV) denominado antigeno Australia e o relacionaram a doenca
ictérica de transmissdo parenteral em pacientes oncologicos
politransfundidos (Blumberg et al., 1965; Blumberg et al., 1967). Nessa
mesma época, um outro grupo de pesquisadores liderados por Krugman
estudava as vias de transmissdo, o quadro clinico e a imunologia
relacionada a infecgéo, trazendo avancgos significativos para o entendimento
da histéria natural da doenga (Krugman et al., 1962). Com os avangos da
investigacao dessa infecgao, Dane e colaboradores descreveram a particula
completa do HBV (Dane et al., 1970). Posteriormente, foram descritos outros
antigenos além do HBsAg, como o antigeno e (HBeAg) em 1972 (Magnius;
Espmark, 1972) e logo depois o antigeno do capsideo central ou core
(HBcAg) em 1977 (Howard; Zuckerman, 1977), além da caracterizagdo do
material genético do virus, acido desoxirribonucleico (DNA), de fita dupla

parcial (Robinson et al., 1974).

Hepatite B crénica € um problema de saude publica que apresenta
ampla diversidade na prevaléncia global. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) estabeleceu niveis de endemicidade de acordo com a prevaléncia do
HBsAg, tanto em regides como em populagdes, em quatro categorias: baixa

(<2%), intermediaria baixa (2-4%), intermediaria alta (5-7%) e alta (=8%).

A despeito de existir uma vacina efetiva contra o HBV, mais de 257
milhdes de pessoas vivem com hepatite B crénica no mundo. A infeccéo
cronica pelo HBV leva a inflamagado hepatica, com risco de cirrose e

carcinoma hepatocelular (CHC). Em contraste a redugédo na mortalidade
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pelo virus da imunodeficiéncia (HIV), tuberculose e malaria, a mortalidade

por HBV vem aumentando ao longo dos anos (WHO Hepatitis Report, 2017).

Estudos de biologia molecular do HBV proporcionaram um melhor
entendimento da virologia e possibilitaram a descricdo do genoma desse
virus no final da década de 1970 (Galibert et al., 1979). Apds cerca de duas
décadas, ja era possivel dosar a carga viral do HBV (HBV DNA) através de
Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR), (Ranki et al., 1995). Esta inovagao
tecnolégica tem sido utilizada na pratica clinica atual como parte da
propedéutica diagnostica e do monitoramento terapéutico do HBV
(Chevaliez et al., 2008).

As Nagdes Unidas langaram um desafio global de eliminagdo da
infeccdo pelo HBV como problema de saude publica até 2030. Ha, portanto,
grande necessidade de melhorar toda a linha de cuidados da infecgao pelo
HBV para atingir as metas de eliminagdo (United Nations, 2012). Curar a
infecgdo pelo HBV requer entendimento robusto e detalhado da sua
sequéncia genética, funcdo de seus diferentes genes e diversidade.
Conhecer essa diversidade genética viral pode auxiliar no manejo do
paciente por estratificagdo em grupos, selegao de terapias, identificagdo de
cepas-droga ou vacina resistente e desenvolvimento de novas abordagens

no monitoramento (McNaughton et al., 2019).

1.2 O virus da hepatite B

O HBV é um dos menores virus conhecidos que infectam humanos e
pertence a familia Hepadnaviridae. E um virus esférico, com nucleocapsideo
de simetria icosaédrica, dentro do qual se encontra o genoma, que é
constituido por uma molécula de DNA dupla fita parcial e a enzima
polimerase. E um virus hepatotrépico, e as lesdes hepaticas ocorrem por
mecanismos imunomediados nos hepatocitos. Também ¢é um virus
oncogénico reconhecido, conferindo maior risco de carcinoma hepatocelular

(CHC) nos individuos cronicamente infectados do que na populagéo geral. O
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virus circula no soro como uma particula de camada dupla de 42 nm, com
um componente de envelope externo (HBsAg) e um componente de
nucleocapsideo interno constituido pelo antigeno do core (HBcAg). O
genoma de DNA fita dupla circular parcial possui 4 fases de leitura abertas
(ORFs) — polimerase (Pol), superficie (pré S1, pré-S2 e S), pré-core/core (C)
e X (Figura 1). O HBV produz 5 transcritos de acido ribonucleico (RNA) com
varios comprimentos, e traduzidos em 7 diferentes proteinas: trés proteinas
de superficie (proteinas pequena, média e grande), dois antigenos
relacionados com o core (HBcAg e HBeAg), a polimerase e a pequena
proteina regulatéria X (HBxAg). Essa natureza compacta dos genomas dos
hepadnavirus com varias ORFs possibilita que aproximadamente dois tergos
dos seus nucleotideos possam ser codificados em mais de um elemento

funcional (Locarnini et al., 2013).
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Figura1 - Genoma do HBV e fases de leitura aberta (ORFs) codificantes
das proteinas virais
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A replicagdo do HBV se da por mecanismos de transcrigdo reversa,
por meio de um RNA intermediario, o RNA pré-genémico. A DNA polimerase
viral possui atividade de transcriptase reversa e carece de mecanismos
corretivos, pois nao possui habilidade para revisdo durante a replicacao,
facilitando substituicbes nucleotidicas em taxas superiores a outros virus
DNA, favorecendo, desta forma, a heterogeneidade nos genomas virais.
Durante a infecg¢ao crbnica e por diferentes mecanismos de pressao seletiva,
podem surgir variantes do HBV com mutagbes capazes de escapar a
deteccdo por procedimentos diagnosticos, profilaxia vacinal ou resposta
terapéutica aos antivirais. Essa extraordinaria diversidade genética,
associada a alta capacidade de replicagao viral, permite que o HBV se
adapte as diferentes reagdes imunoldgicas em diferentes individuos e até
em diferentes hospedeiros, como em espécies de outros primatas (Shaefer,
2007).

A partir de diferentes determinantes antigénicos do HBsAg, foi
proposta a primeira classificagcdo do HBV em 9 subtipos soroldgicos: ayw1,
ayw2, ayw3, ayw4, adw2, adw4, adrq+, adrq- e ayr (Courouce-Pauty et al.,
1983). Com os avangos das técnicas de biologia molecular, foi proposta uma
nova forma de classificacdo com base na divergéncia da sequéncia de
nucleotideos do genoma completo ou da sequéncia parcial do gene S
(Okamoto et al., 1988; Kramvis et al., 2005).

Com base na divergéncia nucleotidica >8% da sequéncia genGmica
do HBYV, foram definidos 9 gendtipos identificados por letras maiusculas (de
A até I); um décimo gendtipo (J) foi caracterizado apds isolamento em um
unico individuo portador de CHC (Kramvis, 2014; Tatematsu et al., 2009). Os
genotipos do HBV foram posteriormente divididos em pelo menos 35
subgendtipos por divergéncia nucleotidica >4%, com ampla variagdo no
numero de subgendtipos descritos para cada gendétipo (McNaughton et al.,
2019).

Ha diferentes teorias que procuram explicar a origem e a dispersao

dos principais gendtipos do HBV circulantes no Brasil e nas Américas
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Central e do Norte, sem, no entanto, ser capazes de elucidar essa questao.
Estudo recente avaliou possivel origem e migracao dos diferentes genétipos
do HBV pelo mundo, que sugere que o gendtipo A do HBV (HBV/A) originou-
se provavelmente entre o Oriente Médio e a Asia Central. Depois se
espalhou pela Africa Central e, entdo, se dividiu em dois caminhos
separados, um para a regiao Subsaariana Oriental e outro para o Sul. Muito
tempo depois, pelo grande contingente de migracdo humana, possivelmente
devido ao trafico de escravos, disseminou-se para o Brasil, o Caribe e o
subcontinente indiano. Ja o gendtipo D (HBV/D) parece ter formado clusters
regionais. Andlises filogenéticas sugeriram o Norte da Africa e o Oriente
Médio como a provavel origem do gendtipo D. Entretanto, a partir de um
conjunto de evidéncias atuais, a origem exata ainda ndo pode ser inferida
com precisdo (Kramvis, 2014; Kostaki et al., 2018; Godoy et al., 2020).

Atualmente, o gendtipo A € encontrado com maior frequéncia na
Africa Subsaariana (A1), no Norte Europeu (A2) e na Africa Ocidental (A3); o
gendtipo B é tipicamente encontrado no Japao (B1), no Leste Asiatico (B2-5)
e em populacdes indigenas do Artico (B6); o gendtipo C é mais encontrado
no Sudeste Asiatico (C1), na China, na Coreia e no Japao (C2) e em varias
ilhas do Pacifico Sul (C3); o gendtipo D (D1-4) é frequentemente encontrado
na regido mediterranea, Norte da Africa, Oriente Médio, india e Russia, além
do Leste Europeu; o genétipo E, no Oeste da Africa; os genétipos F e H sédo
encontrados nas Américas, mais frequentemente na América do Sul (F1-4) e
no Alasca (F1), e o H na América Central, no México e nos Estados Unidos
(EUA). O gendtipo G é raro, e foi encontrado em coinfecgdo com outros
gendtipos do HBV (em especial com o gendtipo A) nos EUA, na Franca e no
Vietna; o gendtipo | foi recentemente descrito no Vietna, e o gendtipo J
isolado em um unico individuo com CHC por provavel recombinacdo
genética na regido S do gendtipo C de macacos Gibdo (Locarnini, 2013;
Kramvis, 2014; McNaughton et al., 2019).

Desde as primeiras publicagdes sobre gendtipos do HBV no Brasil, os
mais frequentemente encontrados tém sido o gendtipo A, seguido pelos

gendtipos D e F (Araujo et al., 2004; Chacha et al., 2017; Crispim et al.,
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2014; Gusatti et al., 2015; Mello et al., 2014; Moraes et al., 1996; Paoli et al.,
2018; Rezende et al., 2005; Ribeiro et al., 2006; Sitnik et al., 2004). Os
gendtipos B e C ja foram descritos no territério brasileiro, particularmente em
populagdes de origem asiatica, e o gendtipo G foi encontrado no Rio de
Janeiro (Bottechia et al., 2008; Mello et al., 2014). Entretanto, ainda existem
poucos estudos a respeito da distribuicdo dos diferentes subgendtipos na
maior parte dos Estados brasileiros, bem como suas relagdes com possiveis

desfechos clinicos.

1.3 Epidemiologia do HBV

Trata-se de doenca de distribuicdo universal, presente em todos os
continentes, e endemicidade bem variavel. A Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) estimou que, em 2015, 240 milhdes de pessoas, ou 3,5% da
populacdo mundial, viviam com hepatite B crénica. A distribuicido
geografica/étnica do HBV no mundo leva em consideragdo o padréo de
endemicidade, com base na prevaléncia do HBsAg na populagdo geral,
classificando-a em baixa (<2%), intermediaria baixa (2-4%), intermediaria
alta (5-7%) e alta prevaléncia (28%) (WHO, 2015).

No Brasil, a prevaléncia de hepatite B crénica € considerada baixa.
Estes dados foram confirmados em revisao recente, que evidenciou que, na
maior parte dos estudos populacionais, as prevaléncias eram <1%.
Entretanto, ainda permanecem regides isoladas com prevaléncia
intermediaria e alta, particularmente no Estado do Amazonas. Prevaléncia
intermediaria fora da regido amazénica foi demonstrada em populagcdes
especificas, como populacdo de rua na cidade de Sao Paulo e em

afrodescendentes no Estado do Mato Grosso do Sul (Souto, 2016).

No Espirito Santo, dados populacionais referentes a hepatite B
crénica sao escassos. Estudo populacional em mulheres jovens com HIV
positivo acompanhadas num centro de referéncia em Vitéria evidenciou

prevaléncia de 0,9% em 1993 (Figueiredo, 2008). Estudo de analise
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exploratdria analisou distribuicdo espacial da hepatite B e identificou bolsdes
principalmente nas regides Norte do Brasil e em alguns municipios do

Estado de Santa Catarina, Parana e Espirito Santo (Vivaldini et al., 2019).

1.4 Vias de transmissao do virus da hepatite B

O HBV pode ser transmitido pelo contato com fluidos corporais, como
sangue, saliva, sémen e secregbes vaginais de individuos infectados.
Entretanto, a transmissédo vertical e perinatal, bem como a transmisséao
horizontal no ambiente do domicilio, sdo as principais formas de contagio no
mundo, particularmente nas populagdes com alta endemicidade da infecgao
(Fattovich et al., 2008).

No Brasil, dados a respeito da via de transmissdo sao escassos. O
boletim epidemiolégico do Ministério da Saude, recentemente atualizado,
classificou a via sexual como predominante (21,3%), seguida pela
transmissao vertical/intrafamiliar (5,1%). No entanto, em quase 60% dos
casos notificados, n&o foi reportada a provavel via de infec¢ao (Brasil, 2020).
Estudo populacional avaliando seis paises da América Latina verificou
aumento da prevaléncia de marcador soroldgico de infecgao pelo HBV (Anti-
HBc) em individuos com 16 anos ou mais, sugerindo predominio da via
sexual na transmissao da hepatite B. Por outro lado, paises como Republica
Dominicana e Brasil (21,4% e 7,9% respectivamente) ja apresentavam
marcadores sorologicos de infeccdo pelo HBV bem elevados nos primeiros
anos de vida, demonstrando a importancia das vias vertical e intrafamiliar na
transmissao do virus da hepatite B (Silveira et al., 1999). Outra via de
transmissdo ainda importante a ser considerada no Brasil é a via sanguinea
através da transfusdo de hemoderivados contaminados, particularmente
naqueles individuos que receberam transfusado antes de novembro de 1993,
quando o Ministério da Saude instituiu a obrigatoriedade da pesquisa do
anti-HBc total para doadores de sangue, como também a inclusdo da vacina
contra o HBV no calendario vacinal do SUS. Ainda outras formas de

transmissao do HBV que, embora tenham sido observadas com menor
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frequéncia, sdo importantes vias de infeccdo em algumas situagdes sao o
compartilhamento de seringas e materiais contaminados entre usuarios de
drogas endovenosas, os acidentes de trabalho entre profissionais da area da

saude e os pacientes em hemodialise.

1.5 Patogenia e histéria natural da infecgao pelo HBV

Como virus nao citopatico, a imunopatogénese do HBV é mediada
principalmente por resposta celular aos epitopos das proteinas do HBV
expressas na superficie dos hepatdcitos com consequente injuria no tecido

hepatico.

Para estabelecer a infeccdo, o HBV deve resistir a uma série de
mecanismos de defesa do hospedeiro, iniciando pela resposta imune inata
seguida pela resposta imune adaptativa. A resposta imune inata é facilitada
através de receptores de reconhecimento-padrdo, como lecitina tipo C e
opsoninas, além de receptores toll-like, entre outros. Nesse padrao de
resposta imune inata, os IFNs tém um papel central. Os IFNs tipo | podem
intensificar a atividade da célula natural killler (NK) e aumentar a expressao
do maior complexo de histocompatibilidade | (MHC 1), influenciando o
desenvolvimento de linfécitos T e B. Além disso, IFNs Il e Ill também
contribuem como defesa imune antiviral. Apds ultrapassar a resposta imune
inata, o HBV enfrenta a resposta imune adaptativa antigeno-especifica
mediada por linfécitos B e T. Como parte da resposta adaptativa, os
linfécitos B produzem anticorpos que se ligam aos virus circulantes,
facilitando, desta forma, a eliminagao de sua entrada nas células-alvo, e os
linfécitos T CD8 sdo como agentes efetores, reconhecem e matam as
células infectadas que expressam os epitopos virais em sua superficie
através do MHC I. Por outro lado, os linfécitos T CD4 sao ativados por
células que expressam epitopos virais através do complexo MHC Il e que,
em sua maioria, este complexo também se expressa como apresentador de
antigenos. Desta forma, o linfécito T CD4 nado atinge diretamente células

infectadas que expressam o MHC Il. Além disso, o linfécito T CD4 coordena
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resposta imune adaptativa para linfécitos T e B, através da ativagado de
células dendriticas, linfécitos T helper e linfocitos T regulatérios. A infecgao
cronica pelo HBV se desenvolve por ndo ocorrer uma acgao efetiva dos
linfocitos T CD8 e CD4, e, por tolerancia ou exaustdo das multiplas vias
imunes regulatérias, ndo sado desenvolvidos linfécitos T de memoria
eficientes. Essa replicacdo persistente pode desencadear respostas
imunoldgicas fortes e continuas contra o virus e resultar em lesbes graves
no figado (Chang; Liu, 2016).

A infecgdo crénica pelo HBV apresenta progresséo nao linear por 4
fases. A historia natural e os desfechos clinicos variam amplamente entre os
individuos infectados pelo HBV, e tanto fatores relacionados ao virus (carga
viral, mutagdes e gendtipo) como ao ambiente e ao hospedeiro (idade da
contaminagdo, sexo, imunossupressdo, alcool e fatores gendmicos)
parecem afetar esses desfechos. A classificacdo dessas fases clinicas da
hepatite B crbénica é baseada em parametros clinicos, tais como sinais de
hepatopatia avangcada ou manifestagdes extra-hepaticas, bioquimicos (ALT),
virologicos (HBV DNA, HBeAg) e grau de lesao hepatica por inflamagao e/ou
fibrose (Fattovich et al., 2008; Ferraz et al., 2020).

Na primeira fase, caracterizada pela tolerancia imune, ha replicagao
viral ativa, evidenciada pela presenca do HBeAg e das altas taxas do HBV
DNA no soro, geralmente acima de 200.000 Unidades Internacionais por
mililitros (Ul/mL), ndo raro acima de 107 Ul/mL ou até 108 Ul/mL. O individuo
€ assintomatico e ndo apresenta alteragbes significativas das
aminotransferases ou lesdao necroinflamatéria no figado. Essa fase, quando
identificada durante o acompanhamento do individuo, é classificada como

fase imunotolerante da hepatite B cronica.

A segunda fase € caracterizada pela presenca de resposta
imunoldgica exuberante, com inflamacgao e necrose dos hepatécitos. Nesta
fase, permanecem detectaveis no soro o HBeAg e o HBV DNA com altas
taxas de replicagao, geralmente acima de 20.000 Ul/mL, aminotransferases

alteradas, particularmente a ALT. Ha hepatite cronica ativa com lesdo
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hepatica inflamatdria e progressiva. Esta fase da infecgdo pode persistir por
varios anos, podendo evoluir para cirrose hepatica e suas complicagdes.

Esta fase é classificada como hepatite crénica ativa HBeAg positivo.

A terceira fase é caracterizada por baixa ou nenhuma replicagéo viral
e resolugdo do processo necroinflamatério. E um periodo em que ha
negativacdo do HBeAg, surgimento do anti-HBe e ALT retornando aos niveis
normais. Nesta fase, o HBsAg esta presente no soro com baixos niveis de
HBV DNA, geralmente inferior a 2.000 Ul/mL ou até ausente de forma
intermitente. Esta fase € reconhecida clinicamente como fase de portador

inativo, na qual o individuo pode persistir por décadas.

Seguindo-se a fase de portador inativo, € possivel uma quarta fase
com retorno da replicagao viral e reativacdo da doenca, podendo até haver
sororeversdo do anti-HBe para HBeAg. No entanto, mais comumente, o
HBeAg permanece indetectavel no soro, embora a hepatite crénica esteja
ativa, com a ALT elevada de forma intermitente ou persistente e a presenca
de atividade necroinflamatdria no tecido hepatico. Este padrdo geralmente
se associa a presencga de virus com mutagdes na regido promotora basal do
core (BCP) ou na regiado pré-core (PC) e é classificada clinicamente como

hepatite crénica HBeAg negativo (Fattovich et al., 2008; Ferraz et al., 2020).

Varios fatores virais parecem influenciar a evolugao da infeccéao pelo
HBV incluindo gendtipo (MacMahon, 2010), HBV DNA ao longo do tempo
(Chen, 2006) e mutacdes virais especificas (Lau et al., 2021). Reviséo
recente demonstrou que os gendtipos e subgendtipos do HBV apresentam
padrbes geograficos e vias de transmissao especificos; Kramvis, 2014).
Estudos sobre desfechos clinicos, principalmente comparando os genétipos
B e C na Asia, demonstraram que individuos infectados com gendtipo C
apresentam soroconversao do HBeAg em uma idade mais avangada e sao
mais propensos a ser HBeAg positivos em qualquer idade do que o gendtipo
B (Kao, 2002). Estudos nos gendtipos A e D sédo escassos, e nao tém sido
observadas diferengcas entre os gendtipos A e D em relacédo a taxa de

soroconversdao HBeAg/Anti-HBe. Entretanto, soroconversao S+/S- foi maior
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no gendtipo A em relagdo ao gendtipo D (Sanchez-Tapias, 2002). Alguns
estudos indicam haver associagdo entre variantes HBeAg negativas com
piores prognosticos, enquanto outros sugerem que a emergéncia dessas
variantes correlaciona com menor injuria hepatica e clareamento viral. (Shi,
2012).

A caracterizagao dos genotipos e subgendtipos do HBV, assim como
da variabilidade genética dessas cepas, € de grande utilidade em estudos

epidemioldgicos e para tragar a migracao das populagdes (Terrault, 2018).

Ocorréncias de variagdes naturais no genoma do HBV podem ter
implicagdes clinicas e epidemiologicas. Varios mutantes de HBV, incluindo
aqueles com mutagdes no promotor basal do core e no gene pré-core/core,
ou com delegdes no genes pré-S/S, foram relatados como associados a
doenga hepatica progressiva e ao risco de desenvolvimento de CHC
(Chotiyaputa; Lok, 2009; Lin; Kao, 2015;).

Recentemente, estudos de associagdo gendmica ampliada (GWAS)
identificaram polimorfismos associados aos diferentes desfechos de
doengas em populagao asiatica. Estes poliformismos estdo concentrados
proximos a regido do HLA e estdo relacionados aos diversos aspectos da
resposta imunoldgica do hospedeiro, como clareamento viral espontaneo,
supressao viral e variagao na resposta imune vacinal. Entretanto, estudos
em outras populag¢des de ancestrais ndo asiaticos portadores do HBV ainda
sao necessarios para melhor entendimento da real influéncia desses fatores
genéticos do hospedeiro nos desfechos clinicos da hepatite B cronica
(McMahon, 2009; McMahon, 2009a; Akcay, 2018).

1.6 Tratamento da hepatite B cronica

O objetivo principal do tratamento da hepatite B € reduzir o risco de
progressao da doencga hepatica e de seus desfechos primarios: cirrose,

carcinoma hepatocelular (CHC) e 6bito. Desfechos intermediarios, como a
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negativacédo do HBV DNA e a normalizagcédo da ALT, estdo validados e tém

sido utilizados como meta terapéutica de longo prazo.

A indicacédo de tratamento € baseada em fatores individuais (idade,
gestacao), familiares (comorbidades e histéria familiar), perfil sorolégico
(HBeAg), bioquimico (niveis de ALT), virologicos (HBV DNA) e intensidade
da lesao hepatica avaliada por métodos invasivos (bidpsia hepatica) e ndo
invasivos, como Elastografia, APRI e FIB4. Com o objetivo de melhorar o
entendimento e padronizar condutas, desde 2009, tém sido publicadas
diretrizes sobre diagnéstico, manejo e tratamento da hepatite B crénica (Easl
2017; Terrault et al., 2018).

No Brasil, foram publicadas recentemente, diretrizes atualizadas
sobre testagem, ferramentas diagndsticas, indicagdo de tratamento,
esquemas terapéuticos e manejo em determinadas populagdes pela
Sociedade Brasileira de Hepatologia e Sociedade Brasileira de Infectologia
(Ferraz et al., 2020).

1.7 Perspectivas na hepatite B crénica

A despeito da grande evolugdo no conhecimento do HBV nos ultimos
50 anos, a disponibilidade de medidas profilaticas eficazes, como vacina,
melhoria das ferramentas de diagndstico, monitoramento e tratamento da
hepatite B crénica, ainda permanecem alguns desafios para o efetivo
controle e a eliminagdo da infecgdo pelo virus da hepatite B. Entre esses
desafios, temos as migragdes populacionais entre areas geograficas com
diferentes prevaléncias dos diversos agentes infecciosos, entre eles o HBV,

e a falta de acesso universal a profilaxia e ao tratamento (Locarnini, 2015).

Este trabalho visa contribuir para melhor caracterizagao dos aspectos
clinicos, epidemioldgicos e viroldgicos da hepatite B cronica no Estado do
Espirito Santo, uma regido geografica que historicamente possui areas onde
a infeccdo pelo HBV alcanga niveis de prevaléncia intermediaria a alta.

Acreditamos que essa contribuicdo sera de grande importancia para a
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avaliacdo das politicas publicas adotadas atualmente para o manejo dos
portadores de hepatite B crbénica, o controle da disseminagao do virus e a

prevencao da infecgao na regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Caracterizagcdo dos aspectos demograficos, epidemioldgicos,
laboratoriais, viroldgicos e clinicos dos portadores cronicos do HBV
acompanhados no Servico de Doencas Infecciosas do ambulatério
de hepatite B do Servigo de Infectologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Espirito Santo
(HUCAM-UFES).

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar as formas clinicas da hepatite B crénica nos individuos
acompanhados no Servico de Doencas Infecciosas do HUCAM-
UFES;

e Caracterizar os gendtipos e subgendtipos do HBV circulantes nessa

populacao;

e Avaliar a associacao entre os genotipos e subgendotipos do HBV com

padrbes demograficos, epidemioldgicos, laboratoriais e clinicos;

e Avaliar as caracteristicas genéticas na regido do promotor basal do
core (BCP) e do gene pré-core dos gendtipos/subgendtipos do HBV

identificados na populacao estudada;

e Avaliar a associagdo entre as mutagbes das regides do promotor
basal do core (BCP) e pré-core (PC) com padrées demograficos,

epidemioldgicos, laboratoriais e clinicos.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes

3.1.1 Populagao do estudo

O estudo incluiu individuos de origem nao asiatica matriculados no
ambulatdrio de hepatite B do Servigo de Infectologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UFES. Foram recrutados os pacientes

matriculados no servico entre julho de 2005 e julho de 2017.

3.1.2 Critérios de inclusao

* Presenca de HBsAg no soro por mais de seis meses;

» Disponibilidade de resultado dos marcadores sorologicos do HBV:
HBeAg e Anti-HBe;

* Pelo menos uma determinagao de HBV DNA quantitativo;

+ Ildade = 18 anos.

3.1.3 Critérios de exclusao

» Dados epidemiologicos e demograficos incompletos no prontuario
médico;

» Seguimento por tempo inferior a 6 meses.

O uso abusivo de bebidas alcodlicas e comorbidades metabdlicas ndo

foi abordado neste estudo.
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3.2 Métodos

O desenho do estudo & uma série de casos com avaliagao
retrospectiva dos individuos matriculados no Servico de Doencgas
Infecciosas do HUCAM-UFES no periodo de 1° de julho de 2005 a 31 de

julho de 2017, para fins de inclusdo/exclusado do estudo.

Os dados demograficos (idade, sexo e macrorregido de nascimento),
epidemioldgicos (provavel mecanismo de infeccdo pelo HBV, coinfecgao
com HIV, HCV), laboratoriais (status HBeAg, HBV DNA, ALT) e clinicos
(fase clinica da hepatite B crénica) foram extraidos de documentos do
prontuario, bem como das evolugdes médicas durante todo o periodo de
acompanhamento. Para a distribuicdo dos individuos por local de
nascimento no Espirito Santo, foi utilizada a distribuigdo por regionais de
saude da Secretaria de Saude do ES (Resolugédo CIB/SUS-ES n° 219, de 19
de novembro de 2011) em quatro macrorregides: Norte, Central,
Metropolitana e Sul (Figura 2).
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DIVISAO REGIONAL DO ESPIRITO SANTO “-,

Macrorregides de Planejamento

Conforme Lei 9.768 de 28/12/2011

Legenda
= Localidades
Metropolitana
Norte
Central
Sul

Figura 2 - Mapa de divisdo em macrorregides do Estado do Espirito Santo
de acordo com a distribuigdo por regionais de saude da
Secretaria de Saude do Estado

A fonte provavel de infeccdo foi extraida de dados de prontuario
provenientes da investigagdo epidemioldgica ja padronizada no ambulatério
e realizada sistematicamente nas primeiras consultas, com investigagado dos
familiares (pais, irmaos, cénjuge e filhos), e, quando possivel, investigacao
sorolégica de familiares duas geragbes acima ou abaixo do caso-indice,

conforme necessario.
A via de infeccdo pelo HBV foi categorizada como:
e Vertical: definida pela presenca de mae HBsAg positivo;

e Intrafamiliar. quando o pai era portador de hepatite B cronica, mae
suscetivel ou evidéncia sorologica de portador de hepatite B

cronica entre familiares residentes no domicilio do caso-indice;
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e Sanguinea: por uso de drogas injetaveis ou inalatérias, por

hemotransfusao;

e Sexual nos individuos com pratica sexual ndo segura, multiplos
parceiros (mais de dois parceiros sexuais nos 6 meses anteriores
ao diagnéstico), auséncia de histéria familiar e marcadores de

infecgéo pelo HBV negativos nos pais;

e Hepatite B de fonte desconhecida: quando o individuo nao
preencheu nenhum dos critérios acima ou quando n&o houve

possibilidade de investigacao familiar.

Quando mais de um critério foi encontrado, considerou-se aquele com

maior potencial de infectividade.

A classificacdo da fase clinica da hepatite B crénica foi avaliada para
todos os pacientes inclusos em um momento pontual do estudo: julho/2017.

Para essa classificagédo, foram utilizados os seguintes critérios:
e Sorologicos: presenca ou ndo do HBeAg e anticorpos Anti-HBe;

e Bioquimicos: duas medidas de ALT com intervalo minimo de 30

dias;

e \Virolégicos: ultima carga viral realizada para os pacientes sem
tratamento. Para aqueles pacientes em uso de antivirais, foi
considerada a carga viral imediatamente anterior ao inicio da
terapia.

As fases evolutivas da infecgao crénica pelo HBV consideradas neste

estudo tiveram como base os critérios descritos no Quadro 1 pelas

diretrizes terapéuticas para hepatite B e coinfec¢des (Ferraz et al., 2020).
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Quadro 1 - Classificacdo das fases evolutivas da hepatite B crénica

12 Fase 2% Fase 32 Fase 42 Fase
Mareader Imunotolerante H:g\?:tﬁé:erigfa Portador Inativo H;Fi)va:tﬁg 23i(_:a
HBsAg Positivo Positivo Positivo Positivo
HBeAg Positivo Positivo Negativo Negativo
HBV DNA >107 Ul/ml 10* -107 Ul/ml < 2.000 Ul/ml >2.000 Ul/ml
ALT Normal Elevada Normal Elevada
Histologia No’rmal / Mgderada / No'rr_nal / M(_)derada /

minima intensa minima intensa

Para calculo de tempo de acompanhamento, foi utilizado o periodo
entre a primeira consulta e a ultima consulta registrada em prontuario. Foi
considerado como perda de seguimento de um determinado paciente
gquando o0 mesmo n&o compareceu em consulta médica no servigo por mais
de 24 meses. O periodo de acompanhamento foi calculado em meses e
agrupado em 4 categorias: <1 ano, <5 anos, >5 anos e perda de

seguimento.

3.2.1 Avaliacao Laboratorial

Foi realizada analise retrospectiva dos prontuarios dos individuos
inclusos no estudo para coletar dados laboratoriais incluindo niveis de
alanina aminotransferase (ALT), pesquisa dos antigenos HBsAg e HBeAg e
dos anticorpos anti-HBe e Anti-HBs e niveis de HBV DNA. Esses resultados
foram utilizados como uma das ferramentas para classificar a fase clinica da

hepatite B cronica.

Niveis séricos de ALT eram solicitados periodicamente a cada trés ou
seis meses e medidos por método automatizado de rotina do laboratério da
instituicdo. Os valores descritos neste estudo foram aqueles utilizados para

a classificacdo da fase clinica da hepatite B de cada paciente em julho de
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2017. O limite do valor normal de ALT considerado foi de 35 UI/L e 25 UI/L,

para homens e mulheres respectivamente (Terrault et al., 2018).

Os niveis de carga viral do HBV (HBV DNA quantitativo) eram
avaliados trimestralmente no primeiro ano de acompanhamento e, a seguir,
semestralmente, independentemente do inicio ou ndo do uso de antiviral.
Para alimentar a base de dados, foram utilizados os laudos dos resultados
anexados ao prontuario dos individuos. O resultado escolhido para o estudo
foi o datado de julho de 2017 ou o ultimo resultado de HBV DNA realizado
pelo individuo. Para aqueles individuos sem laudo comprobatério de HBV
DNA em prontuario, foi realizada busca ativa na plataforma de resultado de

exames do Laboratério Central da Secretaria de Saude (LACEN).

A técnica utilizada pelo LACEN para detectar e quantificar os niveis
de HBV DNA foi real-time polymerase chain reaction (PCR), em tempo real,
utilizando a metodologia TagMan, com limite inferior de 10 Ul/mL e superior
de 1.000.000.000 Ul/mL (ABBOTT, IL, USA).

Para a caracterizacdo dos gendtipos e subgendétipos do HBV, foram
incluidos apenas aqueles individuos com amostra coletada disponivel no
Biorepositorio do Servigo de Infectologia do HUCAM (BioDip) e com HBV
DNA detectavel.

A genotipagem foi realizada pela amplificagao e pelo sequenciamento
da regiao S e polimerase do genoma do HBV (S/POL), conforme descrito
por Gomes-Gouvéa et al., 2015. Para a amplificagdo, utilizou-se a
metodologia de nested PCR, sendo que, para a primeira PCR, foram usados
os primers PS3132F e 2920RM, que geraram um fragmento de 1506 pares
de base (pb), e, para a segunda PCR, foram os primers PS3201F e 1285R,
que anelam internamente o amplicon gerado na primeira PCR, amplificando

um fragmento de 1306 pb.

Para a amplificacdo das regides BCP e pré-core do genoma do HBV,
também foi aplicada a metodologia de nested PCR utilizando-se os primers

2032R e EP 1.1 para a primeira etapa de amplificagcdo, gerando um
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fragmento de 554 pb, e os primers 2017R e EP 2.1 para a segunda etapa de
amplificacédo, gerando um fragmento de 501 pb (SITNIK, 2004).

Os amplicons gerados foram purificados com o Kit Charge Switch
PCR Clean Up (Invitrogen), quantificados e, entdo, sequenciados. Para o
sequenciamento, utilizou-se a técnica de sequenciamento derivada da
metodologia de Sanger (Sanger et al., 1977), com didesoxinucleotideos
(ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme o kit ABI PrismR
BigDyeTM Terminator (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A
eletroforese foi realizada em sequenciador automatico ABI PRISM 3500.
Para o sequenciamento do fragmento de 1306 pares de base da regido da
polimerase, foram utilizados trés pares de primers (PS3201 e HBV477, L372
e RADE2, P781F e P1285R), que geraram 6 sequéncias (3 senses e 3
antisenses) com cerca de 500 pares de base superponiveis. Para o
sequenciamento da regido pré-core/core (fragmento de 501 pb), foram
utilizados os mesmos primers usados na segunda etapa de amplificagao,

que produziram sequéncias em ambos os sentidos da fita de DNA.

Para ,a anadlise das sequéncias do genoma do HBV geradas,
inicialmente foi montada uma sequéncia-consenso das seis fitas (regido
S/Pol) ou duas fitas (regido BCP e pré-core) de DNA obtidas no
sequenciamento de cada amostra, utilizando-se o programa CAP3
disponivel no site http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/.
Posteriormente, as sequéncias- consenso foram alinhadas, utilizando-se o
programa Clustal W integrado ao programa BioEdit, juntamente com
sequéncias dos diferentes gendtipos e subgendtipos do HBV obtidas no
GenBank. As sequéncias da regidao S/Pol obtidas neste estudo foram
submetidas a analise filogenética usando o programa BEAST v.1.8.3 com
10.000.000 etapas da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), amostragem
de cada 1.000 passos, e rejeitando os primeiros passos como 1.000.000
burn-in. O programa FigTree v1.4.2 foi utilizado para visualizagdo e edigao

das arvores filogenéticas.
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Para a investigagdo da ocorréncia de transmissao intrafamiliar, foram
realizadas analises filogenéticas das sequéncias do HBV isoladas das
amostras de individuos de uma mesma familia, utilizando-se os dados da
investigacdo epidemiolégica do grau de parentesco desses individuos
durante as consultas médicas, podendo se estender a duas geragdes acima

ou abaixo do caso-indice, de acordo com o caso.

A pesquisa de mutacdes nas regides BCP e pré-core foi realizada
pela andlise visual do alinhamento das sequéncias de nucleotideos. Na
regido do promotor basal do core, foram analisadas as posi¢cdes 1762 e
1764; na regiao pré-core, as posi¢goes 1814-1816 (codon de iniciagdo do
gene pré-core), 1858, 1862, 1888, 1896 e 1899. Foram consideradas
mutacdes as seguintes substituicbes: A1762T, G1764A, qualquer alteragao
que promova a alteracdo do cddon de iniciagdo ATG nas posi¢cdes 1814-
1816, na posicdo 1858, sé foi avaliado o nucleotideo presente, G1862T,
G1888A, G1896A, G1899A. Para fins de analise, foram consideradas as
mutagbes no BCP (A1762T, G1764A) e PC (G1896A, G1899A),

classicamente associadas com reducéo ou auséncia da sintese de HBeAg.

3.2.2 Banco de dados

Foi construido um banco de dados no programa Excel 2007
(Microsoft Office, 2007) elaborado com as variaveis escolhidas para a coleta
de dados. As informacdes obtidas na revisdo dos prontuarios e na execugcao
das técnicas laboratoriais foram digitadas e armazenadas nesse banco para

posterior analise estatistica.

A revisao dos prontuarios subsidiou informagdes acerca dos exames
laboratoriais bioquimicos, soroloégicos e virolégicos para a classificagdo da

fase evolutiva da hepatite B cronica.
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3 2.3 Analise estatistica

Foi realizada andlise descritiva dos aspectos demograficos,
epidemioldgicos, laboratoriais e clinicos de toda a populagdo do estudo:
média e mediana de idade, proporcdo de sexo F:M, provavel via de
transmissao, regido de nascimento, status do HBeAg +/-, presenca de
coinfecgdes com HIV e/ou HCV, nivel de carga viral expressa em Ul/mL e
logaritmo na base 10, fase clinica da doenga e uso de antiviral. Também foi
descrita a média de carga viral nos pacientes virgens de tratamento e em
uso de antiviral no momento da classificagdo da fase clinica da hepatite B

crbnica.

Os pacientes foram distribuidos em subgrupos, de acordo com a fase
evolutiva da infeccdo cronica pelo HBV: imunotolerante, hepatite crénica
HBeAg positivo, portador inativo, hepatite crénica HBeAg negativo. Foram
comparados os dados demograficos, epidemiolégicos e clinicos entre os

subgrupos.

A frequéncia dos diferentes gendtipos e subgendtipos do HBV
encontrados foi analisada na casuistica geral e depois avaliada de acordo
com o local de nascimento dos individuos: nascidos no Espirito Santo ou em
outras regides do Brasil. Foram analisadas a presenca e a frequéncia de
mutacdes nas regides BCP e PC nos diferentes gendtipos e subgendtipos
do HBV. O nivel de significancia utilizado em todos os testes estatisticos foi
de 5% (a=0,05).

Os resultados foram analisados utilizando-se o0s programas
estatisticos GraphPadPrism (Software Inc. San Diego, CA, versdo 5.01),
Minitab (Minitab Inc., versao 17.3.1) e SPSS (IBM SPSS ® Statistics, versao
23.0). Quando indicadas, foram procedidas as seguintes analises dos
resultados obtidos: média, mediana, desvio-padrao, Teste Exato de Fisher,
Teste do Qui quadrado, Teste ndo paramétrico de Mann Whitney e Teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis (Pagano; Gauvreau, 2004a; Pagano;
Gauvreau, 2004).
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4 RESULTADOS

4.1 Populagao do estudo

Entre julho de 2005 e julho de 2017, 617 individuos portadores de
hepatite B crénica pelo HBV estavam matriculados no Servigco de Doencas
Infecciosas do HUCAM. Entretanto, 30 foram excluidos, sendo 20 por dados
epidemioldgicos incompletos, 9 por estarem em acompanhamento ha menos
de 6 meses e 1 paciente com HBsAg negativo, caracterizando um quadro de

hepatite B oculta.

As caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, laboratoriais e

clinicas estao resumidas na Tabela 1.

A média de idade entre os 587 individuos elegiveis para o estudo foi
de 49,1 £ 13,9 anos e mediana de 48 anos (Intervalo Interquartil [IIQ] 38 -
60), sendo 52,6% (309/587) do sexo masculino e 47,4% (278/587) do sexo
feminino. Quanto a macrorregido de nascimento, daqueles nascidos no
Estado do Espirito Santo, a maioria (47,7%; n=280) era natural da regiao
metropolitana, seguida pela regido Sul (11,2%; n=66), central (10,4%; n=61)
e Norte (8,5%; n=50). Cento e trinta individuos (22,1%) ndo eram nativos do
Espirito Santo: a maioria (11,9%; n=70/587) era natural da regido Sudeste
do Brasil, seguida pela regido Nordeste (8,5%; n=50), Sul (1%; n=6) e
Centro-Oeste (0,5%; n=3). Somente 1 (0,2%) dos individuos era estrangeiro,

natural de Portugal.

A provavel via de infecgao pelo HBV nao foi identificada em cerca de
1/3 dos individuos (33,2%; 195/587). Entre os casos em que essa
informacé&o era conhecida (66,8%; 392/587), na maioria, 0 componente
familiar foi predominante, sendo 36,6% (n=215/587) associados a provavel
transmissao vertical e 19,6% (n=115/587) associados a transmisséo
intrafamiliar. A transmissdo associada as vias sexual ou sanguinea foi

observada em menor frequéncia (7% e 3,6%) dos casos respectivamente.
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A progressao da hepatite B cronica foi avaliada em julho de 2017 na
populacdo dos 587 individuos inclusos no estudo. Em relagédo as
caracteristicas laboratoriais no momento da classificacdo da fase clinica da
hepatite B crbnica, observou-se que a maciga maioria (92,5%; 543/587) era
HBeAg negativo e somente 35 (6%) individuos apresentaram HBeAg
positivo. As duas avaliagbes da ALT revelaram mediana de 24,0 U/L (11Q 17
- 45) e 28,8 U/L (lIQ 22 - 51,7), enquanto apresentaram os niveis de HBV
DNA mediana de 1.517 Ul/mL (11Q 144 - 10.034) ou 3,16 Log+o (11Q 2,16 -
4,0).

Quanto a progressdo da hepatite B crénica nessa populagao, foi
observado que predominaram as fases clinicas com HBeAg negativo, sendo
322 (54,9%) classificados na fase de portador inativo e 221 (37,6%) na fase
hepatite crénica ativa HBeAg negativo. Entre os individuos que foram
classificados nas fases clinicas associadas com presenga do antigeno
HBeAg, 15 (2,6%) estavam na fase imunotolerante e 20 (3,4%) estavam na

fase de hepatite cronica ativa HBeAg positivo.

A coinfec¢cao com HIV e/ou HCV foi infrequente, sendo observada em
35 (5,9%) individuos, sendo 23 (3,9%) coinfectados por HBV/HIV, 7 (1,2%)
coinfectados por HBV/HCV e 5 (0,8%) apresentaram tripla infecgdo por
HBV/HIV/HCV.

Durante a coorte, 38,2% (224/587) dos individuos iniciaram
tratamento com média de 47,9 (£39,6) meses de terapia antiviral. A mediana
do HBV DNA pré-tratamento para aqueles que iniciaram tratamento era de
9.900 Ul/mL (l1Q 4.096 - 138.947), enquanto que, para aqueles que ainda
nao haviam iniciado tratamento até julho de 2017, a mediana era de 419
Ul/mL (11Q 117 - 1.906).
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, laboratoriais e
clinicas dos 587 individuos portadores créonicos do HBV em
seguimento no HUCAM de janeiro de 2005 a julho de 2017

Total de individuos

Variavel %

N= 587
Idade (anos)
Média 49,1 (x14,0)
Mediana 48,0 (18-90)
Sexo
Masculino 309 52,6%
Feminino 278 47,4%
Regido de Nascimento
Metropolitana 280 47, 7%
Norte 50 8,5%
Central 61 10,4%
Sul 66 11,2%
Outras 130 22,1%
Provavel via de transmissao
Vertical 215 36,6%
Intrafamiliar 115 19,6%
Sexual 41 7%
Sanguinea 21 3,6%
Desconhecida 195 33,2%
HBeAg na classificacao clinica
Negativo 552 94%
Positivo 35 6%
Fase clinica hepatite crénica
Imunotolerante 15 2,6%
Hepatite ativa HBeAg + 20 3,4%
Portador inativo 322 54,9%
Hepatite ativa HBeAg - 221 37,6%
Nao pode ser classificado 9 1,5%
ALT na classificagao da fase clinica (U/L) (mediana)
ALT 1 24,0 (17.0 - 45,0)
ALT 2 28,5 (22.0 - 51,7)
HBV DNA na classificagdo da fase clinica
Mediana
Ul/mL 1.517 (IQ 144 - 10.034)
Log1o 3,16 (1Q 2.15 - 4,00)
Coinfecgao 35 6,0%
HBV/HIV 23 3,9%
HBV/HCV 7 1,2%
HBV/HIV/HCV 5 0,8%
Tratamento com antiviral
Nao 363 61,8%
Sim 224 38,2%
Tempo de antiviral (meses)
Média 47,86 (+39,6)
Mediana 39,00 (IQ 17.2 -64,0)
HBV DNA em uso antiviral
Mediana
Ul/mL 9.900 (1Q 4.096 -138.947)
Log1o 3,99 (1Q 3.61-5.14)
HBV DNA sem uso de antiviral
Mediana
Ul/mL 419 (1Q 117 -1.906)

Log+o 2,62 (1Q 2,06 - 3,28)
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4.2 Caracterizagao dos genétipos e subgenétipos do HBV

Dentre os 587 individuos inclusos no estudo, 279 tinham amostra
coletada disponivel e com HBV DNA detectavel, as quais foram submetidas

aos procedimentos para a identificagdo do gendtipo/subgendétipo do HBV.

A amplificagdo e o sequenciamento da regidao S/Polimerase do
genoma do HBV foram bem-sucedidos em 202 das 279 amostras
analisadas, das quais foram obtidas sequéncias com qualidade adequada

para a caracterizagao da variabilidade genética do virus.

Entre os 202 individuos portadores crénicos do HBV, os gendtipos A
(subgendtipos A1 e A2), D (subgendtipos D2, D3 e D4) e F (subgendtipo
F2a) foram encontrados (Figura 3). O gendtipo A foi o mais frequente
(65,3%;132/202), sendo 129 (63,9%) classificados como subgendtipo A1 e 3
(1,5%) como A2. O gendtipo D foi identificado em 32,7% (66/202) dos casos,
com predominancia do subgendtipo D3 (27,7%; 56/202), seguido por D4
(4%; 8/202) e D2 (1%; 2/202). E, por fim, em 4 (2%) casos, foi identificado o
genatipo F (subgendtipo F2a).

D4 F2a
4,0% 2,0%

Figura 3 - Distribuicdo dos subgendtipos, o HBV entre os 202 individuos
portadores crbénicos do HBV em seguimento no HUCAM de
janeiro de 2005 a julho de 2017
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A filogenia das sequéncias dos diferentes subgendtipos do HBV
identificados no Espirito Santo (A1, A2, D2, D3, D4 e F2a) sugere que
ocorreu a introdugao de diferentes cepas desses subgendtipos no Estado,
pois as sequéncias caracterizadas agruparam em diferentes clusters dentro
do clado do respectivo gendtipo, ndo ha um agrupamento especifico
apenas com cepas do HBV isoladas no Estado do Espirito Santo (Figuras 4
ar’).
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2% de dvergéncia

Figura 4 - Arvore filogenética de sequéncias de HBV subgendtipo A1
identificado entre portadores de hepatite B cronica procedentes do Estado
do Espirito Santo (em azul). Sequéncias do GenBank sao apresentadas por
seu gendtipo/subgendtipo correspondente, seguido pelo numero de acesso e
pela origem geografica, e sequéncias isoladas de outros casos no Brasil
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estdo destacadas em verde. Os valores de probabilidade posterior sdo
mostrados nos ramos principais. Os ramos contendo sequéncias isoladas de
familiares estao destacados a direita da arvore, onde F2, F5 e F7 se referem
as sequéncias HBV/A1 isoladas de membros das familias 2, 5 e 7
respectivamente
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Figura5- Arvore filogenética de sequéncias de HBV subgenétipos A2 e
F2a identificados entre portadores de hepatite B cronica procedentes do
Estado do Espirito Santo (em azul). Sequéncias do GenBank sao
apresentadas por seu gendtipo/subgendtipo correspondente, seguido pelo
nuamero de acesso e pela origem geografica, e sequéncias isoladas de
outros casos no Brasil estdo destacadas em verde. Os valores de
probabilidade posterior sdo mostrados nos ramos principais
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Figura6 - Arvore filogenética de sequéncias de HBV subgendtipo D3
identificado entre portadores de hepatite B cronica procedentes do Estado
do Espirito Santo (em azul). Sequéncias do GenBank s&o apresentadas por
seu gendtipo/subgendtipo correspondente, seguido pelo numero de acesso
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e pela origem geografica, e sequéncias isoladas de outros casos no Brasil
estdo destacadas em verde. Os valores de probabilidade posterior séo
mostrados nos ramos principais. As sequéncias isoladas de familiares estao
destacadas, onde F1, F3, F4, F6 e F9 se referem as sequéncias HBV/D3
isoladas de membros das familias 1, 3, 4, 6 e 9 respectivamente
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Figura7 - Arvore filogenética de sequéncias de HBV subgenétipos D2 e
D4 identificados entre portadores de hepatite B cronica procedentes do
Estado do Espirito Santo (em azul). Sequéncias do GenBank séao
apresentadas por seu genétipo/subgendtipo correspondente, seguido pelo



Resultados 39

numero de acesso e pela origem geografica, e sequéncias isoladas de
outros casos no Brasil estdo destacadas em verde. Os valores de
probabilidade posterior sdo mostrados nos ramos principais. As sequéncias
isoladas de familiares estdo destacadas, onde F2 se refere as sequéncias
HBV/D4 isoladas de membros da familia 2
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4.3 Avaliagao de correlagao entre os genétipos/subgendtipos do HBV e
caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, laboratoriais e

clinicas dos individuos com hepatite B cronica avaliados

Na Tabela 2, sdo apresentados os resultados da distribuicdo dos
subgenodtipos do HBV de acordo com caracteristicas demograficas,
epidemioldgicas, laboratoriais e clinicas dos 202 individuos, nos quais foi
possivel identificar o gendtipo/subgendtipo do HBV. Nessa populagdo, a
média de idade era de 48,8 e mediana de 48 anos, sendo 55% (111/202) do
sexo masculino e 45% (91/202) do sexo feminino. Quanto a macrorregiao de
nascimento no Estado do Espirito Santo, a maioria (47,5%; n=96) era natural
da regido metropolitana, seguida pela regido central (12,9%; n=26), sul
(9,4%; n=19) e Norte (6,4%; n=13). Quarenta e oito individuos (23,8%) nao

eram nativos do Espirito Santo.

A provavel via de infecgao pelo HBV foi identificada em 143 dos 202
(70,8%) individuos, predominando as vias vertical ou intrafamiliar em 61,3%
(124/202) dos casos.

Em relacdo a presenga do antigeno HBeAg, a maioria (93,1%;
188/202) apresentava HBeAg negativo e 14 (6,9%) individuos apresentavam
HBeAg positivo. A coinfecgdo com HIV ou com HCV foi pouco frequente, 3
casos e 1 caso respectivamente. A progressdao da hepatite B crénica foi
avaliada entre 200 dos 202 individuos com gendtipo do HBV caracterizado,

e, entre estes, foram predominantes as fases clinicas com HBeAg negativo.



Resultados

41

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas, epidemiologicas, laboratoriais e
clinicas dos 202 individuos portadores do HBV, acompanhados
no HUCAM, entre janeiro de 2005 a julho de 2017, cujo
genotipo/subgendtipo viral foi caracterizado

Subgenétipo do HBV

. Total A1 A2 D2 D3 D4 F2a
Variavel n(%)
N= 202 N=129 N=3 N=2 N= 56 N=38 N=4
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Idade (anos)
Média 48,8 48,8 52 35 53,5 47,5 36,7
Mediana 48 46,5 52 35 55 47,5 41,5
Sexo n (%)
Masculino 111(55) 68 (52,7) 2(66,7) 2(100) 33 (59) 3(37,5) 3(75)
Feminino 91 (45) 61(473) 1(33,3) O 23 (41) 5(62,5) 1(25)
Provavel via de transmissao
Vertical 71(35,1) 33(25,6) 0(0) 1(50,0) 31(55,3) 4 (50) 2 (50)
Intrafamiliar 53 (26,2) 36(27,9) 2(75,0) 0(0) 11(19,6) 3(37,5) 1(25)
Sexual 5(2,5) 9(7,0) 0 (0) 0 (0) 1(1,8) 0 (0) 0 (0)
Sanguinea 14 (6,9) 3(3,1) 0 (0) 0 (0) 5(8,9) 0 (0) 0 (0)
Desconhecida 59 (29,2) 47 (36,4) 1(25) 1(50) 8(14,3) 1(12,5) 1(25)
Macrorregiao do ES
Metropolitana 96 (47,5) 53(41,1) 2(66,7) 2(100) 33(58,9) 4 (50) 2 (50)
Norte 13 (6,4) 11(8,5) 0(0) 0 (0) 1(1,8) 1(12,5) 0 (0)
Central 27 (12,9) 19 (14,7) 0(0) 0 (0) 7(12,5) 0(0) 1(25)
Sul 19 (9,4) 11(8,5) 0(0) 0 (0) 8(14,3) 0(0) 0 (0)
Outras 47 (23,3) 35(27,1) 1(33,3) 0(0) 7(12,5) 3(37,5) 1(25)
Status HBeAg
HBeAg - 188 (93,1) 121(93,8) 3 (100) 1(50,0) 52(92,9) 7(87,5) 4(100)
HBeAg + 14 (6,9) 8(6,2) 0 (0) 1(50,0) 4(7,1) 1(12,5) 0(0)
Fase Clinica
Imunotolerante 8 (4) 7 (5,4) 0 (0) 0(0) 1(1,8) 0 (0) 0(0)
Hepatite Ativa
HBzAg+ 8 (4) 3(2,3) 0 (0) 1 (50) 3(5,4) 1(12,5) 0(0)
Portador inativo 125 (61,9) 80 (62) 3(100) 1 (50) 35(62,5) 3(37,5) 3(75)
:g‘;‘j:g? ativa 59 (29,2) 37(28,7) 0(0) 0(0) 17 (30,4) 4 (50) 1(25)
Nao classificado 2(1) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Coinfecgao
HBV/HIV 3(1,5) 2(1,5) 0 (0) 0 (0) 1(1,8) 0 (0) 0(0)
HBV/HCV 1(0,5%) 1(0,8) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
HBV/HIV/HCV 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Tratamento antiviral
Nao 129 (63,9) 86 (66,7) 3 (100) 1 (50) 32 (57,1) 4 (50) 3(75)
Sim 73 (36,1) 43(33,3) 0(0) 1 (50) 24 (42,9) 4 (50) 1 (25)
HBV DNA
Mediana Ul/mL 1.023 1604 14.490 273 328 76
11Q1-11Q3 285-8.000 113-2.762 13-11474 1332814 72-235
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Anadlises estatisticas para a avaliacdo da correlagdo entre
subgendtipo do HBV e as variaveis demograficas, epidemioldgicas, clinicas
e laboratoriais relacionadas na Tabela 2 foram conduzidas incluindo apenas
aqueles infectados pelos subgenétipos mais frequentes, A1 e D3, os quais
representaram 91,6% (185/202) da casuistica de estudo. Na Tabela 3, séo
apresentados os resultados dessa analise, que demostrou associagéo
significativa entre o subgendtipo viral e as variaveis demograficas e
epidemioldgicas: provavel via de transmisséo e naturalidade dos individuos.
A via de transmissao vertical apresentou associagdo com o subgenaétipo A1
e a transmisséo intrafamiliar com subgendtipo D3 (p=0.001). A infecgéo pelo
subgendtipo A1 foi mais frequente do que a infecgao pelo subgendtipo D3

entre individuos nascidos fora do Estado do Espirito Santo (p=0,029).

Nao se observou correlagdo entre infecgao pelo subgenédtipo A1 ou
D3 com idade, sexo, macrorregido de nascimento, coinfecgcdo com HIV ou
HCV, carga viral, inicio ou ndo de tratamento antiviral durante o estudo, perfil

sorolégico do HBeAg e fase clinica da hepatite B crénica (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas demograficas, epidemiologicas, laboratoriais e
clinicas dos 185 individuos portadores crénicos do HBV
subgendtipo A1 ou D3 acompanhados no HUCAM, entre janeiro
de 2005 a julho de 2017

Total de

3 genétipos Genotipo A1 Genotipo D3
Variavel N= 185 N= 129 N= 56 valor-p
n (%) n (%) n (%)
Idade
Média (DP) 48,8 (+14,1) 48,9 (x14,2) 53,5 (x12,0)
Mediana (11Q) 48,0 (38-60) 46,5 (37-60) 55,0 (44,7-61,5)
Sexo 0,43
Masculino 101 (54,6) 68 (52,7) 33 (58,9)
Feminino 84 (45,4%) 61 (47,3) 23 (41,1)
Provavel transmissao 0,001
Vertical 64 (34,6) 33 (25,6) 31 (55,4)
Intrafamiliar 47 (25,4) 36 (27,9) 11(19,6)
Sexual 14 (7,6) 9 (7) 5(8,9)
Sanguinea 06 (3,2) 5(3,9) 1(1,8)
Desconhecida 54 (29,2) 46 (35,7) 8 (14,3)
Natural do ES 0,029
Nao 42 (22,7) 35 (27,1) 7(12,5)
Sim 143 (77,3) 94 (72,9) 49 (87,5)
Macrorregiao
Nascimento no ES 0,087
Metropolitana 87 (47,0) 54 (41,9) 33 (58,9)
Norte 15 (8,1) 14 (10,9) 01 (1,8)
Central 23 (12,4) 16 (12,4) 07 (12,5)
Sul 18 (9,7) 10 (7,8) 8 (14,3)
Outros 42 (22,7) 35 (27,1) 7(12,5)
Coinfecgao HIV
Nao 182 (98,4) 127 (98,4) 55 (98,2)
Sim 3(1,6) 2(1,6) 1(1,8)
Coinfec¢dao HCV
Nao 184 (99,5) 128 (99,2) 56 (100)
Sim 1(0,5) 1(0,8) 0
Uso antiviral 0,21
Nao 118 (63,8) 86 (66,7) 32 (57,1)
Sim 67 (36,2) 43 (33,3) 24 (42,9)
Status HBeAg 0,81
HBeAg- 173 (93,5) 121 (93,8) 52 (92,8)
HBeAg+ 12 (6,5) 8(6,2) 4(7,1)
Forma clinica 0,45
Imunotolerante 6 (3,3) 5(3,9) 1(1,8)
Hepatite ativa HBeAg+ 5(2,7) 2 (1,6) 3(5,4)
Portador inativo 99 (54,1) 69 (54,3) 30 (53,6)
Hepatite ativa HBeAg- 73 (39,4) 51 (40,2) 22 (39,3)
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4.4 Frequéncia dos diferentes subgenétipos do HBV no Espirito Santo e

em outros locais de nascimento

Para melhor entendimento em relacdo a introdu¢cdo dos diferentes
subgendtipos do HBV no Estado do ES, foi avaliada a frequéncia dos
subgendtipos de acordo com o local de nascimento dos individuos do estudo,

assim como o perfil de agrupamento das sequéncias na arvore filogenética.

As frequéncias dos subgendtipos do HBV foram similares tanto nos
individuos nascidos no ES como em outras localidades (Tabela 2). Entretanto,
apesar dos subgenotipos A1 e D3 predominarem nos dois grupos, a frequéncia
do subgendtipo D3 foi maior (31,6%; 49/155) entre os individuos nascidos no
ES; entre aqueles nascidos fora do Estado, a frequéncia de D3 foi de 14,6%
(7/48), diferenga que foi estatisticamente significante, conforme apresentado no

tépico anterior (Tabela 3).

Considerando os individuos naturais do Espirito Santo (n=155), 62%
(96/155) eram da macrorregido metropolitana, 8,4% (13/155) naturais da
macrorregidao Norte, 17,4% (27/155) da macrorregido central e 12,2% (19/155)
da macrorregido Sul do Estado. As frequéncias dos subgendtipos do HBV em
cada uma dessas macrorregides foram similares aquelas da populagao geral do
estudo, com predominio de A1 e D3, tendo, contudo, algumas particularidades:
aumento progressivo das frequéncias no sentido Norte-Sul do Estado (7,7%;
25,9%; 34,4%; 42,1%) do subgendtipo D3 e, no sentido Sul-Norte do Estado,
para o subgenotipo A1 (57,9%; 55,2%; 70,4%; 84,6%). Na regido metropolitana,
foram encontrados todos os subgendtipos (A1, A2, D2, D3, D4 e F2a) (Figura
8).

Nos resultados da analise filogenética, também n&o se observou, dentro
dos diferentes agrupamentos de subgendtipos, a formacédo de clusters
especificos apenas com cepas do HBV isoladas de individuos naturais da

mesma macrorregiao no ES (Figuras 4 a 7).
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Figura 8 - Distribuigdo dos subgendtipos do HBV caracterizados
presente estudo por macrorregides do Estado do ES
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4.5 Avaliagcao da transmissao intrafamiliar do HBV no Espirito Santo

por analise filogenética das sequéncias

Entre os individuos inclusos no estudo, foram identificados 38 com
algum grau de parentesco. Em 21 desses individuos, os quais eram
pertencentes a 9 familias, foi possivel realizar a analise filogenética das
sequéncias S/Pol do HBV para a avaliagao de transmissao intrafamiliar. O

Quadro 2 mostra a relacao familiar entre esses individuos.

Isolados com estreitas relagdes filogenéticas foram encontrados em
trés familias (F2, F3 e F5). Nesses casos, se observou alta similaridade
entre as sequéncias, que formaram um grupo monofilético bem-suportado
(valor de probabilidade posterior >0.8). O subgendtipo D4 foi identificado
entre os membros (mée e filhos) da familia 2, o HBV/D3 entre os membros
(irm&os) da familia 3 e o HBV/A1 entre membros (irmdos) da familia 5
(Figuras 4,6 e 7).

As sequéncias dos isolados dos membros da familia 8 (mae e filha)
apresentaram um padrao de agrupamento monofilético, porém com pouco
suporte (valor de probabilidade posterior a 0.64). Resultado similar foi
observado na analise das sequéncias de HBV dos membros das familias 1
(pai e filhos), 7 (pai e filha) e 9 (cOnjuges). Todos os casos de cada
respectiva familia estavam infectados com o mesmo subgendétipo (HBV/A1:
F7 e HBV/D3: F1 e F9), porém as sequéncias agruparam em diferentes

clusters (Quadro 2).

Na familia 4, cada conjuge apresentava histéria familiar de hepatite B
cronica, e foram, provavelmente, infectados antes do matrimbnio por
subgenotipos diferentes (HBV/A1 e HBV/D3), conforme Figuras 4 e 6.

Na familia 6, apesar de irm&os, esses individuos apresentavam
gendtipos diferentes (HBV/A1 e HBV/D3), o que evidencia infecgdo por
diferentes fontes (Figuras 4 e 6). Nesse caso, em especial, 0 irméao
apresentava coinfeccdo por HBV/HIV, levantando a possibilidade de a

infec¢ao pelo HBV ter ocorrido pela via sexual.
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Quadro 2 - Casos com histérico de transmissdo intrafamiliar cujo
subgendtipo do HBV foi caracterizado: relagdo familiar e
resultado da anadlise filogenética das sequéncias do HBV
caracterizadas

Provavel via de Ca . —
G o Evidéncia de transmissao
- rau transmissao na . - o
Familia Membros e Subgenétipo intrafamiliar com base na
parentesco classificagao fi .
P ilogenia
clinica
ES_156 Filho Intrafamiliar Fraca
F1 ES 24 Pai Vertical D3 1B SERLIENEES ZEMUPEGELT
— separadas dentro do clado de
ES_210 Filho Vertical D3
ES_26 Mae Vertical
Forte
F2 ES_284 Filha Vertical D4 As sequéncias agruparam juntas
| I
ES_88 Filho Vertical & com valor de pp alto
ES_45 Irmao Vertical Forte
F3 D3 As sequéncias agruparam juntas
ES_227 Irma Vertical e com valor de pp alto
4 ES_28 Esposa Sexual A1 Ausente
ES_46 Marido Desconhecida D3 Genotipos diferentes
ES_ 277 Irmao Vertical Forte
E5 A1 As sequéncias agruparam juntas
ES_233 Irma Vertical e com valor de pp alto
ES_13 Irma Vertical D3
F6 - Ausente
ES_84 Irmao Vertical A1 Genétipos diferentes
. . Fraca
ES_11 Pai Desconhecida As sequéncias agruparam
F7 A1l
separadas dentro do clado de
ES_294 Filha Intrafamiliar D3
_ o Média
F8 ES_263 Mée Intrafamiliar Al As sequéncias agruparam juntas
, mas com valor de pp mais
ES_273 Filha Desconhecida baixo
S 1 camili Fraca
= ES 14 Esposa Intrafamiliar o5 As sequéncias agruparam
separadas dentro do clado de
ES_268 Marido Sexual D3
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4.6 Analise de mutagoes nas regidoes gendomicas do promotor basal do

core (BCP) e pré-core (PC)

De 202 amostras nas quais se caracterizou o genoétipo/subgendtipo
do HBV, em 116, foi possivel amplificar e sequenciar as regides pré-core

(PC) e do promotor basal do core (BCP) para a pesquisa de mutagoes.

Na analise da variabilidade nas posicdes 1762 e 1764 (regiao BCP),
foi observado que 69% das amostras apresentavam cepas do HBV com
mutagdes nessas posi¢coes. A mutacdo G1764A foi observada com maior
frequéncia (68%) do que a mutagdao A1762T (54%), e 52,7% das amostras
apresentavam a associacao A1762T + G1764A.

Nao se observou associacao entre a presengca de mutagées no BCP
com o perfil sorolégico do HBeAg; a frequéncia das mutagdes A1762T e
G1764A isoladamente ou associadas foi similar nas amostras com HBeAg
negativo e positivo. Da mesma forma, ndo se observou associagao entre a
presengca dessas mutagdes com idade, formas de transmissdo, formas
clinicas da hepatite B cronica e niveis de HBV DNA. Por outro lado, se
observou que essas mutagdes foram mais frequentes (73,5%) nas cepas
gendtipo A do que nas gendtipo D (55,6%), mas sem significancia estatistica
(p=0,08). Quando essa avaliagéo foi feita considerando-se cada uma das
mutagcbes A1762T ou G1764A isoladamente ou associadas (A1762T +
G1764A), observou-se que a frequéncia sempre foi maior no gendtipo A,
porém apenas a maior frequéncia da G1764A no gendtipo A em relagédo ao
D (73,5% vs 51,8%) apresentou significancia estatistica (p=0,03).
Resultados semelhantes foram observados quando se avaliou a frequéncia

das mutacdes no BCP entre os subgendtipos A1, D3 e outros (A2, D2 e D4).
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Tabela 4 - Frequéncia de mutagdes na regido BCP e caracteristicas clinicas, laboratoriais e virologicas dos individuos
portadores do HBV acompanhados no HUCAM, entre janeiro de 2005 a julho de 2017

3 Total A1762T  Pvalue  GI764A  Pvalie o2 F  Fyale  ATTEZT elou Azt WrBce Pieie
Variavel n=60 A1762T n=75 G1764A _ _ e/lou n=34 WT BCP
n=58 G1764A n=76 G1764A
n=111/110* 54% 68% 52,70% 69% 31%
Idade (anos) n=111
20-40 41 (36,9%%) 22 (53,7%) 0,949 27 (67,5%) 0,908 21 (52,5%) 0,971 27 (67,5%) 0,785 13 (32,5%) 0,785
>40 70 (63,1%) 38 (54,3%) 48 (68,6%) 37 (52,8%) 49 (70%) 21 (30%)
HBeAg status n=111
Negativo 97 (87,4%) 51 (52,3%) 0,407 66 (68%) 0,931 50 (51,5%) 0,496 67 (69%) 0,991 30 (30,9%) 0,991
Positivo 14 (12,6%) 9 (64,3%) 9 (69,2%) 8 (61,5%) 9 (69,2%) 4 (30,7%)
Genétipo n=111
A 84 (75,7%) 48 (57%) 0,250 61 (73,5) 0,040 47 (56,6%) 0,151 61 (73,5%) 0,086 22 (26,5%) 0,086
D 27 (24,3%) 12 (44,4%) 14 (51,8%) 11 (40,7) 15 (55,6%) 12 (44,4%)
Subgenétipo n=111
A1 82 (73,9%) 47 (57,3%) 0,497 60 (74%) 0,034 46 (56,8%) 0,360 60 (74%) 0,080 21 (25,9%) 0,080
D3 24 (21,6%) 11 (45,8%) 11 (45,8) 10 (41,7%) 12 (50%) 12 (50%)
Outros 5 (4,5%) 2 (40%) 4 (80%) 2 (40%) 4 (80%) 1(20%)
HBV DNA (IU/mL) n=109/108&
até 2000 Ul 50 (43,9%) 25 (53,2%) 0,981 32 (68,1%) 0,398 24 (51%) 0,933 33 (70,2%) 0,395 14 (29,8%) 0,395
de 2001 a 10000 UI 27 (23,7%) 15 (55,6%) 21 (77,8%) 15 (55,6%) 21 (77,8%) 6 (22,2%)
maior que 10000 Ul 37 (32,4%) 19 (54,3%) 21 (61,8%) 18 (52,9%) 21 (61,8%) 13 (38,2%)
Classificagao Clinica n=111
Imunotoletante 7 (6,3%) 4 (57,1%) 0,708 4 (57,1%) 0,671 4 (57,1%) 0,850 4 (57,1%) 0,617 3 (42,9%) 0,609
Hepatite ativa HBeAg+ 7 (6,3%) 5(71,4%) 5(83,3%) 4 (66,7%) 5 (83,3%) 1(16,7%)
Hepatite ativa HBeAg- 39 (35%) 19 (48,7%) 25 (64%) 19 (48,7%) 25 (64,1%) 14 (35,9%)
Portador inativo 58 (52,3%) 32 (55,2%) 41 (70,7%) 31 (53,4%) 42 (72,4%) 16 (27,6%)
Formas de transmissao n=111
Intrafamiliar 68 (61,3%) 36 (52,9%) 0,767 45 (67,2%) 0,775 34 (50,7%) 0,603 46 (68,7%) 0,902 21 (31,3%) 0,902
Outras 43 (38,7%) 24 (55,8%) 30 (69,7%) 24 (55,8%) 30 (69,8%) 13 (30,2%)
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Na analise da variabilidade nas posi¢cdes 1896 e 1899 da regiao PC,
foi observado que 24% das amostras apresentavam cepas do HBV com
mutacdes nessas posi¢coes. A mutagdo G1899A foi observada com maior
frequéncia (17,2%) do que a mutagcdo G1896A (16,4%), e 9,5% das

amostras apresentavam a associacédo G1896A + G1899A (Tabela 5).

Ndo se observou associagdo entre a presenga de cepas com
mutacdes na regido PC com o perfil sorolégico do HBeAg. A frequéncia de
cepas com as mutacdes G1896A e G1899A isoladamente ou associadas foi
similar nos casos com HBeAg negativo e positivo. Da mesma forma, néo se
observou a associagao entre a presenga de cepas com essas mutagdes e as

vias de transmissao ou as formas clinicas da hepatite B crénica.

Mutagdes na regido PC foram mais frequentes (75,8%) nas cepas
genotipo D do que nas gendtipo A (6,9%). Essa diferengca apresentou
significancia estatistica (p<0,001), resultado que se manteve mesmo quando
essa avaliagao foi feita considerando-se cada uma das mutagbes G1896A
ou G1899A isoladamente ou associadas (G1896A + G1899A). Resultados
semelhantes foram observados quando se avaliou a frequéncia das
mutagdes na regido PC entre os subgendtipos A1, D3 e outros (A2, D2 e
D4), com valor de p<0,001 (Tabela 5).

Na analise da base presente na posicdo 1858, que faz pareamento
com a base 1896 no genoma do HBV, observou-se que 95,3% (n=81/85)
das cepas gendtipo A apresentavam um C e, em todos esses casos, a
mutagdo G1896A estava ausente. Quatro amostras (4,7%) HBV/A1
apresentaram um T na posicao 1858, e, em uma delas, a mutagdo G1896A
estava presente. Todas as amostras genodtipo D (n=29; D3=24, D2=2 e
D4=3) apresentavam um T na posicdo 1858. Entre essas, a mutagao
G1896A foi observada em 62% (n=18/29) dos casos; 58,3% (n=14/24) nos
HBV/D3, em todos os HBV/D2 (n=2/2) e em 66,7% (n=2/3) dos HBV/D4
(Tabela 5).

Valores intermediarios de HBV DNA (2.000 Ul/mL e 10.000 Ul/mL)

apresentaram associagdo estatisticamente significante com a presenga da
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mutacdo G1896A (p=0,04) isolada ou em associacdo com a mutagao
G1899A (p=0,01). A presengca da mutacdo G1899 isoladamente nao

apresentou associagao com nenhum valor de carga viral (p=0,06) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Frequéncia de mutagcdes na regido PC e caracteristicas clinicas, laboratoriais e virologicas dos individuos
portadores do HBV acompanhados no HUCAM, entre janeiro de 2005 a julho de 2017

G1896A
G1896A  Pvalue  G1899A  Pvalue CJO96A+ P value elou P value WTPC P value
Variavel Total n=19  G1896A  n=20  Giggoa G184 CI890A* 61899 e n=88  WTPC
n=116 16,40% 17,20% 9,50% 24% 75,90%
Idade (anos) n=116 19 20 11 28 88
20-40 43 (37%) 5(11,6%) 0,279 6 (13,9%) 0,466 3 (7%) 0,471 8 (18,6%) 0,279 35(81,4%) 0,279
>40 73 (63%) 14 (19,2%) 14 (19,1%) 8 (11%) 20 (27,4%) 53 (72,6%)
HBeAg status n=116
Negativo 101 (87,1%) 17 (16,8%) 1,000  19(18,8%) 0,462 10 (9,9%) 1,000 26 (25,7%) 0,517 75(74,3%) 0,517
Positivo 15(12,9%) 2 (13,3%) 1(6,7%) 1(6,7%) 2 (13,3%) 13 (86,7%)
Genétipo n=116
A 87 (75%) 1(1,1%) < 0,001 5(57%)  <0,001 0 < 0,001 6 (6,9%) < 0,001 81(93,1%) < 0,001
D 29 (25%) 18 (62%) 15 (51,6%) 11 (37,9%) 22 (75,8%) 7 (24,1%)
Subgenétipo n=116
A1 85 (73,3%) 1(1,2%) < 0,001 5(59%)  <0,001 0 nZo determinado 6 (7%) < 0,001 79(92,9%) < 0,001
D3 24(20,7%) 14 (58,3%) 15 (58,3%) 10 (41,7%) 18 (75%) 6 (25%)
Outros 7 (6%) 4 (57,1%) 1(14,3%) 1(14,3%) 4 (57,1%) 3 (42,9%)
HBV DNA (IU/mL) n=114
até 2000 Ul 50 (43,9%) 4 (8%) 0,046 6 (12%) 0,063 1(2%) 0,014 9 (18%) 0,089 41(82%) 0,089
de 2001 a 10000 UI 27 (23,7%) 8 (29,6%) 9 (33,3%) 6 (22,2%) 11 (40,7%) 16 (59,3%)
maior que 10000 Ul 37 (32,4%) 7 (18,9%) 5 (13,5%) 4(10,8%) 8 (21,6%) 29 (78,4%)
Classificagao Clinica n=116
Imunotoletante 7 (6%) 0 0,243 0 0,377 0 nao determinado 0 0,256 7 (100%) 0,256
Hepatite ativa HBeAg+ 8 (6,9%) 2 (25%) 1(12,5%) 1(12,5%) 2 (25%) 6 (75%)
Hepatite ativa HBeAg- 41(35,3%)  9(21,9%) 7 (17%) 5 (12,2%) 11 (26,8%) 30 (73,2%)
Portador inativo 60 (51,7%) 8 (13,3%) 12 (20%) 5 (8,3%) 15 (25%) 45 (75%)
Formas de transmissao n=116
Intrafamiliar 70 (60,3%) 14 (20%) 0,184 13 (18,6%) 0,638 8 (11,4%) 0,367 19 (27%) 0,346 51(72,9%) 0,346

Outras 46 (39,7%) 5 (10,9%) 7 (15,2%) 3 (6,5%) 9 (19,6%) 37 (80,4%)
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A associagao de mutagdes nas regides BCP (posicbes 1762 e 1764)
e PC (posicdes 1896 e 1899) também foi analisada, a qual foi observada em
16,4% das amostras com mutag¢des nessas posi¢cdes. Cepas com mutagcdes
somente na regido BCP (A1762T e/ou G1764A) foram observadas com
maior frequéncia (52,7%) do que aquelas que apresentavam mutacdes
somente na regidao PC (G1896A e/ou G1899A), presentes em apenas 8%

das amostras analisadas (Tabela 6).

Nao se observou associacido entre a presenca de mutagdes nas
regides BCP + PC (A1762T e/lou G1764A + G1896 e/ou G1899A) com o
perfil sorolégico do HBeAg. A frequéncia dessas mutacdes isoladamente ou
associadas foi similar nas amostras com HBeAg negativo e positivo. Da
mesma forma, ndao se observou associagdo com demais variaveis

analisadas.

Mutagdes nas regides BCP + PC foram mais frequentes (48,1%) nas
cepas gendtipo D do que nas genodtipo A (6,0%), com significancia
estatistica (p<0,001). Quando essa avaliacao foi feita considerando-se os
casos que apresentavam somente as mutagdes A1762T e/ou G1764A
(BCP), observou-se que a frequéncia foi maior no gendtipo A (67,5%) em
relagdo ao gendtipo D (7,4%), com significaAncia estatistica (p<0,001), e,
quando essa avaliagao foi feita considerando-se as amostras com mutagdes
apenas nas posi¢cdes G1896A e G1899A (PC), observou-se que a
frequéncia foi maior no gendtipo D (29,6%) do que no gendtipo A (1,2%),

com significancia estatistica (p<0,001) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Frequéncia de mutagdes na regido BCP + PC e caracteristicas clinicas, laboratoriais e virologicas dos individuos
portadores do HBV acompanhados no HUCAM, entre janeiro de 2005 a julho de 2017

Mutagao BCP

P value Mutagao

PvalueWT (A1762T efou  BCP (A1762T  Somente P value P value
Variavel Total <<.__.uwnw__“m<<._. BCP+WT Mw:m?ﬁ +PC elou orth.ﬁ + mutagao no wah.mmuﬁw_o mo_ws% ”_sto momsosﬁo
PC (G1896A e/ou PC (G1896A BCP n=58 BCP mutagéo no PC
G1899A) n=18 e/ou G1899A)
n=110 22,70% 16,40% 52,70% 8%
Idade (anos) n=110 25 18 58 9
20-40 40 (36,4%%) 10 (25%) 0,669 5(12,5%) 0,400 22 (55%) 0,718 3 (7,5%) 0,843
>40 70 (63,6%) 15 (21,4%) 13 (18,6%) 36 (51,4%) 9 (8,2%)
HBeAg status n=110
Negativo 97 (88,2%) 21 (21,6%) 0,487 16 (16,5%) 1,000 51 (52,6%) 0,931 9(9,3%) 0,595
Positivo 13 (11,8%) 4 (30,8%) 2 (15,4%) 7 (53,8%) 0,000
Genétipo n=110
A 83 (75,5%) 21 (25,3%) 0,242 5 (6%) < 0,001 56 (67,5%) < 0,001 1(1,2%) < 0,001
D 27 (24,5%) 4 (14,8%) 13 (48,1%) 2 (7,4%) 8 (29,6%)
Subgenétipo n=110
A1 81 (73,6%) 20 (24,7%) 0,692 5(6,2%) ndo determinado 55 (67,9%) < 0,001 1(1,2%) nao determinado
D3 24 (21,8%) 4 (16,7%) 10 (41,7%) 2 (8,3%) 8 (33,3%)
Outros 5 (4,5%) 1(20%) 3 (60%) 1(20%) 0
HBV DNA (IU/mL) n=108
até 2000 Ul 47 (43,5%) 13 (27,6%) 0,010 7 (14,9%) 0,683 26 (55,3%) 0,722 1(2,2%) 0,047
de 2001 a 10000 Ul 27 (25%) 1(3,7%) 6 (22,2%) 15 (55,6%) 5(18,5%)
maior que 10000 Ul 34 (31,5%) 10 (29,4%) 5(14,7%) 16 (47) 3(8,8%)
Classificagao Clinica n=110
Imunotoletante 7 (6,4%) 3 (42,9%) 0,533 0 n&o determinado 4 (57,1%) 0,927 0 n&o determinado
Hepatite ativa HBeAg+ 6 (5,5%) 1(16,7%) 0 3 (50%) 2 (33,3%)
Hepatite ativa HBeAg- 39 (35,5%) 10 (25,6%) 4 (10,3%) 19 (48,7%) 6 (15,4%)
Portador inativo 58 (52,7%) 11 (19%) 5 (8,6%) 32 (55,2%) 10 (17,2%)
Formas de transmissao n=110
Intrafamiliar 67 (60,9%) 14 (20,9%) 0,569 11 (16,4%) 0,985 35 (52,2%) 0,898 7 (10,4%) 0,262
Outras 43 (39,1%) 11 (25,6%) 7 (16,3%) 23 (53,5%) 2 (2,6%)
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A presenca de mutagcbes com relevancia clinica em outras posi¢oes
da regidao PC (1814-1816: codon de indicagao para sintese do HBeAg, 1862
e 1888) foi avaliada. A frequéncia de amostras com mutagdes nas posigdes
1814-1816 foi de 19% (n=22/116), ja a mutagdo G1862T foi observada em
71,5% (n=83/116) das amostras, e a mutacdo G1888A, C ou T em 43,1%

(Tabela 7). Esta ultima foi associada com idade entre 20-40 anos (p=0,03).

As mutagdes G1862T e G1888A, C ou T foram mais frequentes nas
cepas genotipo A (94,2% e 57,3%) do que nas gendtipo D (3,4% vs 0%),
resultado que apresentou significancia estatistica (p<0,001). Resultados
semelhantes foram observados quando se avaliou a frequéncia dessas

mutacdes entre os subgendtipos A1, D3 e outros (A2, D2 e D4).

Em relacido a associacdo das mutagdes nas posicoes 1814-1816,
1862 e 1888 da regido PC com as formas clinicas da hepatite B, se
observou que a presenca de cepas com mutagao nas posicdes 1814-1816
foram frequentes nos casos com formas clinicas HBeAg negativo (p=0,03),
sendo mais frequentes entre os portadores inativos (26,7%) seguidos pelos

casos com hepatite ativa HBeAg negativo (14,6%) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Analise da presenca e caracteristicas clinicas das amostras com outras mutacdes dos individuos portadores
HBV acompanhados no HUCAM, entre janeiro de 2005 a julho de 2017

1814-1816 Qualquer

s P value P val 1888A, T P value
Variavel Total m:ﬂ.MMMM ”MNM”NJ 1814-1816 G1862T n=83 Oam_mw_.w G mmw_umco ou G1888A,C ou T
n=116 19,0% 71,5% 43,1%
Idade (anos) n=116
20-40 43 (37%) 9 (20,9%) 0,680 34 (79%) 0,162 24 (55,8%) 0,034
>40 73 (63%) 13 (17,8%) 49 (67%) 26 (35,6%)
HBeAg status n=116
Negativo 101 (87,1%) 22 (21,8%) 0,070 74 (73,3%) 0,358 43 (42,6%) 0,766
Positivo 15 (12,9%) 0 9 (60%) 7 (46,7%)
Genétipo n=116
A 87 (75%) 19 (21,4%) 0,150 82 (94,2%) < 0,001 50 (57,3%) <0,001
D 29 (25%) 3(10,3%) 1(3,4%) 0
Subgenétipo n=116
A1 85 (73,3%) 19 (22,3%) 0,118 82 (96,5%) < 0,001 50 (58,8%) < 0,001
D3 24 (20,7%) 3(12,5%) 1(4,2%) 0
Outros 7 (6%) 0 0 0
HBV DNA (IU/mL) n=114
até 2000 Ul 50 (43,9%) 13 (26%) 0,078 39 (78%) 0,342 26 (52%) 0,165
de 2001 a 10000 Ul 27 (23,7%) 6 (22,2%) 18 (66,7%) 9 (33,3%)
maior que 10000 Ul 37 (32,4%) 3(8,1%) 0,078 24 (64,9%) 13 (35,1%)
Classificagao Clinica n=116
Imunotoletante 7 (6%) 0 0,030 6 (85,7%) 0,117 4 (57,1%) 0,639
Hepatite ativa HBeAg+ 8 (6,9%) 0 3 (37,5%) 3 (37,5%)
Hepatite ativa HBeAg- 41 (35,3%) 6 (14,6%) 30 (73,2%) 15 (36,6%)
Portador inativo 60 (51,7%) 16 (26,7%) 44 (73,3%) 28 (46,7%)
Formas de transmissao n=116
Intrafamiliar 70 (60,3%) 14 (20%) 0,725 46 (65,7%) 0,081 27 (38,6%) 0,224

Outras 46 (39,7%) 8 (17,4%) 37 (80,4%) 23 (50%)
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5 DISCUSSAO

Este estudo descreveu caracteristicas clinicas, epidemiologicas e
virolégicas da hepatite B créonica numa populagdo de 587 individuos
acompanhados por longo periodo no ambulatério de hepatites virais do
Servigo de Infectologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal do
Espirito Santo. A maior parte dos individuos apresentava formas clinicas
HBeAg negativo ativas e inativas da hepatite B crénica, e os gendtipos do
HBV identificados nessa populagao foram A, D e F, sendo o HBV/A o mais
frequente, seguido pelo HBV/D.

Até o momento, este € o maior e mais longevo estudo de coorte
observacional no Brasil. A mediana de idade foi de 48 anos, com leve
predominio de sexo masculino e nascidos na regido metropolitana de Vitoria,
capital do Estado do ES. Estes resultados refletem a urbanizacdo da
populacao brasileira pelo IBGE, com 84% morando fora das zonas rurais
[Censo 2010, Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)].

No Brasil, com sua diversidade étnica, econémica e regional, a
infecgdo pelo HBV também tem distribuigdo muito heterogénea com
tendéncia de elevagcado no sentido Sul-Norte, com baixa prevaléncia nos
Estados do Sul e uma das maiores do mundo na regido amazébnica.
Entretanto, esse padrdo também nado é generalizado. Reviséo recente sobre
a situacdo epidemioldgica da infecgdo pelo virus da hepatite B demonstra
que o Brasil apresenta prevaléncia geral baixa de 0,5%, com algumas areas
de média e alta prevaléncia de HBsAg, como regidao amazonica, ES e Oeste
do Parana (Souto, 2016). O Brasil, reconhecendo estas diferengas regionais,
implementou precocemente a vacina contra a hepatite B nestas regides.
Inicialmente no Acre e Amazonas em 1989, e Espirito Santo e Parana em
1993 (Ministério da Saude, Fundacdo Nacional de Saude, Programa

Nacional de Imunizagao: PNI 25 anos: Brasilia, MS, 1998).
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Foi possivel identificar a provavel via de transmissdo em 66,8% dos
individuos do estudo. Na maioria dos estudos populacionais, o
desconhecimento da provavel via de transmissao predomina, e, quando
identificada, a via sexual tem sido a mais frequente no Brasil (Souto, 2016).
Ao contrario, nosso estudo nado sO apresentou taxa bem menor de
desconhecimento da provavel via de transmissdo, como entre os pacientes
nos quais foi possivel identificar a provavel via de transmissdo, a mais
frequente foi a via vertical e intrafamiliar, e ndo a via sexual. Fatores que
possibilitaram maior identificacdo da provavel via de transmissdo no nosso
estudo estdo relacionados a investigagdo epidemiolégica detalhada nas
consultas meédicas do caso-indice, incluindo aspectos clinicos, sociais,
familiares e investigacéo epidemioldgica laboratorial de membros da familia
como parte da rotina no nosso servigo. Desta forma, nosso estudo sugere
forte papel da transmissao familiar da hepatite B no Estado do Espirito Santo
como mecanismo mantenedor da prevaléncia média/alta descrita
anteriormente. Esse fator familiar pode estar associado a forte imigragcao de
europeus, incluindo a Italia no final do século XIX e inicio do século XX, que
historicamente era considerada regido de prevaléncia média/alta pelo forte
componente familiar de transmissdo do HBV (Trivello, 1982; Stroffolini,
2005). Da mesma forma, estudos em paises arabes, como Ira e Egito
(Ragheb, 2012; Sali, 2019), reforcam o papel da transmissao intrafamiliar do
genatipo D, tanto pela presenga da m&e como do pai infectado pelo HBV. No
Brasil, estudos prévios em algumas regides e cidades da regido Sudeste e
Sul encontraram associagao entre hepatite B crbnica e transmissao
intrafamiliar em algumas populagdes (descendentes italianos) de individuos
(Bertolini, 2012; Gusatti, 2015; Chacha, 2017; Pereira, 2017; Paoli, 2018). O
Estado do ES apresenta forte densidade de imigrantes europeus,
notadamente italianos, nos quais predomina o gendtipo D, assentados no
vale do Canad na segunda metade do século XIX (Saletto, 2000). Nossos
resultados parecem demonstrar a longevidade da infecgdo e a

sustentabilidade da transmissdo do HBV principalmente nos individuos
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nascidos antes de 1993, quando foi instituida a vacinagao contra a infeccao

pelo HBV no ES ao nascimento (Fonseca, 2010).

A frequéncia da coinfecgdo com o HIV varia de acordo com a area
geografica e os fatores de risco da populagédo estudada. Frequéncia menor
que no nosso estudo (3,9% vs 2,5%) foi descrita em area geografica de
baixa prevaléncia (Freitas et al., 2014). Por outro lado, frequéncias maiores
(5,7% e 8,5%) foram descritas em populagdes especiais de usuarios de
drogas endovenosas (Mendes-Corréa, 2000) e populagao carceraria (Souza,
2004), reforcando a influéncia dessas caracteristicas na epidemiologia da

infeccao pelo virus da hepatite B.

No Brasil, estudos avaliando as fases clinicas da hepatite B crénica
sdo escassos. Nosso estudo, até o momento, é a maior coorte de
seguimento por longo tempo (>10 anos) de individuos portadores de hepatite
B cronica em um unico centro. Nossos achados encontraram 92,5% de
individuos com formas HBeAg negativo, sendo 54,9% de portadores inativos

e 37,6% de hepatite ativa HBeAg negativo.

Dois estudos de coorte brasileiros encontraram predominio de
hepatite B crénica nas fases HBeAg negativo, tanto com fendtipo de
portador inativo (46,9% e 40,9%) como com o de hepatite crbnica ativa
HBeAg negativo (23,3% e 33,2%) (Galizzi et al., 2010; Cunha-Silva et al.,
2017). A diferengca entre nossos resultados e estes estudos pode estar
associada as caracteristicas sociais e epidemiolégicas dos individuos (idade
e fator de risco para transmisséo), do HBV (gendtipo) e tamanho da
amostra. O primeiro estudo avaliou coortes (média de 722 individuos/regiao
geografica analisada) em centros de referéncia em hepatite B nas cinco
grandes regides do pais. O segundo estudo, apesar de longevo e de um
unico centro de pesquisa como o nosso, tinha uma amostra 60% menor (247

individuos).

Os gendtipos do HBV podem ser responsaveis por diferencas na
histéria natural da hepatite B crénica. Estudo avaliando desfechos clinicos

associados aos diferentes gendtipos do HBV demonstrou taxas
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diferenciadas de soroconversdo do HBeAg para anti-HBe descritas como
sendo mais precoce em individuos portadores de HBV gendtipos A, B, D ou

F do que em individuos com genétipo C (Kramvis, 2014).

Coorte de oito anos de seguimento de individuos nativos do Alasca
portadores inativos da hepatite B evidenciou evolugcdo para hepatite ativa
HBeAg negativo em 26% dos individuos, e este desfecho foi menos
frequente nos individuos portadores dos gendtipos D2 ou D3 comparados
com os outros gendtipos A2, B6, C2 ou F1. Os autores sugerem que possa
haver menor taxa de progressao da doenga associada ao HBV gendtipo D
(McMahon et al., 2014). Nosso estudo, entretanto, ndo evidenciou diferenca
significativa entre os dois subgenotipos mais frequentes (HBV/A1 e HBV/D3)

e as fases clinicas da hepatite B crbnica.

Estudo chinés com 8.439 individuos com HBV evidenciou que, entre
as formas ativas da doencga, 18,2% dos individuos apresentavam hepatite
cronica ativa HBeAg+ (Chen et al., 2013). No nosso estudo, essa frequéncia
foi bem menor (3,4%). Apesar do forte componente familiar para a
transmissao da infecgao pelo HBV nesse estudo e no nosso, essa diferenca
pode estar associada a menor soroconversao HBeAg+/- dos gendtipos B e C
no estudo asiatico, contrapondo-se ao nosso, em que predominaram o0s

gendtipos A e D.

O HBV tem infectado humanos ha milénios, entretanto, ha pouco
conhecimento detalhado de como a doenga se espalhou nas populagdes e

regides geograficas no passado (Kostaki et al., 2018).

A avaliagao dos genétipos do HBV circulantes no ES foi anteriormente
descrita como parte de amostras de individuos com hepatite B crénica de
varios Estados brasileiros. Mesmo representada por um pequeno numero de
21 amostras no estudo, evidenciou predominio do gendtipo A, porém, nao
incluiu avaliacdo dos subgendtipos, podendo, desta forma, ter sido pouco

representativa (Lampe et al., 2017).

A analise filogenética das 202 amostras de individuos com hepatite B

cronica evidenciou predominio do gendtipo A, principalmente subgendtipo
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A1, seguido pelo D (maior prevaléncia de D3) e pequeno numero de
individuos com gendtipo F (F2a). A esse respeito, este € o maior estudo de
prevaléncia e distribuicdo dos gendtipos do virus da hepatite B conduzido

em um unico centro no Brasil.

Apesar dos genotipos A e D apresentarem distribuicdo global, o
subgenétipo A1, endémico na Africa Ocidental, parece ter sido introduzido
no Brasil pelo trafico de escravos africanos; o subgendtipo HBV/DS3,
frequente no mediterraneo e Oriente Médio, parece ter sido introduzido no
Brasil pela imigragdo europeia, e o subgenétipo HBV/F2a parece estar

relacionado a populagéo nativa indigena (Barros, 2014; Lago, 2014).

No Brasil, varios estudos em diferentes regides e populagcdes
demonstraram predominio do subgendtipo HBV/A1 (Tonetto et al., 2009;
Bertolini et al., 2012; Moura et al., 2012; Nabuco et al., 2012; Barros et al.,
2014; Crispim et al., 2014). Além disso, estudo avaliando gendtipos em
1.000 amostras de portadores de hepatite B crénica de 24 Estados
brasileiros também confirmou a circulagado preponderante dos gendtipos A,
D e F (Lampe et al., 2017).

No nosso estudo, predominou o HBV/A1, seguido pelo subgendtipo
D3 e, em pequena proporcao, o subgendtipo F2a, reforcando o histérico da
colonizacdo no Estado do ES. Embora no ES ainda existam areas
indigenas, a baixa propor¢ao do gendtipo F encontrada no estudo pode
estar relacionada a dizimagao de populagdes indigenas (Godoy et al., 2016)
ou a intensa migragéao interna de indios nativos para Bahia e Pernambuco

na segunda metade do século XVI (Saletto, 2000).

A analise comparativa entre os dois subgendtipos mais prevalentes
nos individuos do estudo demonstrou predominio de HBV/A1 (129/ 69,7%) e
HBV/D3 (56/ 30,3%), com mediana de idade e proporcdo de sexo
semelhante a distribuicdo da populagao geral do estudo. Diferentemente dos
nossos resultados, estudo realizado em individuos do Norte de Portugal

evidenciou maior frequéncia de HBeAg negativo nos individuos gendétipo A
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comparado com o gendtipo D em individuos do sexo feminino, diferenca

esta ndo encontrada no sexo masculino (Mota et al., 2009).

Estudos sobre a origem das cepas do HBV/A1 predominantes no
Brasil propuseram que tenham chegado através de escravos oriundos do
Leste da Africa na metade do século XIX (Lago et al., 2014), e a
perpetuacao do predominio do HBV/A1 parece estar relacionada a grande
miscigenacgao interna (no ES, provenientes do Estado da Bahia) e a renda
familiar (Paoli et al., 2018).

Da mesma forma, a relacéo entre o HBV/D e a origem ancestral em
individuos infectados €& muito evidente nos estudos de epidemiologia
molecular do HBV nos Estados da regido Sul do Brasil. Da mesma forma, o
ES foi destino de um forte contingente de imigrantes europeus, vindos
especialmente da Italia e Alemanha no final do século XIX e na primeira
metade do século XX. Essa ancestralidade também parece ser responsavel
pela alta prevaléncia do HBV/D em algumas cidades do Estado de Séao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Bertolini et al., 2012;
Gusatti et al., 2015; Chacha et al., 2017; Lampe et al., 2017).

Em relagdo ao subgendtipo HBV/D3, apesar da imigragao italiana no
ES, a frequéncia encontrada no nosso estudo (27,7%) foi inferior aquelas
descritas na regiao Sul do Brasil (Paoli et al., 2018), algumas localidades no
interior do Estado de SP (Tonetto et al., 2009; Chacha et al., 2017) e MS

(Freitas et al., 2014), onde a etnia migratéria europeia foi mais marcante.

Na analise de correlagéo entre os dois subgenotipos mais frequentes,
a transmissao intrafamiliar foi mais frequente que o esperado entre os
individuos infectados pelo subgendtipo D3 (p= 0.001), e a transmissao
vertical foi mais frequente que o esperado entre aqueles com subgendtipo
A1 (p= 0.001). Estudo avaliando transmissdo da hepatite B numa
comunidade rural africana demonstrou que, além da transmissao perinatal, a
transmissao horizontal durante a infancia parece ser um mecanismo comum

de transmissdo do HBV (Pinho-Nascimento, 2018).
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A importancia do componente familiar na transmissdo do HBV esta
bem estabelecida para os gendtipos B e C predominantes na Asia, onde a
transmissao vertical exerce forte papel na retroalimentacdo da alta
prevaléncia da hepatite B. Essa caracteristica também foi demonstrada em
estudos de epidemiologia molecular que avaliaram a distribuigdo mundial do
gendtipo D, com alta prevaléncia na Europa, no Oriente Médio e em paises
do Mediterraneo (Kostaki et al., 2018).

Nossos resultados reforcam a importancia da transmissao intrafamiliar
da hepatite B também nos gendtipos A e D, descrita em outros estudos,
principalmente nas cidades da regido Sul do Brasil, notadamente cidades do
Oeste do Parana, Chapecé em SC, Caxias do Sul e Bento Gongalves no
RS, (Bertolini et al., 2012; Gusatti et al., 2015; Pereira et al., 2017; Paoli et
al., 2018;) e Ribeirdo Preto no Estado de SP (Chacha et al., 2017), com forte
imigracgao italiana. Por outro lado, nossos resultados diferem do proposto por
Ximenes e col.,, que descrevem o uso de drogas como principal via de

transmissao nos Estados do Sudeste (Ximenes et al., 2015).

As anadlises das relagdes filogenéticas entre as sequéncias
caracterizadas neste estudo demonstraram que as sequéncias de HBV
subgenotipos A1 e D3 agruparam em diferentes clusters dentro do clado dos
subgendtipos HBV/A1 e HBV/D3, o que reflete a introducéo de diferentes
cepas destes dois subgendtipos no Estado do ES. Da mesma forma, o
padrdo de agrupamento das sequéncias HBV/A1 e HBV/D3 identificadas no
Espirito Santo foi observado com sequéncias de outras regides do Brasil.
Também ndo foi observada a formagdo de clusters especificos com
sequéncias HBV/A1 e HBV/D3 de acordo com a regido de nascimento no
Espirito Santo, sugerindo que, nas diferentes regides do ES, também
ocorreu a introdugdo de diferentes cepas destes dois subgenoétipos. O
resultado da analise filogenética dos subgendtipos A2 e F2a segue 0 mesmo

padrao descrito para o subgenadtipo A1.

O papel dos gendtipos nos desfechos clinicos na hepatite B cronica

estad bem estabelecido para os gendtipos B e C. Em relagdo aos gendtipos A
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e D, essas evidéncias sdo menos claras. Revisdo avaliando diferengas nos
desfechos clinicos entre os gendtipos A e D demonstrou haver resultados
controversos. Alguns estudos em individuos com hepatite B ativa HBeAg-
demonstraram agravamento da lesdo hepatica e pior prognéstico mais
frequente naqueles individuos com gendtipo D do que naqueles com A
(gendtipo D>A), enquanto em outros, o HBV/D estava associado com menor
lesdo hepatica e depuragao viral do que em individuos HBV/A (gendtipo
A>D) (Shi, 2012).

No Brasil, o estudo avaliou a influéncia dos gendtipos A, D e F do
HBV nos desfechos clinicos através de avaliagdo histologica e encontrou
lesdo histologica significativamente menor no gendtipo D (Nabuco et al.,
2012). No nosso estudo, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
nas formas ativas da doenca em relacdo aos desfechos clinicos entre os

dois grupos, tanto na populagdo HBeAg+ quanto na populagdo HBeAg-.

A carga viral baixa no momento da classificagdo da fase clinica
também foi semelhante em ambos os subgendtipos, confirmando evidéncia
descrita anteriormente (Paoli et al., 2018). Da mesma forma, status HBeAg
negativo, tanto na forma inativa (portador inativo) como na forma ativa da

doencga pelo HBV, foi semelhante nos dois grupos.

Coorte espanhola publicada recentemente, avaliando desfechos
clinicos nos diferentes gendtipos, evidenciou desfechos semelhantes entre
os diferentes gendtipos nas fases inativas da hepatite B cronica.
Diferentemente, naqueles individuos com hepatite crénica ativa HBeAg+, a
frequéncia do gendtipo D foi menor que a esperada. Os autores atribuiram
esse achado as mutagdes nas regides pré-core e do promotor basal do core
e menor expressao do antigeno HBeAg, frequentes no gendtipo D (Aguilera
et al., 2020).

Durante evolugcdo da infecgdo crénica pelo HBV, mutagdes sao
comumente observadas no genoma do HBV. Dentre essas mutagoes,
aquelas nas regides do promotor basal do core (BCP) e/ou pré-core (PC)

estdo comumente associadas com menor expressao do antigeno HBeAg.
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Apesar de o HBeAg ser uma proteina acessoria e ndo ser necessaria para a
replicacdo viral, ela pode moderar a atividade imune, facilitando a
cronicidade e favorecendo a persisténcia da infeccdo no individuo (Chen,
2004).

Cepas com mutagdes na regidao do promotor basal do core (mutacdes
A1762T/G1764) e no gene pré-core (mutacdo G1896A e/ou G1899A) sao
comumente responsaveis pela replicagao continua do DNA do HBV mesmo
apos a soroconversdo do antigeno HBeAg e a consequente persisténcia da
inflamagao hepatica cronica (Lin, 2008; Mansourian, 2013). Esses achados
sugerem que as caracteristicas genéticas do HBV podem desempenhar
papel importante na patogénese da hepatite B (Leng, 2015).

Nosso estudou avaliou as frequéncias e os padrdes clinicos das
variantes genéticas do HBV nas regides BCP (A1762 e G1764A) e PC
(G1896A) nos genotipos A e D em 116 amostras de HBV no Espirito Santo.

Mutagdes na regido BCP isoladas ou associadas (69% e 52,7%
respectivamente) foram frequentes e com distribuicdo similar entre os
gendtipos. Entretanto, diferentemente de outros, nosso estudo encontrou
maior frequéncia da mutacdo G1764A associada com o genaétipo A (p=0,04)
e confirmada quando avaliamos essa associagao entre os subgenotipos A1
e D3 (p=0,03). Ndo encontramos na literatura achados semelhantes. E
possivel que possam existir diferentes proteinas ligadoras nos portadores do

HBV que possam influenciar o estabelecimento dessa mutagéo.

A maior parte dos estudos sobre variantes na regido do BCP no
genoma do HBV, as mutagdes A1762T e G1764A, tem sido descrita

principalmente em HBV gendtipos B e C.

Bui e col. avaliaram varias mutacbes na regido da BCP e
evidenciaram que as mutagbes A1762T e G1764A isoladas eram
significativamente mais frequentes nos individuos HBV/C do que naqueles
HBV/B. Além disso, meta-analise recente demonstrou que portadores de
hepatite B crbnica gendtipo C e mutagdes na regido BCP sao preditores

independentes para CHC (Yang et al., 2015).
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Entre os gendtipos A e D, os estudos descrevem, frequentemente, a
variabilidade da dupla mutacdo (A1762T/G1764A) na regido do BCP com
grande variabilidade entre os diferentes gendtipos. Estudo avaliando
somente infectados pelo gendtipo D encontrou a dupla mutagdo nas
posicbes 1762/1764 em 27,5% dos individuos (GHOSH, 2012).
Similarmente, outro estudo em populagdo de varias etnias infectadas por
varios gendétipos do HBV encontrou a dupla mutagao na regidao da BCP em
24,2% dos individuos (Lau, 2021). Por outro lado, estudo canadense
encontrou frequéncia bem maior (62,5%) do que relatada anteriormente e
considerou o incremento da imigragdo asiatica na ultima década como

possivel explicagcao (O’Brien, 2015).

No Brasil, os estudos que avaliaram a dupla mutagdo na regiao BCP
sd0 escassos e apresentam variabilidade entre os gendtipos. Frequéncias
menores (33,3%) no gendtipo B e maiores nos gendtipos A e F (62% e 90%
respectivamente) (Sitnik et al., 2004). Resultados semelhantes (52,4%)
foram descritos em estudo na regido Nordeste em amostras de infectados
quase que exclusivamente pelo gendtipo A (Eloy, 2013). Estudo na regiéo
Sul do Brasil (Mello, 2014), onde predomina o gendtipo D, evidenciou
frequéncias semelhantes das variantes A1762T/G1764A entre os gendtipos
A (66,7%), C (64,3%) e D (30,5%). Da mesma forma, estudo na regido
Sudeste demonstrou que nao houve diferenga significativa na frequéncia da
dupla mutagcado no BCP entre os genotipos A (44,2%), D (40,6%) e F (50%)
(Chacha, 2017).

No nosso estudo, a dupla mutacado A1762T/G1764A foi frequente
(52,7%) e nao apresentou diferenca significativa entre os gendtipos A e D.
Adicionalmente, foi realizada analise de associagdo entre os subgendtipos
mais frequentes, A1 e D3, e com as fases clinicas da hepatite B crénica, e
nao encontrou diferenga estatisticamente significativa (p=0,67). Até o
momento, este é o primeiro estudo que avalia mais detalhadamente a
frequéncia das mutagdes na regido da BCP nos gendtipos e subgendtipos

no Brasil.
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Diferentes desfechos clinicos, como cirrose e CHC, tém sido
associados a presenca de variantes BCP no genoma do HBV,
principalmente em estudos envolvendo individuos infectados com gendétipos
B e C e em menor frequéncia naqueles portadores dos gendtipos A e D.
Estudo em individuos com gendtipo D HBeAg- encontrou associagao entre
variantes da regido BCP com fases mais avangadas da hepatite B crbnica
(Gosh et al., 2012). Da mesma forma, Chacha e col. encontraram
associacao entre a dupla mutacdo A1762/G1764T e a presenca de fibrose
moderada/grave, cirrose e CHC. Nosso estudo, entretanto, ndo encontrou
associagcdo entre a presenga de mutagdes na regido da BCP com fases
clinicas da hepatite B (p=0,70). Semelhantemente, estudo no Canada
avaliando gendtipos A-E também ndo encontrou associagdo entre a
presenca dessas mutagdes com diferentes fases clinicas da hepatite B
cronica (O’Brien, 2015).

A frequéncia da infecgao com cepas do HBV com mutagdes na regiao
PC varia globalmente e é determinada predominantemente pelo genétipo do
HBV. Nos paises do Mediterraneo, onde prevalece o gendtipo D,
praticamente todos os individuos com hepatite B crénica HBeAg negativo

portam variantes pré-core (Alexopoulou et al., 2014).

Lau e col, avaliando a presenca de cepas com essas mutagdes em
individuos <18 e >18 anos, evidenciaram que essas variantes ja estavam
presentes (14,4%) nos individuos abaixo de 18 anos de idade, que evoluiam
mais rapidamente para a fase HBeAg negativo da infecgéo pelo HBV do que
aqueles infectados com cepas selvagens. Os autores concluem que a
presenca de cepas do HBV com essas mutagdes em idade precoce sugere
que essas mutacbes podem ser selecionadas mesmo antes da
soroconversdo do antigeno HBeAg e podem ter implicagdes clinicas e

terapéuticas no manejo dos individuos com hepatite B cronica.

Poucos estudos tém avaliado o comportamento das variantes
genéticas na regidao PC circulantes no Brasil e sua influéncia na doencga

hepatica nos portadores de hepatite B crdnica.
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Estudo avaliando populagdo de individuos infectados com HBV
identificou que a presenca da variante G1896A se associou com lesao
hepatica mais grave (Rezende et al., 2005). Outro estudo identificou maior
frequéncia da mutagao pré-core G1896A em portadores de HBV gendtipo D
(77,7) e diferenca significativa entre a presenca da mutacdo G1896A com
status HBeAg, demonstrando associacdo dessa mutagcdo com
soroconversao do antigeno HBeAg nos individuos infectados pelo gendtipo
D do HBV (Mello et al., 2014).

Mais recentemente, estudo identificou alta frequéncia de mutagdes na
regido PC (80,6%) associada ao gendtipo D. Entretanto, a presenga dessa
mutacao nao se associou com doenca hepatica mais grave e CHC (Chacha
et al., 2017).

No nosso estudo, a frequéncia da mutacao G1896A isolada foi de
16,4% e associada com G1899A foi encontrada em 9,5% dos individuos e
associada com o genotipo D. Essa diferengca se manteve na analise dos
subgenotipos A1 e D3 (p<0,01). Dos 4 (4,7%) individuos gendtipo A com T
na posicdo 1858, a mutacao G1896A foi encontrada em um unico individuo.
Essa variante com T na posicédo 1858, apesar de infrequente, estudo recente
a evidenciou em individuos portadores de HBV/A HBeAg- (16,4%) e HBeAg+
(2,3%) (Lau et al., 2021). Por outro lado, nosso estudo ndo encontrou
diferenga significativa entre a presenga da mutacdo G1896A com
caracteristicas epidemiologicas (idade e via de transmiss&o), status HBeAg
ou fase clinica da infecgdo pelo HBV. Da mesma forma, ndo se observou
associacao entre a presenga de mutagdes na BCP + PC (A1762T e/ou
G1764A + G1896A e/ou G1899A) com o perfil sorolégico do HBeAg, a via de
transmissao ou a fase clinica da infec¢ao pelo HBV. Estes dados reforcam a
hipétese de um mix de cepas com e sem essas mutagdes no pool de virus
circulante durante a histdria natural da hepatite B crénica (Alexopoulou et al.,
2014).

Avaliacdo de outras mutagées menos descritas na regido PC, como
G1888A e G1862A, foi realizada. A presenca da primeira variante, G1888A,
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apresentou associacdo com idade menor que 40 anos (p=0,03). Uma
hipotese para esse fato pode ser a emergéncia dessa mutagcao em idade
precoce, com menor expressdo do HBeAg e escape do sistema imune do
hospedeiro e ndo clareamento viral completo pelo hospedeiro, perpetuando
a infeccdo crénica pelo HBV. A presenga da segunda variante, G1862A,
apresentou associagao significativa com gendtipo A, confirmada no
subgenodtipo A1. Essa associagao ja foi descrita anteriormente (Kramvis,
1998) e confirmada em estudo recente no Brasil (Chach4, 2017). Entretanto,
o seu valor na historia natural da hepatite B crénica ainda é desconhecido. A
presenca dessa mutagéo parece afetar a expressédo do antigeno HBeAg em

individuos infectados com subgenétipo A1 (Kramvis, 2017).
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6 CONCLUSOES

Entre a populacao de portadores cronicos do HBV procedentes do
Estado do Espirito Santo e atendidos no Servigo de Infectologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da UFES no periodo entre julho de
2005 e julho de 2017:

e Neste estudo, foi verificado que se trata de uma populagao
relativamente jovem, com média de idade de 49,1 anos, com leve
predominio de individuos do sexo masculino (52,6%) e
predominantemente (78%) naturais do Estado do Espirito Santo,
sendo a maior parte destes (47,7%) natural da regido metropolitana
do Estado;

e O componente familiar foi o fator predominante envolvido na
provavel via de transmissdao do HBV, com 36,6% das infeccdes
associadas a provavel transmissio vertical e 19,6% a transmisséao

intrafamiliar;

e Se observou o predominio de individuos na fase de portador inativo
(54,9%) e na fase hepatite ativa HBeAg negativo (37,6%);

e Se observou baixa prevaléncia de coinfecgdo com HIV e/ou HCV;

e Os gendtipos do HBV encontrados foram o A (subgenétipo A1) D
(subgendtipos D2, D3 e D4) e F (subgendtipo F2a), sendo os

subgendtipos A1 e D3 os mais frequentes;

e Na distribuicdo dos subgendtipos no Estado do ES de acordo com
as diferentes macrorregides, se observou aumento progressivo das

frequéncias do subgendtipo D3 no sentido Norte-Sul do Estado



Conclusdes 73

(7,7%; 25,9%; 34,4%; 42,1%) e do subgendtipo A1 no sentido Sul-
Norte do Estado (57,9%; 55,2%; 70,4%; 84,6%);

Na macrorregido metropolitana, foi observada a maior diversidade
de subgendtipos em relagdo aos demais: os subgendtipos A1, A2,

D2, D3, D4 e F2a foram encontrados nessa area;

A infeccao pelo subgendétipo A1 foi mais frequente do que a infecgao
pelo subgendtipo D3 entre individuos nascidos fora do Estado do

Espirito Santo;

O subgendtipo A1 apresentou associacdo com transmissao vertical

e o subgenotipo D3, com transmissao intrafamiliar;

N&o se observou associagao entre genotipos/subgendtipos com

status HBeAg, HBV DNA ou fases clinicas da hepatite B cronica;

Cepas do HBV com mutagcbes na regido do BCP (A1762T +
G1764A) foram frequentes, sendo identificadas em 52,7% dos casos
avaliados. A presenca dessas mutacdes foi mais frequente no
gendtipo A em relagéo ao D, porém apenas a maior frequéncia da

G1764A entre os HBV/A foi estatisticamente significante.

A presengca de cepas com mutagdes na regido do BCP nao
apresentou associacdo com idade, perfil sorolégico do HBeAg,
formas de transmissdo, formas clinicas da hepatite B crbnica e
niveis de HBV DNA;

Cepas com as mutagdes G1896A e/ou G1899A na regido PC foram
identificadas em 24% dos casos analisados e ndao apresentaram
associagdo com idade, status do antigeno HBeAg ou fases clinicas
da hepatite B crénica. A presenca dessas mutacdes foi associada

com o subgendtipo D3 e baixos niveis de HBV DNA,;

Cepas com alteragdes no cédon de iniciagdo para sintese do HBeAg

(posigdes 1814-1816 da regidao PC) foram observadas em 19% dos
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casos e foram associadas as formas clinicas HBeAg negativo, sendo
mais frequentes entre os portadores inativos (26,7%) seguidos pelos

casos com hepatite ativa HBeAg negativo (14,6%);

Cepas com a mutacdo G1862T foram observadas em 71,5% dos
casos, e a presenga dessa mutagdo associada com o subgenotipo
A1;

A mutacdo G1888A, C ou T também foi associada com o
subgendtipo A1. Cepas com esse perfil foram identificadas em
43,1% dos casos, e sua presenga associada com idade entre 20-40

anos.
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