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RESUMO

A infeccao pelo virus da hepatite B (VHB) na infancia representa um desafio,
pois as criangas que adquirem o VHB, por transmisséo perinatal, tém risco
de 90% de desenvolver infeccao crénica. Varios estudos tém sido realizados
na tentativa de demonstrar a relagcao entre os genétipos e a evolugéo clinica
desta infeccdo, porém estes sdo ainda escassos e pouco consistentes,
principalmente no que diz respeito a hepatite B na infancia, devido ao
namero pequeno de pacientes envolvidos. Este estudo teve por objetivos
caracterizar a infeccdo pelo VHB em criancas e adolescentes
acompanhadas no Instituto da Crianga do HC/FMUSP; avaliar os
marcadores soroldgicos; caracterizar o genétipo do VHB e a presenca de
mutacoes da regidao Pré-core e do BCP; identificar portadores crénicos do
VHB e individuos suscetiveis no ambiente intrafamiliar; caracterizar o
gendtipo do VHB e observar a presengca de cepas mutantes entre os
familiares. A populacdo desse estudo foi constituida por 95 criangas e
adolescentes, menores de 19 anos, que apresentaram AgHBs positivo por
mais de seis meses e 118 familiares dos pacientes. Foram utilizados kits
comerciais para a pesquisa dos marcadores sorolégicos. A “nested” PCR
para regido S foi utilizada para genotipagem do VHB nas amostras com
AgHBs. Nas amostras AgHBs/anti-HBe positivas e AgHBe negativas foram
pesquisadas mutagbes empregando-se a “nested” PCR para regiao pré-
core. Das 95 criancas e adolescentes, 53 eram do género masculino e 42 do
feminino, com média de idade de 7,6 anos. Em relacdo a sorologia, 63
(66,3%) apresentaram AgHBe e 2,1% (2/95) ndo apresentaram anti-HBc
total. Das 32 amostras AgHBe negativas, 30 (93,7%) apresentaram
resultado positivo para o anti-HBe, dos quais trés apresentaram mutagao na
regido pré-core e 11 na regiao BCP. Das 89 amostras de pacientes em que
foi possivel amplificar a regido S, 39 (43,8%) foram caracterizadas como
genatipo A, cinco (5,6%) como C e 45 como D (50,6%). Dos 118 familiares

estudados, 40 eram portadores cronicos do VHB, 52 tinham marcador



sorologico de contato prévio e sete eram suscetiveis. Quanto a distribuigao
dos gendtipos dentre os familiares AgHBs positivos, os gendétipos A e D
foram os mais freqlientes e todos os individuos com genétipo C eram de
origem oriental. Apenas um familiar apresentou mutacao na regiao pré-core
e quatro apresentaram mutacdo na regido do BCP. Os resultados
encontrados neste estudo sdo semelhantes aos poucos estudos publicados
no Brasil, ou seja, os gendtipos A e D foram os mais freqlentes dentre as
criancas adolescentes e seus familiares e todos os individuos com genotipos
C eram de origem oriental. Baixa frequéncia de mutag¢des na regido pré-core
e core foram encontradas devido a alta freqiéncia de gendtipo A. Medidas
de prevencdo e controle da infeccdo pelo VHB devem sempre ser
incentivadas, especialmente para pessoas que dividem o mesmo ambiente

domiciliar, tendo em vista o alto grau de propagacgao deste virus.



ABSTRACT

Viral hepatitis in childhood represents a challenge worldwide. Children who
acquire the hepatitis B (HBV) perinatally have up 90% risk to develop chronic
infection. Some studies have been carried out to demonstrate the relation
between the genotypes and the clinical evolution of this infection, however
these data are still scarce and little consistent, because of the small number
of involved patients. The objectives of this work were to characterize the
infection of HBV in children and adolescents followed in the Institute of the
Child of the HC/FMUSP; to evaluate the serologic markers; to determine the
genotypes of the HBV; to observe the presence of precore region mutations;
to identify chronic carriers of the HBV and susceptible individuals in the
intrafamilial environment; to characterize the genotype of the HBV and to
observe the presence of mutants between the households contacts. 95
children and adolescents, minors of 19 years that presented positive HBsAg
for more than six months and 118 intrafamilial contacts constituted the
population of this study. Commercial kits were used to detect the serologic
markers. The "nested" PCR was used to characterize the S region of the
genome and for genotyping the samples with HBsAg positive. Precore
mutations were determined in HBsAg/Anti-HBe positive and HBeAg negative
samples. Of the 95 children and adolescents, 53 were of the masculine
gender and 42 were feminine, with average of age of 7,6 years. The HBeAg
was found in 66,3% (63/95) of the patients and anti-HBe was positive in 30
(93,7%) of the 32 negative HBeAg patients, of which only three presented
precore mutation and 11 presented BCP mutation. The anti-HBc was not
found in 2,1% (2/95) of the patients. It was possible to identify the genotype
in 89 samples and 39 (43,8%) were characterized as genotype A, five (5,6%)
as genotype C and 45 (50,6%) as D. Of the 118 relatives who were studied,
40 were chronic carriers of HBV, 52 presented serologic marker of past
infection and seven were susceptible. In relation of genotypes distribution
among HBsAg positive relatives, genotypes A and D were the most frequent



and the two individuals with genotype C were from Asian origin. Only one
parent presented mutation in the precore region and four individuals
presented mutation in the BCP region. The results found in this study, are
similar to the few studies published in Brazil, or either, the genotypes A and
D had been most frequent amongst the children, adolescents and its familiar
and all the individuals with genotypes C were of eastern origin. Low
frequency of mutations in the pre-core and core region had been found, due
the high frequency of genotype A. Measures of prevention and control of
HBV infection must always be stimulated, especially for people who divide
the same domiciliary environment, in view of the high degree of propagation

of this virus.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ML microlitro

aa aminoacido

AgHBc antigeno do core do virus da hepatite B

AgHBe antigeno e do virus da hepatite B

AgHBs antigeno de superficie do virus da hepatite B

AgHBXx antigeno X do virus da hepatite B

ALT (TGP) alanina amino transferase

Anti-HBc anticorpo contra o antigeno do core do virus da hepatite B
Anti-HBe anticorpo contra o antigeno e do virus da hepatite B
Anti-HBs anticorpo contra o antigeno de superficie do virus da hepatite B
AST (TGO) aspartato amino transferase

BCP promotor basal do core

bDNA DNA ramificado

cccDNA em inglés “circular covalent closed desorribonucleic acid”
ddNTPs trifosfatos de didesoxinucleotideos

dNTPs trifosfatos de desoxinucleotideos

DNA &cido desoxirribonucléico

DNA polimerase polimerase do acido desoxirribonucléico

DR1 regido repetida 1 do virus da hepatite B

DR2 regido repetida 2 do virus da hepatite B

Elisa do inglés “enzyme-liked immunosorbent assay”

Fita L fita longa do virus da hepatite B

Fita S fita curta do virus da hepatite B

g grama
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h hora

HC/FMUSP Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo

HCI &cido cloridrico

HIV virus da imunodeficiéncia humana

HNANB hepatite ndo A néo B.

IC intervalo de confianga

ICR Instituto da Crianga

IgG imunoglobulina da classe G

IgM imunoglobulina da classe M

Kg kilo

L litro

mg miligrama

MgCL.: cloreto de magnésio

min minuto

nm nanémetro

nt nucleotideo

ORF fase de leitura aberta

PCR reacdo em cadeia da polimerase

Proteina L proteina maior do envelope

Proteina M proteina média do envelope

Proteina S proteina menor do envelope

Regiao C regiao de codificacao das proteinas do core

Regiao P regido de codificacao da polimerase do DNA

Regiao pré-S1 seqiiéncia entre o primeiro e 0 segundo cddon de iniciagao
daregido S

Regiao pré-S2 sequéncia entre 0 segundo e o terceiro codon de iniciagcao

daregido S
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Regiao S regido de codificacdo das proteinas do envelope
Regiao X regiao de codificagcao do antigeno X

Regiao YMDD regiao da polimerase do DNA que codifica os aminoacidos
tirosina-metionina-aspartato-aspartato

RNA &cido ribonucléico

RT transcriptase reversa

SPI promotor | do gene S

SPII promotor Il do gene S

Taq Thermus aquaticus

TBE tris-borato-EDTA

UI/L unidades internacionais por litro

VHB virus da hepatite B

VHC virus da hepatite C
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Hepatite € uma doenca com multiplas causas que foi descrita por
Hipocrates ha mais de dois mil anos e, essa forma foi provavelmente devida
a hepatite A (Krugman, 1978). A natureza epidémica da doenga foi
conhecida desde o século VIII, a partir do qual se descreveram numerosas
epidemias entre populagdes civis e militares. Durante a primeira metade do
século 20, essa “ictericia epidémica” recebeu denominagdes diferentes,
entre outras, hepatite infecciosa (Inglaterra, Estados Unidos), hepatite
epidémica (Estados Unidos), ictericia dos campos (Franga), doenca ictérica
dos soldados (Alemanha) e doenca de Botkin (Russia) (Silva, 1995).

A primeira descricdo de hepatite transmitida por inoculagdo direta de
sangue ou por produtos sanglineos foi em 1885 durante uma campanha de
imunizagdo contra o virus da variola em trabalhadores de estaleiros em
Bremen, Alemanha (Lurman, 1885; Ranger-Rogez, 2004).

Em 1918, essa sindrome foi relacionada a uma provavel etiologia
viral, que foi posteriormente confirmada por estudos epidemioldgicos,
incluindo experimentos realizados em voluntarios humanos durante a 22
Guerra Mundial. Estes estudos permitiram distinguir duas formas de contagio
desta doencga: uma de transmisséo oral- fecal, que recebeu a denominagéao
de hepatite infecciosa e outra de transmissdo parenteral, denominada de
hepatite soro-homéloga (Memorandum, 1943; Hollinger, 2001). Entretanto,
em 1947, McCALLUM definiu o termo hepatite B para esta entidade.

Na década de 60, Blumberg et al (1965) caracterizaram a presenca de
um antigeno, presente no soro de um aborigine australiano leucémico,
utilizando a técnica de imunopreciptacdo. Este antigeno foi denominado de
antigeno Austrdlia. Sua relagdo com a hepatite B foi feita um ano depois por
Okochi & Murakami (1968) e por Prince (1968), recebendo posteriormente o
nome de antigeno de superficie da hepatite B (AgHBs). Contudo, a
visualizagao da particula viral integra do VHB foi realizada somente em 1970

por Dane et al.
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1.1. O virus da hepatite B (VHB)

O virus da hepatite B (VHB) pertence a familia Hepadnaviridae,
género Orthohepadnavirus. O VHB pode ser encontrado no soro de
pacientes infectados sob duas formas: particula completa (particula de
Dane) contendo o acido nucléico viral, com 42nm de diametro e
nucleocapsideo de 27nm, que € infectante e capaz de replicar-se; particulas
esféricas e cilindricas de 22nm de diametro constituidas apenas pelo
envelope viral e, portanto, ndo infectante (Tiollais et al, 1985). O DNA é
compactado em um nucleocapsideo icosaédrico formado pela proteina do
core, o qual é envolvido por um envelope esférico composto pelo antigeno
de superficie (AgHBs), que desempenha papel importante no diagnéstico da
infeccao pelo VHB. Além das proteinas do core e de superficie, 0 genoma do
VHB codifica a DNA polimerase que também age como transcriptase reversa
(Lin et al, 2004).

A particula viral é constituida de uma fita de DNA circular
parcialmente dupla de aproximadamente 3.200 pares de bases, com uma
fita longa ou L (-) e uma fita curta ou S (+) (Ganem et al, 2001; Lok et al,
2003; Lin et al, 2004). A totalidade do genoma do VHB é codificante,
apresentando quatro fases de leitura aberta (ORF) designadas de pré-S/S,
pré-C/C, P e X (Ganem et al, 2001) (figura 1). Esta capacidade codificadora
esta restrita a fita L(-) e os genes possuem pelo menos uma regido de

sobreposicéo a outro (Tiollais et al, 1985; Gomes, 2002; Lok et al, 2003).
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Figura 1. Esquema representativo do virus da Hepatite B e suas quatro

regides codificadoras:C, S, P, X

O gene pré-S/S codifica as proteinas que formam o antigeno de
superficie do virus (AgHBSs). Ele inclui as regides pré-S1, pré-S2 e S, com
trés coédons de iniciagdo na mesma fase de leitura. A maior proteina que
compde o AgHBs, “large” (L), cujo cédon de iniciagado € localizado no inicio
da regiao pré-S1, é codificada pelas regides pré-S1, pré-S2 e S. A proteina
de tamanho intermediario designada de “medium” (M) & codificada pelas
regides pré-S2 e S. A menor proteina, “small” (S), é sintetizada a partir do
cédon de iniciagao localizado no inicio da regido S (Lok et al, 2003; Gomes,
2002).

A regido pre-C/C possui dois cdédons de iniciagcdo na mesma fase de
leitura aberta (Gomes, 2002). O gene é traduzido em uma poliproteina Pré-

core a qual é modificada em uma proteina sollvel, o antigeno “e” da hepatite
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B (AgHBe) e na proteina do nucleocapsideo, o antigeno do core da hepatite
B (AgHBc) (Lok et al, 2003).

O gene P cobre aproximadamente 75% do genoma e codifica uma
enzima com atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e RNAseH.
A polimerase viral & composta por quatro dominios: o dominio
aminoterminal, que atua como proteina terminal ou primase, sendo
necessario para o inicio da sintese da fita curta; uma regido denominada de
“espacadora” sem funcao definida; o dominio de transcriptase reversa e o
dominio C-terminal que exibe atividade de RNAse H (Gomes, 2002). Existe
homologia entre a polimerase viral e outras transcriptases reversas, em
particular estas enzimas compartilham o motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD)
essencial para a atividade de transcricao reversa (Bartholomeusz et al,
1997).

O gene X especifica um polipeptideo em torno de 154aa que pode ser
detectado apenas nos hepatécitos infectados. Sua sequéncia é conservada
entre os hepadnavirus que infectam os mamiferos; entretanto, este evento
nao acontece nos virus que infectam as aves (Gomes, 2002). A proteina
codificada por este gene € um potente transativador e desempenha papel na
carcinogénese (Lok et al, 2003). Mas, seu papel no ciclo de vida do virus,
bem como no curso natural da infec¢éo,, permanece incerto (Glebe, 2007).

A configuracdo circular da molécula ocorre devido a
complementaridade da extremidade 5 de 234 bases das duas fitas de DNA.
No final dessa regido coesa ha duas sequUéncias repetitivas de 11 bp
chamadas de DR1 (regido repetitiva 1 do VHB) e DR2 (regido repetitiva 2 do
VHB). A seqiéncia da fita curta comeca na regiao DR1, enquanto a fita
longa compartilha o gene DR2 (Machado, 2002).

O controle da expressdo dos genes do VHB é realizado por
promotores. O promotor SPI (“S promoter I”), localizado imediatamente antes
da regido pré-S1, controla o gene da proteina de envelope L (Siddiqui et al.,
1986) e o SPII (“S promoter II”), localizado na regiao pré-S1, é o promotor do
gene da proteina de envelope M e S (Cattaneo et al., 1983). O promotor

basal do core (BCP) regula a sintese das proteinas do nucleocapsideo viral
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e do RNAm pré-genémico (Yuh et al, 1992) e se situa na regiao X (Treinin et
al, 1987). O promotor do gene X origina um transcrito que regula a sintese
de proteina AgHBx (Guo et al, 1991).

1.2. Replicacao viral

O ciclo de replicagdo do VHB inicia-se com a adesdo do virus a
membrana do hepatdcito. No nucleo do hepatdcito, a sintese da molécula de
DNA do VHB é finalizada e o genoma viral é convertido em uma molécula de
DNA circular, covalente e fechada (cccDNA). O genoma do VHB se replica
por meio da transcricdo reversa, via RNA intermediario. A molécula de
cccDNA produz novas copias do virus, inicialmente através de um RNA pré-
gendmico, que funciona tanto como modelo para a transcricdo reversa
quanto para o RNA mensageiro para a sintese posterior das proteinas do
nucleocapsideo e a polimerase (Liang, 2000; Casey, 2000; Lok et al, 2000).

O RNA pré-gen6mico, as proteinas do nucleocapsideo e a polimerase
sao encapsuladas na porcao central do virus, dentro do qual a transcricao
reversa ocorrerd. Seguindo-se a transcrigcdo, novas fitas negativa e positiva
de VHB-DNA serdo produzidas. Apos a ligacdo as proteinas do envelope
viral, novas particulas virais completas serdo produzidas e liberadas (Figura
2) (Mello et al, 2001; Lin et al, 2004).
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Figura 2. Esquema representativo do ciclo de replicagéo viral do VHB.

1.3. Subtipos e Genotipos do VHB

Baseado na heterogeneidade antigénica do AgHBs, quatro subtipos
sorolégicos foram identificados inicialmente: adw, adr, ayw e ayr (Le Bouvier
et al, 1971; Bancroft et al, 1972). O determinante “a” € comum a maioria das
cepas e é atribuido a um epitopo descontinuo, ao qual sdo dirigidos os
anticorpos neutralizantes (Machado, 2002). Este determinante faz parte da
regido hidrofdbica principal do dominio S. Muta¢des envolvendo as alcas
dessa regido estdo associadas com resisténcia a vacina (Carman et al,
1990; Mimms, 1995; Oon et al, 1995). As substituicdes nos aminoécidos das
posicbes 122 e 160 do AgHBs s&o responsaveis pela expressao das
especificidades d/y e w/r, respectivamente (Okamoto et al, 1987). O subtipo
ad é comumente encontrado em individuos assintomaticos, uma vez que,
em infecgbes agudas, os subtipos ay sao os mais frequientes (Khouri et al,
2004).
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Com a descrigdo de subdeterminantes adicionais do determinante “a”,
0 numero de subtipos sorolégicos aumentou para nove: ayw1, ayw2, ayw3,
ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq®, adrq” (Couroucé-Pauty et al, 1976; Couroucé-
Pauty et al, 1978; Couroucé-Pauty et al, 1983). Varias diferencas de
aminoacidos no AgHBs tém sido identificadas entre os diferentes subtipos

sorolégicos, como esta ilustrado na quadro 1.

Quadro 1. Diferenca nos residuos de aminoacidos entre os diferentes

subtipos sorolégicos

Posicao Aminoacido Especificidade

100 Lys(k) D
Arg (R) Y
Pro(P) wi/w2

127 Thr (T) w3
Leu (L) w4

134 Tyr (y) ayw2/ayw3
Phe(F) ayw1/ayw4/adw2/adw4
Lys (k) W

160 Arg R) R

Fonte: Kramvis et al, 2005

A divergéncia das sequUéncias do genoma completo dentro de um
mesmo subtipo & de aproximadamente 8%, que é semelhante a encontrada
entre diferentes subtipos, o que mostra que a subtipagem nao reflete a
variabilidade genotipica nas seqUéncias codificadoras da proteina S. Por
esta razdo, em 1988 Okamoto et al propuseram um método de classificacao
baseado na sequéncia viral completa, sendo sua utilizagdo cada vez mais
frequiente. Uma classificagdo baseada no grau de similaridade da sequéncia
nucleotidica do genoma do VHB, levou a classificacdo em seis grupos, A a F
(Okamoto et al, 1988; Norder et al, 1992). Recentemente dois outros

gendtipos, designados como G e H, foram relatados. O primeiro em
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individuos dos Estados Unidos e da Franga (Stuyver et al, 2000) e o
segundo em individuos da América do Sul e Central (Arauz-Ruiz et al, 2002).

Além disso, recentes trabalhos tém demonstrado a presenca de
subgendtipos, devido a divergéncia de 4% nas sequéncias do genoma
completo dentro de um mesmo gendtipo. Até agora foram descritos
subgendtipos nos gendtipos A (Bowyer et al, 1997; Kramvis et al, 2002;
Kimbi et al, 2004), B (Sugauchi et al, 2002; Sugauchi et al, 2004a e 2004b),
C (Huy et al, 2004) e F (Mbayed et al, 2001; Norder t al, 2003).

Embora o sequenciamento do AgHBs possa identificar tanto sorotipo
quanto gendtipo, eles necessariamente ndo se correspondem e os sorotipos
nao refletem a relagdo genética. O gendtipo, ao contrario do sorotipo, tem
demonstrado relacdo com a distribuicdo geografica do VHB, além de ser
mais Util em estudos de epidemiologia molecular (Kramvis et al, 2005).

A relacao entre os quatro principais subtipos e os gendtipos tem sido
determinada (Quadro 2). Os oito genétipos do VHB estdo distribuidos em
areas geograficas distintas. O gendtipo A é encontrado no Norte Europeu,
América do Norte e Africa (Norder et al, 1993; Lindh et al, 1997). Os
genétipos B e C séo caracteristicos da Asia e Oceania (Okamoto et al, 1988;
Lindh et al, 1997; Westland et al, 2003), enquanto que o genétipo D tem
distribuicdo mundial, mas predomina na &rea Mediterranea (Lindh et al,
1997; Westland et al, 2003). O gendtipo E parece ser originario de
aborigines da Africa. O genétipo F, que pode ter surgido no Novo Mundo, é
um dos mais prevalentes em alguns paises da América do Sul e América
Central e 0 mais divergente entre os genétipos do VHB (Gomes, 2002). Em
2000, foi descrito o gendtipo G do VHB, encontrado em mais de 10% dos
casos estudados na Franca e Estados Unidos (Stuyver et al, 2000). O
gendtipo H, descrito em 2002, é encontrado na América do Sul e Central
(Arauz-Ruiz et al, 2002).
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Quadro 2. Relagao entre gendtipo, os principais subtipos sorolégicos e sua

distribuicdo geogréfica.

Genétipo Subtipo Localidade

Norte europeu e ocidental, EUA, Africa

A Adw2, ayw1 central e india.

B Adw2, ayw1 Japao, Taiwan, Indonésia, China.
c adw?. adra+. adar-. avr. adr  -€Ste asiatico, Taiwan, Corea, China,
» adrg+, adar-, ayr, Japao, Polinésia, Vietna, Australia, EUA.

D aywz2, ayw3, ayw4 Regido mediterranea, Russia, india, EUA.

E ayw4 Oeste africano.

F adw4-, adw2, ayw4 Ameérica do sul e central, Polinésia.
América central (?), Franca, EUA,

G adw2 Alemanha

H adw4 América do sul e central.

Fonte: Bartholomeusz & Schaefer, 2004, modificado

A distribuicdo dos genétipos pode ser influenciada pelos antecedentes
étnicos e pelo pais de origem dos portadores do virus. Num estudo realizado
nos EUA, uma forte associacdo estatistica tem sido encontrada entre o
gendtipo e a etnia e, entre 0 gendtipo e o local de nascimento. Os genoétipos
A e D foram detectados mais freqiientemente em Caucasianos (Westland,
2003; Chu et al, 2003), enquanto que os portadores asiaticos foram
infectados com genétipos B e C (Westland, 2003; Chu et al, 2003).

As informacdes genéticas sobre as cepas do VHB na América do Sul
ainda sao limitadas (Casey et al, 1996; Arauz-Ruiz et al, 1997; Teles et al,
1999), devido ao numero reduzido de cepas que tem seu genoma estudado
e caracterizado.

Na América Latina, principalmente na Amazbdnia, é encontrado
predominantemente o gendtipo F (Blitz et al, 1998) e subtipos adw4 e adw2.
Os gendtipos A, B e D tém sido descritos na Argentina (Telenta et al, 1997),

no Sudeste e Nordeste do Brasil (Quadro 3).
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Quadro 3. Distribuicao dos genétipos do VHB América Latina

Genétipos do VHB
Localidade Populacao (n) (;2 ) (CI,Z ) (f/i ) (CI,Z ) (50 ) (; ) (E/i ) Referéncia
América Central* varios (333) 14,0 | - 1,0 | 6,0 - 79,0 Arauz-Ruiz et al (1997)
Peru cronicos (15) - - - - |1 100,0 Casey et al (1996)
Argentina crénicos (12) 33,3 | 83 - 16,7 | - 41,7 Telenta et al (1997)
criancgas (22) 36,0 - - 9,0 - 55,0 Mbayed et al (1998)
Brasil
Rio de Janeiro crénicos (11) 273 | - - 545 | - 18,2 Moraes et al (1996)
Goias hemodidlise (26) | 36,0 | - - 9,0 - 55,0 Telles et al (1999)
Amazonas indios (27) 22,7 | - - - - 77,3 Bertolini et al (2000)
S. Catarina hemodidlise (63) | 30,2 | - - | 58,7 | - 11,1 Carrilho (2000)
Norte crénicos (9) 778 | - - - - 22,2
Nordeste crénicos (14) 929 | - - - - 7,1
Centro Oeste crénicos (8) 50,0 | - - 50,0 | - -
Sitnik (2002)
Sudeste cronicos (159) | 459 | 25 | 245 | 20,8 | - 6,3
Sul cronicos (15) 26,7 | - - 66,7 | - 6,7
Geral crénicos (221) 489 | 1,8 | 18,1 | 24,9 - 6,3
Amazoénia Oriental |  cronicos (51) 89,1 - - 2,2 - 8,7 Conde et al (2004)
ﬁ'rgasﬁgﬂf varios (89) [735| - | - | - | - | 265 Viana et al (2005)
Ribeirao Preto crénicos (50) 413 | - - 56,5 | - 2,2 Rezende et al (2005)
Salvador cronicos (114) | 855 | 1,0 - - - 13,5 Ribeiro et al (2006)

(*) Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua e Costa Rica.

Num estudo realizado por Arauz-Ruiz et al. (1997) em 5 paises da

América Central, foi encontrada prevaléncia dos gendtipos A (14,0%), C

(1,0%), D (6,0%) e F (79,0%). A presencga do gendtipo F em alta proporgéo

em todos os grupos estudados sugere predominancia do mesmo em

populacdes nativas da América Central.

Na Argentina, Telenta et al. (1997), estudando 12 pacientes crbénicos

pelo VHB, encontraram uma prevaléncia de 41,7% do gendtipo F, seguida
de 33,3% do gendtipo A, 16,7% do gendtipo D e 8,3% do gendtipo B. A
presenga dos gendtipos A e D nesta regido sugerem influéncia da

28




colonizagao européia, enquanto que o gendtipo B corresponde a portadores
imigrantes da Asia. J4 a elevada ocorréncia do genétipo F suporta a teoria
de que o mesmo € natural de populacdes nativas do Novo Mundo.

Mbayeb et al. (1998) encontraram num grupo de 22 criangas a
predominancia dos gendtipos A (36%), D (9%) e F (55%) na cidade de
Buenos Aires. Em Gualeguay somente o gendétipo A foi encontrado.

No Brasil, os estudos sédo raros e o niumero de cepas analisadas &
pequeno.

Moraes et al. (1996) encontraram os genétipos A, D e F no Rio de
Janeiro. Estes mesmos gendtipos também foram descritos em populagdes
de Goiania [A (50,0%), D (46,2%) e F (3,8%)] e Santa Catarina [A (30,6%), D
(57,1%) e F (3,8%)] (Carrilho et al, 2001; Teles et al, 1999).

Bertolini et al. (2000) demonstraram em trés comunidades indigenas
da regiao Amazénica o predominio do genétipo F e em uma quarta
populacdo 100% pertencia ao gendtipo A.

Sitnik et al. (2004) analisaram 103 amostras de pacientes crénicos
pelo VHB de diferentes regides do Brasil. O gendétipo A, B, C, D e F foram
encontrados nas frequéncias de 49,5, 2,9, 13,6, 243 e 9,7%
respectivamente. Os gendtipos A, D e F foram encontrados em individuos
ocidentais, enquanto os genétipos B e C foram prevalentes em individuos
orientais.

Conde et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de 89,1% do
gendtipo A, 8,7% do gendtipo F e 2,2% do gendtipo D ao estudarem 51
pacientes cronicos de AgHBs e VHB-DNA positivos, provenientes da
Amazdnia Oriental.

Viana et al. (2005), investigando a prevaléncia dos marcadores das
hepatites B e D na Amazénia Brasileira, encontraram predominancia dos
gendtipos A (73,5%) e F (26,5%).

Num estudo conduzido por Rezende et al. (2005), onde avaliou-se a
distribuicao dos gendtipos em 50 individuos cronicos para o VHB na cidade
de Ribeirdo Preto, houve maior freqiéncia dos genétipos D (56,5%) e A
(41,3%) seguidos do gendtipo F (2,2%).

29



Ribeiro et al. (2006), avaliando a distribuicdo de gendtipos e subtipos
do VHB entre 114 pacientes portadores crénicos do VHB pertencentes ao
servico de Hepatologia da Universidade Federal de Salvador, encontraram
prevaléncia de 85,5% para o genétipo A, 13,5% do genétipo F e 1% do
gendtipo B. O gendtipo D nao foi detectado nessa populagdo em contraste
com um estudo anterior realizado por este mesmo grupo em pacientes com

infeccao aguda.

1.4. Mutacoes

Apesar do diagnéstico sorolégico ser bastante sensivel e especifico,
este ndo detecta casos de Hepatite B mutantes para o AgHBs, cada vez
mais freqlentes devido a escape ou resisténcia a vacina, terapias antivirais,
imunossupressao dentre outras (Khouri et al, 2004). Mutacées tém sido
descritas em varias regides do DNA viral, incluindo o gene de superficie
(envelope), o gene X, o gene do core, 0 gene da polimerase e o gene Pré-
core. As principais mutacdes ocorrem nos genes de superficie e nos genes
Pré-core/core, podendo também ser conhecidas como hepatite oculta, uma
vez que, 0s marcadores de infeccdo ativa (AgHBs) e replicacado viral
(AgHBe) podem estar negativos (Asahina et al, 1996). Dessa forma, torna-se
relevante a suspeita de mutacao viral nos casos em que a sorologia para a
hepatite B indica imunidade ou auséncia de replicagdo com piora na
evolucdo do quadro clinico, excluindo-se outras causas de hepatites (Khouri
et al, 2004).
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1.4.1. Mutacoes na Regiao Pré-core

Mutacdes na regido Pré-core foram descritas pela primeira vez na
Italia, relatando casos onde os pacientes, apds a soroconversao AgHBe-anti-
HBe, apresentavam altos niveis séricos de DNA viral, acompanhados de
aumento persistentes ou intermitentes da ALT sérica (Brunetto et al, 1990).

O AgHBe é considerado um marcador de replicagdo viral, uma vez
que a presenga de anticorpos anti-HBe frequentemente indicam diminuigcao
da produgéao viral (Castro et al, 2001). A sororconversao AgHBe/anti-HBe
normalmente correlaciona-se com evolugao benigna da infec¢do. Entretanto,
variantes do VHB tém sido descritas apresentando mutacdes na regiao Pré-
core que inibem a sintese de AgHBe, apesar de continuar a produzir virions.
A mais comum dessas mutagdes é a substituicdo de G — A no nucleotideo
(nt) 1896, que impede a producdo de AgHBe por introduzir um stop cédon
prematuro na ORF da regiao Pré-core (Brunetto et al, 1990; Carman et al,
1989). A regiao Pré-core também contém um sinal de encapsidacao € que é
uma estrutura secundaria mantida por pontes de hidrogénio entre bases na
mesma fita. A presenca dessa mutagdo esta restrita a genodtipos que
apresentam uma timina (T) no nt 1858, como é o caso dos gendtipos B, C,
D, e E (Castro et al, 2001). O gendtipo A geralmente apresenta uma citosina
(C) nesta posicao (Li et al, 1993), enquanto que o gendtipo F pode
apresentar um T ou um C (Arauz-Ruiz et al, 1997).

Da mesma forma que os gendtipos nédo séo distribuidos de maneira
uniforme pelo mundo, as mutacdes Pré-core tém uma distribuicdo particular,
sendo mais freqilentes em regides geograficas tais como Asia e
Mediterraneo, onde os gendétipos B, C e D sdo predominantes e, raras na
América do Norte e Europa, onde o gendtipo A € comumente encontrado
(Lindh et al, 1997; Lindh et al, 1998).

O impacto da mutagao pré-core na histéria natural da hepatite B e,
seu papel na patogénese da doenca hepatica ainda permanece incerto
(Rezende et al, 2005). Infeccao aguda com mutante Pré-core tem sido

associada com alta incidéncia de hepatite fulminante (Bahn et al, 1995;
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Rezende et al, 2005). Na infec¢ao crbnica, a emergéncia da variante Pré-
core durante a fase de clareamento imune ou na soroconversdo AgHBe/Anti-
HBe, pode estar associado com episédios de exarcebacao da doenca e com
baixa resposta ao tratamento comparado com o virus selvagem (Rizzetto et
al, 2000). No entanto, a variante Pré-core tem sido observada também em
portadores inativos (Niitsuma et al, 1995; Tur-Kaspa et al, 1992).

Muitos estudos tém associado esta mutacdo com uma exarcebacao
dos sintomas clinicos causados pela infeccdo pelo VHB (Brunetto et al,
1991; Brunetto et al, 1993). Os pacientes com este perfil freqlientemente
respondem mal ao tratamento com interferon-alfa; entretanto, ndo existem
dados convincentes de que a presenca de variantes da regido Pré-core afeta
a eficacia da terapéutica em pacientes virémicos, anti-HBe positivos
(Barone, 2002).

Na América do Sul, a freqiéncia dessa mutagdo é pouco estudada,
mas Castro et al. (2001) encontraram baixa freqiiéncia das mutacdes Pré-
core (7/29 [24%]) em portadores brasileiros e anti-HBe positivos.

No Brasil, a prevaléncia desta mutacdo ainda € desconhecida. Num
estudo realizado por Pinho et al (1993), o DNA do virus da hepatite B foi
detectado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em pacientes crénicos
e positivos para o anti-HBe, sugerindo que a infecgédo pela variante mutante
pré-core poderia ocorrer em NOSso pais.

No Estado do Amazonas, Conde et al. (2004), pesquisando a
mutagédo Pré-core A-1896 em 12 individuos AgHBe negativos assintomaticos
e 14 individuos AgHBe negativos sintomaticos, encontraram esta mutacao
em apenas trés individuos do grupo assintomatico. A baixa prevaléncia
desta mutacdo (11,5%) ja era esperada devido a alta prevaléncia do
gendtipo A nos grupos estudados.

Sitnik et al. (2004), analisando 103 amostras de pacientes cronicos do
VHB de diferentes regides do Brasil, encontraram 31,7% de freqiéncia de
mutacdes na regido Pré-core, sendo mais freqliiente em pacientes infectados

com gendtipo D.
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No estudo conduzido por Rezende et al. (2005) envolvendo 21
pacientes positivos para o AgHBe e 29 negativos para este marcador, a
mutacdo Pré-core ocorreu em 36% deles, sendo que a freqiéncia dessa
mutacdo foi maior no grupo AgHBe negativo, demonstrando maior
prevaléncia dessa mutacao durante a fase tardia de infecgédo, ou seja, apds
a soroconversdo AgHBe/Anti-HBe.

Outra mutacdo que pode afetar os individuos AgHBs, anti-HBe e
VHB-DNA positivos é a mutacdo do promotor basal do core (BCP),
caracterizada pela substituicdo pontual de adenina (A) por timidina (T) na
posicdo 1762 e guanina (G) por adenina (T) na posicdo 1764. Estas
mutacdes tém sido associadas com hepatite ativa, doenca severa apds
transplante hepatico, desenvolvimento de carcinoma hepatocelular e
hepatite fulminante (Takahashi et al, 1995; Baumert et al, 1996).

1.5. Diagnéstico Laboratorial do VHB

Pelo fato dos sintomas clinicos da infeccdo pelo VHB serem
indistinguiveis das outras formas de hepatites virais, o diagnéstico definitivo
€ dependente dos testes soroldégicos e moleculares para a infecgéao
(Mahoney, 1999).

O desenvolvimento de ensaios sorolégicos para a deteccdo do
antigeno de superficie do virus da hepatite B (AgHBs) tem desempenhado
importante papel no diagndstico da infeccdo pelo VHB. Inicialmente a
deteccdo do AgHBs era realizada através de diferentes técnicas, como
imunodifusdo radial, imunoeletroforese, fixacdo de complemento,
hemaglutinagdo passiva, radioimunoensaio (RIA) (Blumberg et al, 1965;
Coosksley et al, 1975; Kingham et al, 1978; Lofgren et al, 1980; De Cock et
al, 1987).

Atualmente, a deteccdo do AgHBs é realizada por ensaios
imunoenzimaticos automatizados adequados para “screening” em massa

(Bowden, 2006). Em combinagdo com o0s outros testes sorologicos para
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hepatite B, podem auxiliar na determinagdo do diagnéstico da infeccao
aguda ou crdénica, bem como infecgdo passada ou vacinagao bem sucedida.

Entretanto, os perfis sorolégicos podem, algumas vezes, serem
atipicos ou ambiguos. Algumas dessas dificuldades podem ser elucidadas
pela pesquisa qualitativa e quantitativa do DNA do VHB, os quais podem
revelar o verdadeiro status da infeccdo pelo VHB no individuo infectado
(Bowden, 2006).

Todas essas técnicas revelam-se fundamentais ndo apenas para o
diagnoéstico, mas também se mostram muito Uteis no seguimento da infecgéao
viral, na avaliacdo do estado clinico do paciente, na pesquisa de mutagdes
no genoma viral e na monitoracao de terapéutica especifica (Ferreira, 2000;
Gongalves et al, 2002; Bowden, 2006).

1.5.1. Diagndstico Soroldgico

A dindmica de aparecimento dos marcadores soroldgicos varia de
acordo com a fase evolutiva da infeccao, e podem ser correlacionados com
a ocorréncia de sinais clinicos (ictericia) e com as elevagdes dos niveis das
aminotransferases séricas (ALT e AST) (Figuras 3 e 4) (Gongales et al,
2002).
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Apoés o periodo de incubagéo, que varia de 40 a 180 dias com média
de 60 a 90 dias, e duas a seis semanas antes do aparecimento da ictericia,
ja podem ser detectados no soro os antigenos AgHBs e AgHBe que indicam
a presenga do VHB replicante e infectante. O AgHBs é o primeiro marcador
a aparecer e sua persisténcia por mais de seis meses é indicativo de
hepatite crénica (Decker, 1998). Na hepatite aguda ele persiste de trés a
quatro meses apos a infec¢ao, desaparecendo nos casos de cura.

O AgHBe é o segundo marcador soroldégico a aparecer sendo
considerado um marcador de replicagdo viral e sua presenca geralmente
esta associada com a positividade do DNA viral no soro e com alto risco de
transmissdo da infeccdo (Gongales et al, 2002). Na doenca aguda tem
duracao efémera, desaparecendo em poucas semanas, dando lugar ao
aparecimento do anti-HBe, que indica queda na replicagdo viral. A
persisténcia do AgHBe por 8 ou 10 semanas apbés o surgimento dos
sintomas pode ser indicativo de evolugdo para a cronicidade. Seu
desaparecimento na fase aguda da doenca, sucedido do desaparecimento
do AgHBs, é sugestivo de evolugao para a cura (Decker, 1998).

Cerca de um més apds o surgimento do AgHBs, surgem anticorpos
dirigidos ao antigeno do core do VHB (Hollinger, 2001). Inicialmente surge a
fracdo IgM que representa o primeiro sinal de resposta imune apos infeccao
pelo VHB. Esta fracdo também pode estar elevada em pacientes com
infeccao cronica que apresentam periodos de elevacdes de ALT durante os
episédios de reativacdo da doenca (Hollinger, 2001). O anticorpo anti-HBc
IgG também esta presente na vigéncia da infeccdo aguda, quando
aumentam seus titulos no soro, permanecendo positivos em valores mais
baixos, na maioria dos individuos, ao longo da vida. O anti-HBc IgG € um
importante marcador de infecgcdo passada, porém ndao é um anticorpo
neutralizante.

Na fase de convalescenca ocorrera aumento progressivo das
concentragdes do anti-HBs que, associado ao anti-HBc, indica cura da
infeccdo pelo VHB, com o consequiente desenvolvimento de imunidade para

este virus.
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Apesar da melhora no desenvolvimento dos kits de diagnostico, com
aumento importante nos indices de sensibilidade, existe um periodo
chamado “janela imunoldgica” onde ndao se detecta o AgHBs no soro e,
também ainda ndo esta presente o anti-HBs. Nesta fase, o diagnéstico é
evidenciado pela pesquisa de anticorpos anti-HBc, que pode, portanto, ser
detectado durante a fase de antigenemia do AgHBs (fase aguda), na fase
intermediaria (“janela imunoldgica”) e durante a fase de convalescenca e de
imunidade, associado ao anti-HBs (Gongales et al, 2002; Bowden, 2006).

Em individuos vacinados contra hepatite B, o anti-HBs é encontrado
isoladamente (Gongales et al, 2002).

O significado da presenga dos diferentes marcadores sorolégicos dos

individuos com hepatite B esta representado no Quadro 4.

Quadro 4. Infeccao pelo VHB: Interpretacao do Quadro Sorolégico

INTERPRETAGCAO AgHBs anti-HBc anti-HBc IgM anti-HBs  anti-HBe

AgHBe

Fase de incubacao +

Fase aguda

+

Final da fase aguda
ou
Hepatite crénica

+ 4+ + [+ +

v+ o+

'+

Fase convalescente

Infecgéo passada

+ 4+ + 4|+ |+ +

Resposta vacinal

Fonte: Hollinger, 2001; Bowden, 2006, modificado.
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1.5.2. Diagnodstico Molecular

A detecgédo do DNA do VHB é o marcador mais sensivel e preciso de
replicagéo e infectividade viral. Diversos testes baseados em hibridizagao de
fase liquida, amplificacdo do alvo (“Polymerase Chain Reaction”;
amplificagdo por PCR em Tempo Real; amplificagdo mediada por
transcricdo) e amplificacdo do sinal (bDNA) tém sido empregados na
deteccéo e quantificagdo do DNA do VHB (Germanidis & Pawlotsky, 2002).

A técnica de hibridizagdo molecular tem limite de detecgéo de 10 a 50
pg/mL. E considerada complexa e, atualmente, restrita a laboratérios de
pesquisa. O b-DNA apresenta baixa sensibilidade, podendo detectar titulos
de 7x10° até 5x10° equivalentes de DNA/mL. Com a implementagdo dos
ensaios in vitro, surgidos na década de 90, utilizando a técnica da PCR,
houve ganho significativo na sensibilidade, tornando possivel a deteccéo de
1 até 10 genomas equivalentes/mL (Mello et al, 2001; Hollinger, 2001).
Atualmente, os ensaios baseados na tecnologia da PCR em tempo real,
oferecem grande sensibilidade e larga escala de dinamica linear (Welzel et
al, 2006; Lu et al, 2006).

As indicagbes para a deteccdo do DNA do VHB incluem a
monitoracdo do tratamento antiviral, com o objetivo de avaliar a resposta
viroldgica completa e sustentada. Durante o tratamento antiviral, as técnicas
mais indicadas sao as de hibridizacao de fase liquida ou de branched-DNA,
que habitualmente se mostram indetectaveis quando da perda do AgHBe ou
da soroconversao AgHBe/anti-HBe e a PCR (Mello et al, 2001).

Outras indicagdes dizem respeito a definicao etiolégica de hepatites
fulminantes, criptogénicas ou ocultas, decorrentes do VHB. Os ensaios
quantitativos do DNA do VHB sao importantes na diferenciacdo das formas
de hepatite B crbnica, de alta ou baixa replicagdo viral, especialmente
naqueles individuos AgHBe negativos, com aminotransferases elevadas
(mutantes pré-core), na monitoracao da eficiéncia da terapia antiviral, na
identificacdo do desenvolvimento de resisténcia a drogas e recaida apds
terapia descontinuada (Bowden, 2006; Lu et al, 2006).
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1.6. Epidemiologia do VHB

A hepatite causada pelo VHB é, ainda nos dias atuais, uma das
principais causas de doenca hepéatica no mundo. Estudos epidemiolégicos
revelam uma forte relacdo entre a infeccdo pelo VHB, a cirrose e o
carcinoma hepatocelular. Calcula-se que em torno de um milhdo de pessoas
morrem por complicacées da doenca hepatica a cada ano (Schiff, 2005;
CDC, 2006; Davis, 2005). A hepatite cronica causada pelo VHB tem se
revelado uma doenca complexa, de dificil manejo, em funcao de, entre
outros fatores, peculiaridades na relagdo virus-hospedeiro, surgimento de
mutantes, heterogeneidade viral e diversidade das formas clinicas (Lok,
2005). Nos Estados Unidos, foi estimado que um individuo tem 5% de
chance, no decorrer de sua vida, de entrar em contato com o VHB (MMWR,
1999; CDC, 2006)

O VHB é um agente altamente infectante. O virus € 100 vezes mais
infectante do que o HIV e, diferentemente deste, pode resistir até uma
semana em superficie seca (Ott et al,1999). E estavel em temperaturas
proximas de 30°C por pelo menos seis meses e -20°C por 15 anos. A
imunogenicidade e a antigenicidade viral sdo mantidas apds a exposi¢cdo ao
éter, ao acido (pH 2,4 por 6 horas) e ao calor (98°C por 1 minuto, 60°C por
10 horas). O soro perde a infectividade quando sujeito a fervura por 2
minutos ao calor seco (160°C por 1 hora) ou autoclavado a 121°C por 20
minutos. O VHB, em plasma humano seco, € inativado a temperatura
ambiente por 10 minutos, pelo hipoclorito de sodio (500 mg/L), acido
isopropil a 70%, glutaraldeido a 0,125% associado a fenol a 0,44,
glutaraldeido 2% em pH 8,6 e iodo (75 mg/L) (Perrenoud 1995, Hollinger
2001).

O VHB é transmitido principalmente através de exposi¢cao percutanea
ou de mucosas aos fluidos corpéreos ou a sangue contaminado. As maiores
concentragdes de virus sao verificadas no sangue e secregcbes serosas,
diminuindo consideravelmente no sémen, fluido vaginal e saliva (Kiffer et al,
2002). As principais formas de contagio sdo: transmissao vertical, rela¢des

sexuais, transfusdo de sangue ou derivados, uso de drogas endovenosas,
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transplante de 6rgaos ou tecidos, leses de pele ou acidentes com agulhas,
principalmente entre profissionais da area da saude. A saliva pode ser
veiculo de transmissdo em caso de mordidas, porém ndo foram
documentados casos de transmissao por beijo ou outros tipos de exposicao
a mesma (Kiffer et al, 2002). Outros fluidos corporeos, incluindo lagrimas,
suor, urina, fezes, liquor e liquido sinovial, podem apresentar o AgHBs,
porém nao o virion intacto, razao pela qual ndo tém sido associados com a
transmissao (Focaccia et al, 1998).

Merece destaque a transmisséo vertical que, em termos mundiais,
representa a principal via de disseminacdo do VHB nas regides de altas
prevaléncias (Hollinger, 2001; Arraes et al, 2003). Os neonatos, quando
infectados, tém alto risco de desenvolver formas crénicas (90% dos casos),
devido a imaturidade do sistema imunoldgico. A transmissao vertical ocorre
predominantemente durante o parto, por meio de contato com sangue,
liquido amnidtico ou secre¢cdes maternas, sendo rara a transmissao via
transplacentaria, leite materno ou apdés o nascimento. Os riscos de
transmissao vertical aumentam quando se tem alta carga viral materna, altos
titulos de AgHBs e a presenca do AgHBe, sendo que em maes AgHBe
positivas esse risco varia entre 70 a 90%. Entretanto, se a mée for AgHBe
negativa o risco de transmissdo diminui para 10 a 40% (Shiraki et al, 2000;
Broderick et al, 2003). Além disso, o risco de infeccao do concepto apds uma
hepatite B aguda, autolimitada, ocorrida na gravidez, depende do periodo
gestacional em que a infecgdo ocorreu. E maior o risco se a mae se infectar
no terceiro trimestre. Neste caso, 80 a 90% dos neonatos serdo AgHBs
positivos, em comparacdao com 10% de positivos se ocorrer no primeiro
trimestre. Esta cronificacdo precoce leva a risco de aproximadamente 25%
de evolugéao para cirrose ou hepatocarcinoma (Arrraes et al, 2003).

As criangas que nao se infectaram ao nascimento permanecem com a
possibilidade de adquirir o estado de portador até os cinco anos de idade,
isso se a mae tiver o virus replicando (Ruiz-Moreno et al, 2002). A partir dai,
a transmissdo se considera horizontal, ou seja, através de contatos com

ambientes diferentes que ndo o materno, tais como o meio familiar ou
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escolar. A importancia desse tipo de transmissdo vem sendo documentada
em regides de alta prevaléncia, como o Sudeste Asiatico, Oriente Médio e
Africa subsaariana, embora o modo como o contagio ocorre ainda néo tenha
sido bem esclarecido (Yao, 1996; Broderick et al, 2003). O contato intimo
entre moradores de um mesmo domicilio e 0 uso comum de objetos
pessoais, como escovas de dente, ldminas de barbear sdo apontados como
possiveis veiculos de transmissao (Kim et al, 1993; Broderick et al, 2003).

A freqiiéncia da infeccao pelo VHB e seus padroes de transmissao
variam consideravelmente em diferentes partes do mundo, dependendo da
taxa de infecgéo crdnica, da proporcao de individuos com o virus replicando
ativamente e da via predominante de transmiss&o em cada regiao (Triki et al,
1997; Mahoney, 1999). Em funcdo dessas caracteristicas, as distintas
regibes do mundo sao divididas em areas de alta, intermediaria e baixa
endemicidade (Margolis et al, 1991; Evans & London, 1998; Mahoney, 1999)
(Figura 5).

Prevaléncia de AgHBs
B -8%- Alta
O 2-7% - Intermediaria
B <2% - Baixa
* CDC, 1995 modificado

Figura 5 - Distribuicao geografica da infec¢ao pelo VHB
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Aproximadamente 45% da populacdo mundial vive em areas onde a
prevaléncia de infeccdo cronica pelo VHB é alta (>8% da populagcdo €
positiva para o AgHBs), 43% vive em areas onde a prevaléncia € moderada
(2 a 7% da populacdo é positiva para o AgHBs) e 12% vive em areas de
baixa endemicidade (<2% da populagéo é positiva para o AgHBs) (Mahoney,
1999). Em regides de alta prevaléncia a transmissdo perinatal adquire
grande importancia, ao passo que, em regides de baixa prevaléncia, as
transmissdes sexual e parenteral assumem maior relevancia. Locais com
prevaléncia intermediaria apresentam certa mistura de padrdes de
transmissdo, com comportamento epidemioldgico variavel (Ferreira, 2000;
Focaccia et al 1998; Lee, 1997).

Na América Latina, recentes estudos tém mostrado alta
soroprevaléncia do anti-HBc total na Republica Dominicana (21,4%) e no
Brasil (7,9%), seguido por Venezula (3,2%) e Argentina (2,1%). Baixa
endemicidade foi encontrada no México (1,4%) e no Chile (0,6%) (Silveira et
al, 1999; Tanaka, 2000).

No Brasil, a infeccao pelo VHB é considerada endémica, com
distribuicdo de menos de 2% na Regido Sul, 2 a 7% nas regides Centro-
Oeste, Nordeste e Sudeste, até 8% na Amazénia Legal, Estado do Espirito
Santo e regido oeste do Estado do Parana. No Brasil a taxa de mortalidade é
de 0,6 por 100 mil habitantes (Ministério da Saude, 1999-2000).

O Ministério da Saude estima que, no Brasil, pelo menos 15% da
populacdo j4 esteve em contato com o VHB e que 1% da populagédo
apresenta doenca cronica relacionada a este virus (Ministério da Saude,
2002).

Os estudos epidemioldgicos sobre hepatite B no Brasil sdo escassos
e, em geral, ocuparam-se de grupos populacionais especificos.

A andlise de base populacional feita no municipio de Sdo Paulo por
Focaccia et al. (1998) detectou uma prevaléncia de 5,94% do anti-HBc total
e de 1,04% em portadores cronicos (AgHBs positivo). Alta freqiiéncia de
infeccao ativa também foi observada no grupo com idade entre 15-17 anos
(8,73%).
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A prevaléncia do anti-HBc total foi estudada por Clemens et al. (2000)
em diferentes regides do Brasil e a soroprevaléncia geral foi de 7,9%, sendo
que para a regiao Nordeste foi de 1,2%, para Sudeste 5,5%, para Sul 7,2% e
para Norte 21,4%. Quando a populacdo estudada foi estratificada por faixa
etaria, observou-se um aumento significativo da infeccdo em adolescentes e
adultos jovens, com prevaléncia do anti-HBc quase triplicando,
principalmente nas cidades do Rio de Janeiro, Porto Alegre e Fortaleza.

Em Sao Paulo, um dos trabalhos pioneiros no estudo da hepatite B
em criangas abaixo de 12 anos foi conduzido por Oselka et al em 1978.
Neste estudo ndo foi encontrado nenhum caso positivo para o AgHBs em
554 criangcas sadias, 1,6% entre criancas em favelas e 4% em criancas
institucionalizadas, com retardo mental, sugerindo que criancas com baixo
nivel sécio-econémico tém risco consideravelmente maior de se tornarem
portadores crénicos do VHB.

Barone (1986), estudando 63 individuos pertencentes a trés familias
orientais provenientes da cidade de Sao Paulo em relagcdo a marcadores
sorolégicos do VHB, encontrou uma elevada prevaléncia do AgHBs
(71,43%) na populagao total, enquanto que a prevaléncia entre os filhos de
portadores de AgHBs foi de 85%, sugerindo forte participacdo de fatores
genéticos envolvidos na capacidade de eliminagdo do VHB por esta etnia.

Passos et al. (1993) estudaram a populacdo total (de baixa
endemicidade) do municipio de Cassia dos Coqueiros, Sao Paulo, e
encontraram prevaléncia de anti-HBc total de 2,3% em menores de 5 anos e
de 5,2% em menores 10 anos.

Silveira et al. (1999), em estudo multicéntrico que pesquisou a
prevaléncia de anti-HBc total entre amostras populacionais de seis paises da
América Latina, encontraram uma prevaléncia de 33,8% entre criancas
brasileiras de 1 a 5 anos, e de 8,0% entre as de 6a 10 anos.

Em um inquérito soro-epidemioldgico sobre infeccédo pelo VHB em um
municipio do médio-Norte do Estado do Mato-Grosso, Souto et al. (2001)
encontraram dentre os 217 individuos com idade entre dois e 10 anos uma

prevaléncia de 8% de infecgdo pelo VHB (anti-HBc total positivo) e de 19%
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entre os individuos com idade variando de 11 a 20 anos. Foi observada
também baixa cobertura vacinal neste estudo a partir dos 11 anos de idade
(74% de suscetiveis), alertando para a necessidade de um programa de
vacinacdo eficaz para adolescentes nas regides de baixa e moderada
endemicidade.

Motta-Catro et al. (2003), investigando a prevaléncia de marcadores
sorolégicos para a hepatite B e fatores de risco em 260 individuos
provenientes de uma comunidade afro-descendente no Estado do Mato
Grosso do Sul, encontraram uma prevaléncia de infec¢do (anti-HBc total
positivo) de 42,7% e 9,2% de positividade para o AgHBs. Quando a
populacao estudada foi estratificada em 2 grupos: 0-14 anos e 15-79 anos,
uma alta prevaléncia de AgHBs (7,4%) foi encontrada em criangas e
adolescentes.

Em uma analise do comportamento intrafamiliar da infec¢éo pelo VHB
em 97 casos indices e 258 familiares provenientes do Estado do Amazonas,
observou-se elevada proporcdo de familiares com marcador de infeccao
pregressa (51,6%) como também indicadores de infeccao ativa (12%) para o
VHB, e uma alta prevaléncia entre os irmaos (23,6%), caracterizando a
transmissdo de carater horizontal e familiar. Encontrou-se também uma
freqUéncia importante entre os irmdos e filhos menores de 15 anos
ressaltando a idéia de que nas areas endémicas a infeccdo ocorre
freqUentemente durante a infancia (Brasil et al, 2003).

Assis et al. (2004), estimando a prevaléncia da infeccéo pelo VHB e
identificando as possiveis vias de infeccdo em criangas entre trés e 9 anos
em um municipio da Amazénia Brasileira, observaram uma prevaléncia de
11,1% dos marcadores virais, com 1,2% de criancas AgHBs positivas. Em
relagdo a vacinacado apenas 10,9% das criangas foram vacinadas, mas
nenhuma completou o0 esquema de trés dose possibilitando a livre circulagdo
viral.

Lobato et al. (2006), determinando a prevaléncia intrafamiliar do virus
da hepatite B na Amazdnia Oriental, encontraram uma frequéncia de 10,4%

e 1,9% para o AgHBs entre criangas, com seis meses e 16 anos de idade,
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filhos de méaes AgHBs positivas e AgHBs negativas respectivamente.
Quando essas criangas foram estratificadas por faixa etaria, foi observada
uma elevada positividade do anti-HBc (66,7%) nas criangas menores de um
ano pertencentes ao grupo de maes AgHBs positivas, sugerindo que a

transmissao vertical ndo € a principal via de contaminagéo.

1.7. Prevencao

As caracteristicas da transmissdo do VHB tornam necessario
implantar estratégias complexas de vacinagao, para que sejam protegidos
tanto recém nascidos quanto adolescentes e adultos. A estratégia utilizada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), endossada por praticamente
todas as outras organizagbes oficiais para controlar a infec¢ao pelo VHB, foi
a introducdo da vacina para todas as criangas ao nascimento (CDC, 2004;
Shete et al, 2002).

A experiéncia da imunizacao contra a hepatite B tem sido sempre um
sucesso nas campanhas de vacinagdo universal em diferentes paises. E
bem conhecido que o éxito ndo é alcangado quando a estratégia se orienta
para vacinar somente grupos de risco (Ferreira et al, 2006). Nos Estados
Unidos somente apds a recomendagéo da vacinacdo para todos os recém-
nascidos em 1991, e da imunizagao de rotina para adolescentes de 11 e 12
anos, em 1996, é que foi constatada uma redugao substancial na incidéncia
da hepatite B (Davis, 2005).

Desde a implantacao dos programas de vacinagao contra a hepatite B
na América do Norte e paises Europeus em 1985, tem se observado
reducéao significativa na endemicidade desta doenca.

A OMS recomenda que, em populagcdes com prevaléncia de infecgéo
cronica acima de 2%, a intervencao seja realizada por meio da vacinagao
precoce infantil (Chavez et al, 2003). Para regides com taxa de prevaléncia
inferior, as recomendacdes da OMS incluem a triagem em gestantes e a
imunizagado ativa de filhos recém-nascidos de mulheres infectadas (Parana
et al, 2005).

45



No Brasil, a vacinagao contra a hepatite B é garantida pelo governo.
De fato, desde 1988, programas de vacinagéo tém sido implementados em
areas endémicas da Amazodnia Ocidental. Fonseca (2002) encontraram
resultados satisfatérios desses programas na regidao Labrea, onde a
prevaléncia do AgHBs decaiu de 20% para 3,5% em 12 anos.

Desde 1998, o Programa Nacional de Imuniza¢des (PNI) recomenda
a vacinacado universal das criangcas contra a hepatite B a partir do
nascimento. A aplicacao da primeira dose nos primeiros 12-24 horas de vida
resulta em elevada eficacia na prevengéo da infeccdo vertical. A partir de
2001, a faixa etéaria foi ampliada até 19 anos de idade (CVE, 2006).

Nas populagbes de baixo risco, como na maioria dos estados do
Brasil, onde a transmissdo primariamente ocorre em individuos com mais
idade, a imunizacdo dos recém-nascidos € usada para prevenir
contaminag&o no inicio da vida e subsequente cronificagdo (Ferreira et al,
2006). Sabe-se que o risco de desenvolver a infeccdo cronica esté
inversamente relacionado com a idade (Davis, 2005; Poland, 2005). Com a
vacinagao das criangas no inicio da vida, diminui também a contaminacao
horizontal, tdo freqlente nos domicilios onde ha portador de VHB. Além
disso, quando o esquema vacinal é instituido nessa fase da vida, ha maior
probabilidade da realizacdo de series completas de vacinagdo (Petersen et
al, 2004).

Nao ha duavida que a imunoprofilaxia é o método de maior custo-
beneficio para controlar globalmente a infeccdo pelo VHB e suas
complicagbes (Chang, 2004). A imunizagdo passiva, através da
imunoglobulina hiperimune (HBIG), prové imunidade temporaria, com um
custo alto. Por isso, a estratégia mais eficaz tem sido programas de
imunizagdo universal para prevenir tanto a transmissédo vertical como
horizontal da infec¢ao pelo VHB (Ferreira et al, 2006).

As estratégias utilizadas para a imunizacao universal sdao constituidas
pelos seguintes componentes: prevencao de infeccdo perinatal, através de
triagem de gestantes e de profilaxias p6s-exposi¢cdo dos recém-nascidos de

mées AgHBs positivas utilizando vacina e imunoglobulina; vacinagdo contra

46



hepatite B de todas as criangas visando prevenir a infec¢do na infancia e em
idade mais avangada; vacinagdo dos adolescentes que nao foram
protegidos; vacinacdo de individuos com risco acrescido (CVE, 2006;
Ferreira et al, 2006).

Essas estratégias dependem tanto das condigbes epidemiologicas
locais (alta ou baixa prevaléncia do AgHBs em criangas) quanto dos
recursos governamentais para implementagdo da vacinacao (Ferreira et al,
2006).

Nos ultimos anos, algumas inovagoes relacionadas as vacinas vem
sendo analisadas. Estdo sendo testados novas vias de administragéo
(intranasal, transcutanea, aerossol e oral), novos dispositivos (sistema de
microagulhas), finalidade do seu uso (profilatico ou terapéutico) e época de
administracdo da vacina (Mancini-Bourgine et al, 2004). Patwardahan et al
(2005) testaram, recentemente, a vacinacdo pré-natal em maes
pertencentes a populagbes de alto risco, e o0s resultados foram
encorajadores quando as maes foram vacinadas na 20% e na 242 semanas
de gestacao.

Diante do exposto, percebemos que a infeccao pelo VHB na infancia
representa um desafio, pois as criangas que adquirem o VHB, por
transmissao perinatal, tém risco de 90% de desenvolver infeccéo crbnica

Na literatura encontramos diversos trabalhos que tentam elucidar a
relacdo entre os gendtipos e a evolugao clinica desta infeccao, porém estes
sao ainda escassos e pouco consistentes. Estas duvidas sdo mais evidentes
no que diz respeito a hepatite B na infancia, tendo em vista o numero
pequeno de pacientes envolvidos nos estudos e na conclusdo da relagcado
gendtipo e infeccao crbnica.

Assim, o presente estudo € de extrema importancia, uma vez que
propde analisar amostras de soros de criangas e adolescentes portadoras
de hepatite B e de seus familiares, identificando os genétipos circulantes e a
freqliiéncia de cepas mutantes na regido Pré-core e no BCP. Estes dados
podem auxiliar no entendimento da disseminagcao deste agente no ambiente

familiar, além de colaborar na conduta terapéutica e epidemioldgica.

47



2. OBJETIVOS |
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2.1. Objetivos Gerais:

o Caracterizar a infeccdo pelo VHB em criangcas e adolescentes
acompanhadas no Instituto da Crianca do HC/FMUSP, bem como nos

familiares desses pacientes.

2.2. Objetivos Especificos:

o Avaliar os marcadores sorolégicos, caracterizar o genétipo do VHB e a
presenca de mutacoes na regido Pré-core e no BCP entre os pacientes;

« Identificar possiveis portadores crénicos do VHB e individuos suscetiveis
no ambiente familiar, discutindo as possiveis vias de transmissao;

o Caracterizar o genétipo do VHB e observar a presenca de cepas

mutantes entre os familiares (mae, pai, irmaos e outros).
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3. CASUISTICA E METODOS |
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3.1. Populacao de Estudo

A populacdo deste estudo foi constituida por 95 criangas e
adolescentes, menores de 19 anos que procuraram a Unidade de
Hepatologia do Departamento de Pediatria do Instituto da Crianga,
HC/FMUSP, que apresentavam AgHBs positivo por mais de seis meses e
virgens de tratamento. Também foram convidados a participar desse estudo

os familiares desses pacientes que moravam no mesmo domicilio.

3.2. Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelos Comités Cientifico da Divisao de Biologia
Médica (BM n® 04/04), de Etica em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz
(CEPIAL) e de Etica do Instituto da Crianga, segundo a resolucdo n® 196/96
sobre pesquisa envolvendo seres humanos publicada pelo Conselho
Nacional de Saude - Ministério da Saude - Brasilia (1996) (cOpia em anexo).

Vale ressaltar que todas as amostras foram coletadas somente apos
o preenchimento do termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1).

3.3. Amostras

As amostras de sangue dos pacientes e de seus familiares foram
colhidas no periodo de 1999 a 2004. Os soros encontravam-se estocados a
—80°C no Instituto da Crianga, HC/FMUSP e, no momento da pesquisa,
foram enviados para o Laboratério de Hepatites Virais do Servico de
Virologia do Instituto Adolfo Lutz. Duas aliquotas de soro foram
armazenadas a —20°C para serem utilizadas nas analises sorolégicas e de
biologia molecular. As aliquotas restantes foram estocadas a — 80°C para

realizacdo de algum teste confirmatorio, se necessario.
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3.4. Sorologia

Os ensaios soroldgicos foram realizados no momento da coleta das

amostras pelo laboratério Central do Instituto da Crianga, e confirmados

posteriormente pelo Laboratério de Hepatites Virais do Servico de Virologia

do Instituto Adolfo Lutz. Foram utilizados testes imunoenzimaticos de

terceira geracdao baseados

na

técnica do ELISA (Enzyme-linked

Immunosorbent Assay), empregando-se kits comerciais da marca

Diasorin®(Saluggia, Vercelli, ltalia).

Em todas as amostras foram pesquisados os marcadores sorologicos

AgHBs e anti-HBc total. Os demais marcadores (AgHBe, anti-HBe e anti-

HBs) foram determinados seguindo o algoritmo abaixo.

AMOSTRAS

AgHBs reagente

anti-HBc reagente ou nao reagente

PCR regiao S

AgHBs nao reagente
anti-HBc reagente ou nao reagente

Genotipagem

reagente

AgHBe anti-HBs
|
[ I |
nao reagente pesquisa de individuos
suscetiveis ou vacinados
anti-HBe
|
[ I
nao reagente reagente

PCR
Regiagopré C/C

Pesquisa mutacao

Figura 6. Algoritmo do diagnéstico laboratorial da infeccao pelo VHB
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3.5. PCR (“Polymerase Chain Reaction”)

A PCR foi utilizada para a amplificacdo das regides S, Pré-core e
Core utilizando-se o método do “nested” PCR descrito por Kaneko et al.
(1989a e 1989b) com pequenas modificagdes (Pinho et al, 1993).

A amplificagcdo da regido S foi realizada em todas as amostras de
soro que apresentaram resultado positivo para o AgHBs pelo teste de ELISA
com objetivo de genotipar o VHB. Nas amostras AgHBs/Anti-HBe positivas e
AgHBe negativas foram pesquisadas mutacdes na regiao Pré-core e no
promotor basal do core (BCP) empregando-se a PCR para regido Pré-core e
core.

Foram seguidas as normas de controle de qualidade propostas por
Kwok & Higuchi (1989) para se evitar contaminagbes das salas e,

consequentemente, dos materiais e dos soros manipulados.

3.5.1. Extracado do DNA do VHB com solugao de isotiocianato de
guanidina (GT) e fenol

A 300pL de solucdo de isotiocianato de guanidina (GT) 5M e fenol
equilibrado foram adicionados 200uL de soro e, apds agitacdo, foram
adicionados 50uL de cloroférmio gelado, seguido de centrifugacdo a
12.000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo contendo 300uL de isopropanol absoluto gelado, agitando-se e
centrifugando-se a 12.000xg por 15 minutos a 4°C. Retirou-se todo
sobrenadante e adicionou-se 300uL de etanol absoluto gelado. O tubo foi
centrifugado novamente a 12.000xg por 10 minutos a 4°C, o precipitado
resultante foi seco com o auxilio de bomba de vacuo e, posteriormente,
ressuspendido em 50uL de agua ultrapura (MilliQ) e armazenado em

geladeira por 12 horas para completa eluicdo do DNA.
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3.5.2. “Primers”

Os "primers" externos utilizados nas reacdes de amplificacdo da
regido S foram: HBS1F e HBS1R, e os internos: HBS2F e HBS2R
(INVITROGEN®, Sao Paulo, Brasil). Estes “primers” foram desenvolvidos por
Sitnik et al. (2002) e geraram produtos de 450 pb.

Para a regido Pré-core e core utilizaram-se os "primers" externos
2032 e EP1.1 e os "primers" internos 2017 e EP2.1 (INVITROGEN®, Sao
Paulo, Brasil), os quais foram desenvolvidos por Takahashi et al. (1995) e
Kaneko et al. (1989) gerando produtos de 500 pb.

Ambos os "primers" foram diluidos a concentracao de 20 pMoles/uL.
Abaixo sdo apresentadas as sequéncias de bases nitrogenadas dos
"primers" mencionados.

Regiao S:

HBS1F: 5 - GAG TCT AGA CTC GTG GTG GAC TTC - 3
HBS1R: 5 - AAATKG CAC TAG TAA ACT GAG CCA - 3
HBS2F: 5 - CGT GGT GGACTT CTC TCAATT TTC -3
HBS2R: 5 - GCC ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC -3

Regiao Pré-core e core:
EP1.1:5 - TCATGG AGA CCACCG TGAAG -3
EP2.1:5 - CAT AAGAGGACTCTTGGACT -3

2032R: 5 - CTG ACT ACT AAT TCC CTG GAT GCT GGG TCT - 3
2017R-B: 5" - ATG GGA TCC CTG GAT GCT GGG TCT TCC AAA -3
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3.5.3. Preparacao de Desoxinucleotideos (dNTPs)

Foram utilizados dNTPs (INVITROGEN®, Sao Paulo, Brasil) diluidos
em agua ultrapura (MilliQ), na concentracdo de 2,5mM de dATP, dCTP,
dGTP e dTTP.

3.5.4. Metodologia da “Nested” PCR
3.5.4.1. Primeira PCR

A cada microtubo, contendo 10uL de DNA viral, obtido ap6s extracao
com solucao de GT e fenol, foram adicionados 90uL da mistura da PCR.
Essa mistura da PCR foi constituida por 67,5uL de agua ultrapura (MilliQ),
10uL de Tampao 10X (INVITROGEN®, Sdo Paulo, Brasil), 6uL de dNTPs,
4uL de cloreto de magnésio (INVITROGEN®, Sao Paulo, Brasil), 10uL de
cada um dos “primers” HBS1F e HBS1R (S) ou 2032 e EP1.1 (Pré-core e
core), 0,5uL de Taq DNA polimerase (INVITROGEN®, Sio Paulo, Brasil).
Apés a adicdo da mistura da PCR, as amostras foram submetidas a
repetidos ciclos de variacdo de temperatura, em termociclador, com

programa especifico, os quais estdo apresentados nos quadros abaixo.

Quadro 5. Programa utilizado em termociclador para a amplificacdo da
regido S do VHB

REGIAO S (1 e 22 PCR)
Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 30 segundos
94°C 20 segundos
30 56°C 20 segundos
72°C 30 segundos
1 72°C 7 minutos
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Quadro 6. Programa utilizado em termociclador para a amplificacdo da
regido Pré core e core do VHB

REGIAO Pré-core e Core (1* e 2° PCR)
Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 60 segundos
94°C 60 segundos
35 45,5°C 60 segundos
72°C 90 segundos
1 72°C 7 minutos

3.5.4.2. Segunda PCR (“Nested”)

A cada microtubo contendo 90uL da mistura para a segunda PCR,
constituida por: 67,7uL de agua ultrapura (MilliQ), 10uL de Tampao 10X
(INVITROGEN®), 6uL de dNTPs, 4uL de cloreto de magnésio
(INVITROGEN®), 10uL de cada um dos “primers” HBS2F e HBS2R (S) ou
2017 e EP2.1 (Pré-core e core) e 0,3uL de Taq DNA polimerase
(INVITROGEN®), foram adicionados 10uL do produto da primeira PCR. Os
microtubos foram entdo levados ao termociclador utilizando programas

especificos descritos no item anterior.

3.5.4.3. Identificacao do Produto Amplificado

Apo6s a amplificagdo, o produto obtido pela PCR, foi identificado por
eletroforese em gel de agarose 2%, preparado em tampao tris-borato EDTA
(TBE 0,5 X) com 0,005% de brometo de etidio. Para isto, foram aplicados
10uL do produto final da PCR misturado com 2uL tampéo de corrida,

constituido de blue juice 5%, glicerol 40% e azul de bromofenol 0,1%. Além
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do padrdo de quantificacdo (Low DNA Mass Ladder - INVITROGEN®, Sao
Paulo, Brasil), foram aplicados no gel controles positivos e negativos. As
bandas foram observadas em transiluminador com luz ultravioleta e o gel foi
fotografado em Sistema de Captura digital de Imagens (Imagem Acquisition
and Analysis Software, UVP,INC.CA, USA). Uma copia de cada gel foi
impressa na impressora Digital Grafic Printer (UP-D890) para registro.

3.6. Sequenciamento

A técnica de sequenciamento foi realizada nas amostras em que foi
possivel a amplificacdo das regides S e Pré-core e core.

A técnica empregada foi a de sequenciamento por PCR, derivada da
metodologia de Sanger et al. (1977), utilizando-se didesoxinucleotideos
(ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme o “Kit” ABI Prism*®
BigDye™ Terminator (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

3.6.1. Reacao de Sequenciamento por “Cycle Sequencing”

A 2uL do DNA purificado e quantificado (3 — 10 ng) foram adicionados
2uL de “primer” HBS2F e HBS2R (S) ou 2017 e EP2.1 (Pré-core e core) em
concentracdao de 1,6 pmol, 4uL da mistura de reacdo do “Kit” de
sequenciamento que contém ddNTPs marcados e as enzimas AmpliTaqg
DNA Polimerase FS e rTth pirofosfatase, 4uL de tampéao Tris-HCI (pH 9,0) e
MgCl2 5 X e 8,0uL de agua ultrapura (MilliQ) para um volume final de 20puL.
Em seguida, as amostras foram submetidas a repetidos ciclos de variacao
de temperatura, em termociclador, com programa especifico para a sintese
da fita complementar e incorporagdo dos ddNTPs marcados (25 ciclos de
96°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos).
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3.6.2. Precipitacido das Amostras apoés “Cycle Sequencing”,
Denaturacao e Aplicacao no Gel

Apbs a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas
com isopropanol para a retirada dos ddNTPs marcados n&o incorporados.

Aos 20puL de reacéo, foram adicionados 80uL de isopropanol 75%. Os
microtubos foram submetidos a forte agitagdo por 10 segundos e incubados
a temperatura ambiente por 10 minutos. Apds incubacao, as amostras foram
centrifugadas por 25 minutos a 12.000xg a temperatura ambiente. Em
seguida, foi removido o isopropanol e adicionado 1000uL de etanol 70% ao
precipitado. As amostras foram novamente centrifugadas por 20 minutos a
12.000xg a temperatura ambiente. Ap6s a centrifugacao, o etanol foi retirado
e as amostras incubadas a 90°C por 3 minutos para a retirada total do
etanol.

A cada microtubo contendo as amostras, foram adicionados 5uL de
tampédo de amostra [5 partes de formamida (Amresco) e 1 parte de “blue
dextran” (PE Applied Biosystems®)], homogeneizadas vérias vezes,
submetidas a forte agitacdo por 10 segundos, centrifugadas a 12.000xg por
15 segundos e incubadas a 95°C por 5 minutos para desnaturacao.
Imediatamente apo6s a incubagéo, as amostras foram colocadas em gelo até
a aplicacao de 1,5uL no gel de poliacrilamida.

O gel de sequienciamento é constituido por poliacrilamida 5% (Long
Ranger™ Gel Solution, FMC) com uréia 6M em tampdo TBE 1 X
concentrado em placas de 36 cm com 0,5 mm de espessura. O tampéao TBE
1X concentrado foi utilizado na eletroforese, realizada no Sequenciador
Automatico ABI PrismR 377 (PE Applied Biosystems®).

3.6.3. Analise das Sequéncias

A classificacdo dos gendtipos e a pesquisa de mutacdes na regido

Pré-core e core foi realizada pela comparacdo do alinhamento das
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seqléncias de aminoacidos obtidas com as 54 sequéncias ja conhecidas
dos diferentes genédtipos de VHB depositadas no Genbank. Para estas
analises foram utilizados os programas EditSeq e Megalign do pacote
DNAstar (Lasergene Inc., Madison, WI, EUA). A classificacdo dos genétipos
foi confirmada pela ferramenta Genotyping disponivel no site do ncbi
(Rozanov et al, 2004).

3.6.4. Interpretacao

O gendtipo do VHB foi caracterizado como A, B, C, D, E, Fou G. A
presenca da mutacado de adenina para timidina na posicao 1762 (A1762T) e
guanina para adenina na posi¢cao 1764 (G1764A) caracterizam mutagdo da
regido do promotor basal do core. J& a presenga da mutacdo de guanina
para adenina no nucleotideo 1896 (G1896A) e de guanina para adenina no

nucleotideo 1899 (G1899A) caracterizam mutacao na regiao pré-core.
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4. RESULTADOS |
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4.1. Criancas e adolescentes com infec¢ao crénica pelo VHB

Das 95 criangas e adolescentes AgHBs positivas, 53 eram do género
masculino (55,8%) e 42 do género feminino (44,2%). A faixa etaria variou de

0 a 19 anos, com média de 7,6 anos e desvio padrao de 4,4 (tabela 1).

Tabela 1. Freqiéncia das criancas e adolescentes portadores de infeccao
cronica pelo VHB acompanhados no Instituto da Crianca, HC/FMUSP,
segundo faixa etaria e marcador sorolégico.

Faixa etaria N (%) Masculino Feminino Anti-HBc total AgHBe Anti-Hl?e
(em anos) n n n (%) n(%) n (%)
0a4 23 (24,2) 10 13 23 (100,0) 16 (69,5) 7 (30,4)
5a9 40 (42,1) 27 13 38 (95,0) 26 (65,0) 14 (35,0)
10a 14 26 (27,4) 14 12 26 (100,0) 18 (69,2) 6(23,0)
15a19 6 (6,3) 2 4 6 (100,0) 3(50,0) 3(50,0)
Total 95 (100,0) 53 (55,8) 42 (44,2) 93 (97,9) 63 (66,3) 30 (93,7)

*O anti-HBe foi pesquisado apenas nas amostras com AgHBe negativo.

Observando os resultados de sorologia, 66,3% (63/95) apresentaram

AgHBe reagente e 2,1% dos pacientes (2/95) ndo apresentaram anti-HBc

total. Das 32 amostras AgHBe negativas, 30 (93,7%) apresentaram

resultado positivo para o anti-HBe (tabela 1).

A figura 7 apresenta a distribuicdo dessas criangcas e adolescentes

segundo perfil sorolégico.
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AgHBs+
anti-HBc total -
AgHBe+
2(2,1%)

anti-HBe +
30 (93,7%)

AgHBs+ AgHBs+
anti-HBc total+ anti-HBc total+
AgHBe+ AgHBe-

61 (64,2%) 32 (33,7%)

\anti-HBe -
2 (6,3%)

Figura 7. Frequéncia das criangas e adolescentes portadores de infecgéao
crénica pelo VHB acompanhados no Instituto da Crianga, HC/FMUSP, por

perfil soroldgico.

Das 95 amostras positivas para o AgHBs, foi possivel amplificar a
regido S de 89 (93,7%). A distribuicdo das criangas e adolescentes por

gendtipo é apresentada na figura 8.

39 (43,8%)

45 (50,6%)

c
5 (5,6%)

Figura 8. FreqUéncia das criangas e adolescentes do VHB acompanhados

no Instituto da Crianga, HC/FMUSP, por gendtipo.
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No total, 30 criangas e adolescentes apresentaram perfil soroldgico
passivel de investigagdo de mutacao, ou seja, AgHBs/Anti-HBe positivos e
AgHBe negativo, sendo possivel amplificar a regido Pré-core e core de 21
amostras (70,0%). Dessas, 13 apresentaram mutacao para esta regiao e 8
nao. A distribuicdo da freqiéncia das mutagbes encontradas na regiao Pré-
core e no BCP dessas criangas e adolescentes esta representada na tabela
2.

Tabela 2. Distribuicdo das mutagbes encontradas nas regibes Pré-core e
BCP do VHB por crianga e adolescente.

Criancas Mutagoes

e Regiao Pré-core BCP
Adolescentes  G1gg6A G1899A A1762T G1764A

ICR069 X X
"""" IcCRO37 X X
"""" cRO3® X X
"""" icROS7 X X
"""" CRO75S X
"""" ICRO46 X
"""" IcROOS X X
"""" cR12 X
"""" icROSO X X
"""" cR197 X X
"""" cRO23 X
"""" icR10 X
"""" crRO8Y X X X

Total 2 1 8 11
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4.2. Familias

Das 95 criangas e adolescentes envolvidas no estudo, foi possivel

contatar os familiares de 85 delas, totalizando 118 individuos, sendo 58

maes, 28 pais, 25 irmaos e 7 com outro grau de parentesco como tia, avo,

primo, filho e marido. A distribuicdo dos familiares por grau de parentesco,

bem como a presenca dos marcadores sorolégicos é apresentada na tabela

3.

Na tabela 4 os familiares estdo agrupados de acordo com o perfil

sorolégico.

Tabela 3. FreqUéncia dos familiares por grau de parentesco e por marcador

sorolégico.

Marcadores Sorologicos

Parentesco N AgHBs  Anti-HBctotal AgHBe Anti-HBe Anti-HBs
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Mae 58 30 (51,7) 52 (89,7) 13 (22,4) 16(29,3) 22 (37.,9)
Pai 28  7(25,0) 22 (78,6) 2(71)  4(143) 15(53,6)
Irmdos (as) 25 1 (4,0) 13 (52,0) 0(0) 0(0) 13 (52,0)
Outros 7 2(285) 3 (42,8) 0(0) 1(14,3)  2(28,5)
Total 118 40 (33,9) 90 (76,3) 15(12,7) 21(17,8) 52 (44,1)
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Tabela 4. FreqUéncia dos familiares por grau de parentesco e por perfil

sorolégico.
Parentesco N Cr'c;)r(uci’/(:)o 1 ;2?%;::2 Susncg;:;l el Vagiz:’zc)jo“
n (%)

Mae 58 30 (52,7) 22 (37,9) 35,2 3(5,2)

Pai 28  7(25,0) 15 (53,6) 2 (7,4) 4 (14,3)
Irmé&os (as) 25 1(4,0) 13 (52,0) 1(4,0) 10 (40,0)
Outros 7 2 (28,5) 2 (28,5) 1(14,5) 2 (28,5)
Total 118 40 (33,9) 52 (44,0) 7 (6,0) 19 (16,1)

1- AgHBs + por mais de 6 meses;

2- Anti-HBc total +/Anti-HBs+;

3- AgHBs - /Anti-HBc total -/anti-HBs -;
4- Anti-HBs +.

Das 40 amostras de familiares positivos para o AgHBs, foi possivel
amplificar a regido S do VHB de 27 (67,5%), e assim genotipa-las. Foi
observada discordancia de genétipo em apenas duas das 61 familias
estudadas, familias 13 e 46 (anexo 2). A distribuicdo dos gendtipos é

representada na figura 9.

D

12 (44,4%) A

13 (48,1%)

2 (7,5%)

Figura 9. Frequéncia dos familiares por genétipo do VHB.
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Quando analisados os perfis sorologicos dos familiares, observou-se
que em 24,6% (15/61) das familias, todos os individuos apresentavam perfil
sorologico de portador cronico do VHB (familias 1 a 15). Por outro lado, em
13 (21,3%) familias foram identificados apenas individuos com marcador de
contato prévio (familias 17 a 29). Nas familias 49 e 50 foram identificados
individuos suscetiveis, enquanto que nas familias 42, 43, 44 e 45, todos os
individuos haviam sido vacinados (anexo 2).

Dos 21 familiares que tinham perfil sorolégico passivel de
investigacdo de mutagdo, ou seja, AgHBs/Anti-HBe positivos e AgHBe
negativo, foi possivel amplificar a regido Pré-core e core de nove familiares
(54,3%). Apenas quatro amostras apresentaram mutacao nessa regido. A
distribuicao da freqiiéncia das mutagdes encontradas nas regides Pré-core e
BCP desses familiares esta representada na tabela 5.

Tabela 5. Mutagdes encontradas nas regides Pré-core e BCP do VHB por

familiar.
Mutacoes
Familiar Parentesco Regiao Pré-core BCP
G1896A G1899A A1762T G1764A
ICR200 pai X X X
""" ICR107  mae X X
""" ICR102  pa X X
""" ICRO54  mae X
Total 1 0 3 4
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5. DISCUSSAO |
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O estudo da Hepatite B em criangas tem importancia significativa,
uma vez que, 40% das transmissdes ocorrem no periodo neonatal. Criangas
nascidas de maes portadoras de AgHBs e AgHBe apresentam maior
probabilidade de adquirir a infeccdo, com cerca de 90% de chance de
desenvolver infeccao crénica (Broderick, 2003).

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de demonstrar a
relagéo entre os gendtipos e a evolugéo clinica desta infecgédo, porém estes
sao ainda escassos e pouco consistentes, principalmente no que diz respeito
a hepatite B na infancia, devido ao numero pequeno de pacientes
envolvidos.

Assim, o presente trabalho foi de extrema importancia, uma vez que
analisou um numero grande de amostras de soros de criangas e
adolescentes portadoras de hepatite B, além disso, conseguiu assiduidade
dos familiares, pois apenas de 10 pacientes nao foi possivel contatar seus
familiares. Nos estudos conduzidos em criangas provenientes da Argentina e
Bélgica o numero de pacientes envolvidos foi de 22 e 23, respectivamente
(Maybed et al, 1998; Liu et al, 2005).

E sabido que a exposicdo & infecgdo pelo VHB aumenta com a idade
e em individuos do sexo masculino. Observando os dados da freqiiéncia das
criancas e adolescentes AgHBs positivas segundo faixa etaria, percebemos
que o maior numero de criangas com infecgdo cronica pelo VHB se
concentrou na faixa etaria entre 0 e 14 anos e apenas 6,3% da populagéo
estudada era constituida por adolescentes. Este fato pode estar relacionado
com a caracteristica do servico de saude que atende, em sua maioria,
criangas.

Nos pacientes com infecgdo cronica pelo VHB o perfil sorolégico
esperado é AgHBs positivo e anti-HBc total positivo e nosso estudo
confirmou isso, pois de toda a nossa casuistica apenas duas criangcas nao
apresentaram positividade para o anti-HBc total. Estes resultados foram

confirmados pela mesma metodologia em reacdes e dias diferentes.
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Os marcadores AgHBe e anti-HBe foram pesquisados por serem
importantes indicadores de replicacdo viral, além de servirem como
ferramenta para a triagem de cepas com possibilidade de apresentarem
mutacées no gene pré-core do VHB, que na infeccao cronica estao
relacionadas com os episddios de exacerbagcdo da doenca e com baixa
resposta ao tratamento (Rizetto et al, 2000). Analisando os resultados do
AgHBe observamos que os pacientes com idade entre 0 e 9 anos
apresentaram maior positividade, demonstrando maior grau de replicacao
viral nessa faixa etaria comparado com os adolescentes. Com isso percebe-
se que houve um declinio gradual na positividade do AgHBe e um
crescimento similar na positividade do anti-HBe com a idade. Estes dados
estdo em concordancia com os encontrados na literatura (Chang et al, 1989;
Satapathy et al, 2006).

Quando os pacientes foram agrupados de acordo com o perfil
sorologico, observamos que 66,3% apresentaram replicacao viral ativa e dos
32 restantes, 30 apresentaram soroconversdo do AgHBe, nos quais foram
pesquisadas as mutacdes no gene pré-core. A alta positividade do AgHBe
pode estar associada ao fato de que, na maioria das criangas com infeccao
cronica pelo VHB, o virus selvagem é a cepa dominante durante o curso
natural da infec¢do (Ni et al, 2004b; Chang et al, 2006).

Do total de 118 contatos familiares estudados, 58 eram maes, sendo
que 30 eram portadoras crénicas do VHB. Este dado ressalta a importancia
da triagem sorolégica para o VHB durante a gravidez uma vez que 0s
neonatos ao se infectarem verticalmente, tém alto risco de desenvolver
formas crénicas chegando a 90% dos casos.

Além disso, dessas 58 maes, 13 apresentaram positividade para o
AgHBe, sendo este dado de extrema relevancia uma vez que 0s riscos de
transmissao vertical aumentam quando se tem alta carga viral materna, altos
titulos de AgHBs e a presenca do AgHBe, variando entre 70 a 90%
(Broderick et al, 2003).

Em relacdo aos pais, observamos que dos 28 envolvidos no estudo

22 apresentaram apenas o anti-HBc total positivo, sendo que esses
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individuos podem ter sido possiveis transmissores do VHB no ambiente
familiar. O mesmo ocorreu com os 32 familiares restantes, onde 16
apresentaram esse marcador, indicando a disseminagao intrafamiliar do
VHB.

Na andlise dos perfis sorologicos dos 118 contatos familiares,
observamos que uma elevada proporcdo de individuos apresentou
marcadores sorologicos de infeccao pregressa como também indicadores de
infeccdo crénica para o VHB, sugerindo a presenca de circulagao viral no
ambiente familiar. Estes achados sdo semelhantes aos descritos por
diversos autores (Brasil et al, 2003; Erol et al, 2003; Donganci et al, 2005;
Zervou et al, 2005; Takegoshi et al, 2006; Salkic et al, 2007; Ucmak et al,
2007), que discutem a importancia da transmissao intrafamiliar do VHB.

Foi observada baixa taxa de vacinagdo entre os familiares dos
portadores crbénicos do VHB (19/118). Esse dado é preocupante, pois
mesmo com a disponibilidade da vacina na rede publica para todas as
criangcas ao nascimento, para os adolescentes, para o0s pacientes em
situacao de risco acrescido e para os contatos de portadores crénicos, ainda
nos deparamos com baixa adesdo a vacina principalmente entre os
adolescentes (Souto et al, 2001; Ferreira et al, 2006).

Outro ponto a ser ressaltado € a importdncia da orientacdo e do
encaminhamento dos comunicantes de portadores cronicos aos servicos de
saude, pois como foi observado na familia 16 a ICR 77, portadora cronica do
VHB, teve um filho, o qual ndo recebeu a vacina ao nascer se infectando
posteriormente. O contrario aconteceu com a familia 51 quando da
administracdo da vacina no ICR22, logo apds o nascimento, protegendo-o
da infeccao por este agente.

Diante disso, seria necessario incentivo maior da vacinagao por parte
dos servigos de saude, ja que a vacina € a ferramenta mais importante e
eficaz para a prevencao da hepatite B, possibilitando assim, maior adesao
das maes com relacdo as criancas e dos adolescentes, quando € maior a

chance de contaminacéo.
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A freqUéncia de 6,0% (7/118) de individuos suscetiveis nas familias
estudadas reforca a hipétese da necessidade de maior conscientizagdo para
a importancia da vacinacao dos comunicantes de portadores crénicos do
VHB, uma vez que esse virus apresenta alta transmissibilidade
principalmente no ambiente familiar.

Das 61 familias analisadas, foi possivel investigar os marcadores
sorologicos para o VHB tanto do pai quanto da méae dos pacientes em 21
delas, sendo que trés familias (7, 13 e 47) apresentaram ambos 0s pais com
marcadores de infec¢do cronica, cinco (21, 22, 28, 57, 59) apresentaram
ambos 0s pais com marcadores de infec¢do passada, seis (32, 34, 35, 37,
40, 41) apresentaram a mae com perfil de portador crénico do VHB e o pai
com marcador de contato prévio e a familia 38 com a situacdo inversa.
Nesses casos percebe-se forte evidéncia de transmissdo intrafamiliar, mas
nao se consegue definir a fonte de infeccdo, se horizontal, vertical ou outra,
somente com base nos achados sorolégicos.

Nas familias 56 e 60 apenas a mae apresentou marcadores
sorologicos de infeccao pregressa, sendo o pai suscetivel ou vacinado.
Nestes casos provavelmente a via de transmissao foi vertical. O contrario
ocorreu nas familias 54 e 61 onde apenas o pai apresentou marcadores
sorologicos positivos, sugerindo a transmissao horizontal como possivel via
de disseminacao do VHB.

A familia 55 foi composta por duas familias morando no mesmo
domicilio. A ICR 146 era irma da ICR 143, ambas portadoras crénicas do
VHB, e através de dados do prontuario médico, foi informado que a mae
delas também era portadora do virus. O marido da ICR 146 (ICR142)
apresentava marcadores de infeccao passada e os trés filhos (ICR147,
ICR148 e ICR145) desse casal eram portadores crbénicos do VHB. Ja o
marido da ICR 143 (ICR144) era vacinado e os dois filhos (ICR149 e
ICR150) eram portadores crénicos do VHB. Estes dados sugerem que
circulagado viral no ambiente familiar, entretanto sem definicdo da via de

transmissao.
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Nas familias 49 e 50 foram identificados individuos suscetiveis,
enquanto que nas familias 42, 43, 44 e 45, todos os individuos haviam sido
vacinados e apenas 0s pacientes eram portadores crénicos do VHB. Apéds
consulta aos prontuarios médicos, foi observado que as criancas das
familias 42, 43, 45 e 50 haviam recebido transfusdo sangulinea. Este dado é
relevante, pois as criangas das familias 43 e 50 oferecem risco de infectar os
demais contatos familiares que ainda permanecem suscetiveis.

Este estudo teve algumas limitagdes como a falta de aplicacdo de um
questionario epidemiologico com informagdes sobre os provaveis fatores de
risco de infeccdo do VHB na populacéo estudada, o que poderia auxiliar na
determinacao das possiveis vias de transmisséao viral. Uma outra ferramenta
para confirmagdo da disseminagdo do virus no ambiente familiar seria a
utilizacdo da genotipagem do VHB e de analises filogenéticas que
auxiliariam na identificacdo de cepas idénticas do VHB entre os individuos
que dividem o mesmo domicilio.

Na literatura, diversos autores (Dumpis et al, 2001; Zampino et al,
2002; Lin et al, 2005) utilizaram as analises filogenéticas para tentar
determinar a contribuicao das transmissdes vertical e horizontal no ambiente
familiar.

A deteccédo do DNA do VHB por PCR em 93,7% dos pacientes e em
67,5% dos familiares, independente do status AgHBe/Anti-HBe, reforca a
hipbtese de que a presenca de AgHBs circulante se correlaciona com a
replicacdo viral ativa. Os 19 casos em que nao foi possivel amplificar a
regido S podem estar associados com a integracao do DNA viral no genoma
das células hospedeiras, com expressao exclusiva do AgHBs, sem
replicacdo viral ativa, j& que esses 19 individuos ndo apresentaram
positividade para o AgHBe. Além disso, ndo se pode descartar também a
possibilidade das particulas virais circulantes estarem em concentra¢des
inferiores aquelas detectadas pela PCR (Pinho et al, 1993).

Como esperado, os genétipos prevalentes na populacdo estudada
foram os genoétipos A e D e estes resultados coincidem com os raros

estudos sobre prevaléncia de gendtipos no Brasil. Moraes et al. (1996)
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encontraram os genoétipos A, D e F no Rio de Janeiro. Estes mesmos
gendtipos também foram descritos em populagdes de Goiania, Santa
Catarina e Amazénia (Carrilho et al, 2001; Teles et al, 1999; Conde et al,
2004; Viana et al, 2005).

A presenca dos gendtipos A e D em nosso meio, sugerem influéncia
de descendentes africanos que ocorreram devido ao periodo de escravidao,
bem como a influéncia da colonizagdo européia e da forte imigracao italiana
que ocorreram durante o século XX (Parana et al, 2005).

Varios estudos tém demonstrado a relagdo entre os diferentes
gendtipos e evolugdo para cronicidade, gravidade da doenga hepatica,
desenvolvimento de hepatocarcinoma, frequéncia dos VHB mutantes,
resposta ao tratamento da hepatite crénica e do hepatocarcinoma (Kao et al,
2000; Kao et al, 2002; Lee et al, 2003; Schaefer et al, 2005). Entretanto,
existem poucos estudos sobre a importancia dos diferentes gendtipos do
VHB na infancia (Ni et al, 2004a).

O gendtipo C também foi encontrado em nossa populagdo, nas
familias 8, 47 e 52, todas de origem oriental, coincidindo com os estudos que
relatam a ocorréncia do gendtipo C em paises Asiaticos (Kao et al, 2002;
Chu et al, 2002; Orito et al, 2003). Sitnik et al. (2004) estudando a
prevaléncia dos genoétipos do VHB em portadores cronicos de diferentes
regides do Brasil também encontraram o gendtipo C em individuos de
origem oriental.

Foi observada discordancia de gendtipo entre os individuos das
familias 13 e 46, sendo que o0 sequenciamento dessas amostras
discordantes foi confirmado. Na familia 13 os pacientes ICR06 e ICR99
apresentaram gendétipo A e o pai (ICR200) apresentou genoétipo D.
Entretanto, n&o foi possivel amplificar a regido S da amostra da mae o que
poderia elucidar essa divergéncia. Na familia 46 a divergéncia entre o
gendtipo da paciente (ICR12) e da mae (ICR13) ndo pode ser elucidada
apenas pelas evidéncias sorolégicas, pois 0 pai era vacinado. Neste caso
tanto a mae quanto a crianca podem ter se infectado por fontes distintas e

em momentos diferentes.
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No estudo conduzido por Lobato et al. (2005), sobre a prevaléncia
intrafamiliar do VHB na Amazénia Oriental, também foi encontrada
divergéncia entre genétipos de individuos dentro da mesma familia em 6 das
22 familias estudadas (27,3%).

A procura de mutacdo na regido pré-core nos pacientes AgHBe
negativos e AgHBs/Anti-HBe positivos, mostrou que apenas dois pacientes
(ICR75 e ICR46) apresentaram somente a mutacdo G1896A e o ICR81
apresentou mutacdo tanto na regido pré-core (G1899A) quanto no BCP,
sendo que todos pertenciam ao gendétipo D (tabela 3). Da mesma forma o
unico familiar que apresentou mutacao na regido pré-core (ICR200) também
pertencia ao genétipo D (tabela 5). Essa baixa prevaléncia de mutacao pré-
core era esperada devido a alta prevaléncia do genétipo A (15/30) nos
individuos com perfil sorolégico passivel de investigacdo de mutagao.

A mutagé@o na regido pré-core em individuos AgHBe negativos tem
sido descrita por varios autores (Niitsuma et al, 1995; Mangia et al, 1996;
Fujiwara et al, 1998) em uma propor¢cao variavel, de 17,6% a 57,2%, de
acordo com a regiao geografica estudada. Nos locais onde predominam os
gendtipos B, D ou C, a mutagéo pré-core € encontrada de 35 a 100% dos
casos (Kaspar et al, 1992; Frias et al, 1995; Tu et al, 1997), enquanto que
nos paises de maior prevaléncia do genétipo A, essa mutacéo se situa entre
28,5 a 45,2%, sendo encontrada em individuos com outro genétipo diferente
do A (Mangia et al, 1996; Lindh et al, 1998; Sitnik et al, 2004).

Em nosso pais, a freqiéncia de mutagéo na regiao pré-core € pouco
estudada, mas alguns autores também encontraram baixa freqiéncia dessa
mutacdo em pacientes AgHBe negativos, devido a alta freqiiéncia de
individuos infectados pelo genétipo A (Castro et al, 2001; Sitnik et al, 2004;
Conde et al, 2004; Rezende et al, 2005).

Em criancas, poucos estudos também tém sido realizados sobre a
prevaléncia de mutacées na regido pré-core. Wintermeyer et al. (2006),
investigando a presenca de mutacdes G1896A em 155 criancas européias,
encontraram prevaléncia de 2,2% dessa mutacdo em criancas AgHBe

positivas e 7,7% em criancas anti-HBe positivas, todos pertencentes ao
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gendtipo D, demonstrando que a variante pré-core nao desempenha papel
significativo no curso da hepatite B croénica em criangas européias.

No nosso trabalho a mutagédo na regido do BCP foi mais frequiente do
que na regido pré-core, o que pode estar relacionado ao fato da mutacao no
BCP estar associada a gendtipos que apresentam uma citosina na posi¢cao
1858 como € o caso do gendtipo A (Kramvis et al, 1999). Estes dados vao
de encontro com os raros estudos desenvolvidos no Brasil que também
encontraram maior prevaléncia da mutacao na regidao do BCP em isolados
infectados pelo gendtipo A (Castro et al, 2001; Sitnik et al, 2004; Conde et al,
2004).

Quando confrontamos os resultados de mutacdes encontradas nos
pacientes e nos familiares observamos que na familia 13 ambos pai
(ICR200) e paciente (ICR99) apresentaram mutacdo no BCP embora seus
genotipos fossem discordantes. J& na familia 32 tanto as pacientes (ICR37 e
ICR39) quanto a mae (ICR107) apresentaram essa mesma mutacao e todas
pertenciam ao gendtipo A.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo semelhantes aos
poucos estudos publicados no Brasil, ou seja, os gendtipos A e D foram os
mais freqUentes dentre as criangas adolescentes e seus familiares e todos
os individuos com gendtipos C eram de origem oriental. Baixa freqiéncia de
mutacées na regido pré-core e core foram encontradas devido a alta
freqiéncia de gendtipo A na populacdo estudada. Observou-se ainda
elevado indice de individuos suscetiveis, confirmando que medidas de
prevencao e controle da infecgao pelo VHB devem sempre ser incentivadas,
especialmente para pessoas que dividem o mesmo ambiente domiciliar,

tendo em vista o alto grau de propagacao deste virus.
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6. CONCLUSOES |
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. Os gendtipos prevalentes entre as criangas e adolescentes foram os
gendtipos D (50,6%) e A (43,8%) seguido do gendtipo C (5,6%), este
ultimo observado entre familias orientais.

. Dos pacientes com perfil soroldégico sugestivo de mutacdo, 11
apresentaram mutacao na regidao do BCP e trés na regidao Pré-core,
sendo esses ultimos pertencentes ao gendtipo D.

. Foi encontrada a frequéncia de 33,9% (40/118) de contatos familiares
portadores de infeccao pelo VHB, 44,0% (52/118) de individuos com
marcador de contato prévio e 6,0% (7/118) de individuos suscetiveis
nas familias estudadas.

. Dentre os familiares, os genoétipos A (48,1%) e D (44,4%) foram
também os mais freqlentes.

. Do total de familiares com perfil sorolégico sugestivo de mutacao,
apenas um familiar apresentou mutacdo na regidao Pré-core e trés

apresentaram mutacao na regiao BCP.
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ANEXO 1

HOSPITAL DAS CLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugbes para preenchimento no verso)

I - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

2.RESPONSAVEL.......c.ooovieeeeeeeeeireeeeeeeerenenens LEGAL NATUREZA (grau de parentesco,
tutor, curador €tC.) .....ccoceeiiiiiiiiieiieen
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Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

PESQUISADOR:
CARGO/FUNCAO
INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL

UNIDADE DO HCFMUSP
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEMRISCO .......... RISCO MINIMO .......... RISCO MEDIO ........... RISCO BAIXO .........
RISCO MAIOR .........

(O recém-nascido pode sentir dor durante o procedimento, no entanto estard sendo medicado com
analgésicos para evitar que isto acontega)

4.DURACAO DA PESQUISA :
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ANEXO 1

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

justificativa e os objetivos da pesquisa: serdo utilizados dois métodos de aspiragéo da
canula que se encontra na traqueia. Como ainda nao existe uma certeza de qual a
melhor forma de aspiracdo da crianga que se encontra no respirador devido a sua
doenga pulmonar, este estudo que utilizara um método aberto (com desconegdo da
canula do respirador) e outro fechado (sem desconeg¢édo da canula do respirador) nos
fornecera dados que nos indicaram qual a melhor forma para aspiragédo da canula.

O seu filho estard sendo monitorizado para verificar a medida do oxigenio no sangue, a
frequencia do coragdo e a pressao arterial. Se ele apresentar alteragdes estas serdo
anotadas e se interrompera o procedimento. A crianga ndo sentira dor pois estara
medicada para evitar este sintoma.

beneficios que poderéo ser obtidos : diminuicao dos episodios de queda de oxigenio no
sangue, dos episodios de diminuicdo da frequencia cardiaca, e menor alteracdo da
pressao arterial.

procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: NA

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA:

acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa, inclusive para explicar eventuais davidas.

liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do
estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude, decorrentes
da pesquisa.

viabilidade de indenizagao por eventuais danos a saude decorrentes da pesquisa.
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ANEXO 1

V. INFORMAGOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA P EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

VI. OBSERVAGOES COMPLEMENTARES:

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, .............. A€ e de 2.........

assinatura do pesquisador

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal
(carimbo ou nome

Legivel)
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ANEXO 2
Familias segundo grau de parentesco, género, perfil soroldégico, marcadores

sorologicos e gendtipo.

Familia ICR Parentesco Género Sogﬁggico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genétipo
T o M cronico . AN R A
105 mae F crénico R R NP
114 pt 1 M crénico R R D
32 mae | F crénico R R D
2w pt2 Mo orénico R R D
110 pta | Fo cronico R R D
42 pt 1 F crénico R R A
3 180  mae | Fo oronico R R A
a4 pt2 Mo orénico R R A
, 88 b Mo cronico R R D
67 mae F crénico R R D
75 pt F crénico R R D
Y T e F oronico R R D
132 pt M crénico R R A
ST e Fo cronico R R A
119 pt 1 F crénico R R C
, 120 mee F  eowo R RN
185 pai M crénico R R NP
80 pt2 | Fo cronico R R c
152 pt 1 M crénico R R D
8 153  mae | Fo oronico R R D
77 pt2 | Fo cronico R R D
162 pt F crénico R R D
e Tmae F oronico R R D
31 pt F crénico R R D
O T e Fo oronico R R D
g 122 ot Mo oronico R R A
123 pai M crénico R R A
o 58] b Mo cronico R R A
54 pai M crénico R R A

pt- Paciente; IP- Infecgao passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuagao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género So::)?:')fgl;ico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genétipo
6 pt 1 F crénico R R A
4w 8 mEe F  aeneo R R N
200 pai M crénico R R D
99 pt2 | Mo oronico R R A
201 pt 1 F crénico R R A
14 202 mae Fo oronico R R A
203 pt2 | F oronico R R A
5 206 et A cronico R R e A
207 mae F crénico R R A
77 pt 1 F crénico R R D
3 mae Fo oronico R R NP
6 2....m2  F oo R R D
96 pt 3 M crénico R R D
78 mardoptt | VR P NR R R
79 filhopt1 Mo oronico R | R D
oot et P oonco R L
131 méae F IP NR R R
g B et Mo oronico R L
29 méae F IP NR R R
49 pt M crénico R R A
o (0 me F P N R R .
51 irm&o 1 F IP NR R R
52 imao2 | VR P NR R R
s M08 et Mo cronico R R B
109 méae F IP NR R R
192 pt M crénico R R A
21 191 mae F P NR R R
209 pai | VR P NR R R
197 pt M crénico R R A
22 198 mae F P NR R R
199 pai | VR P NR R R

pt- Paciente; IP- Infecgao passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuagao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género So::)?:')fgl;ico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genotipo
g 2P M w0 R R L
211 pai M IP NR R R
100 pt M crénico R R A
e e wo P NR R R
55 pt M crénico R R D
® o5 e P P NR R R
219 pt F crénico R R D
® e e o P NR R R
. S S L oomico R R L
205 mae F IP NR R R
15 pt M crénico R R D
S, Y B B
59 pai M IP NR R R
61 imao | F P NR | R R
139 pt M crénico R R NP
20 140 mae Fo P NR R R
a0 imao | F P NR | R R
8 pt M crénico R R A
3 10 mae F cronico | R R A
1 mao F P NR R R
35 pt 1 M crénico R R D
31 30 mie Fo P NR R R
34 pt2 F cronico | R R N
37 pt 1 F crénico R R A
07 mie Fo cronico | R R A
2 60 | pai Mo P NR R R
39 pt2 F cronico | R R NP
38 pt3 F cronico | R R A
56 pt 1 F crénico R R A
33 58 mae Fo P NR R R
57 pt2 F cronico | R R A

pt- Paciente; IP- Infeccdo passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuacao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género Sorl‘:ﬁg;ico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genétipo
62 pt M crénico R R D
3 64  mae  F  odnico R R D
e pai M P NR | R R
113 pt 1 F crénico R NR A
s 2 M2 F  Coio R R A
115 mae F crénico R R A
65 pai M P N\ R R
94 pt F crénico R R D
3 95  mae | F orénico R R NP
220 ta | F P N\ R R
46 pt M crénico R R D
37 48  mae | F oronico R R NP
a7 pai M P N\ R R
137 pt M crénico R A
156 mae | F P N\ R R
e %8P M oweneo R R AL
155 irmao M crénico R NR NP
104  avépaterna | F P N\ R R
154 Primapaterna  F | oronico R N NP
43 pt 1 F crénico R R A
102 mae | F oronico R R A
¥ pt2 M oronico R R A
103 ima0 0 0M P N\ R R
212 pt M crénico R R A
40 214 mae | F oronico R R A
213 pai M P N\ R R
167 pt F crénico R R D
a1 169 mae | F oronico R R D
168 pai M P N\ R R
o 2 pt A oronico R R D .
136 avé F vacinado NR NR R

pt- Paciente; IP- Infeccdo passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuagao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género Sogﬁggico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genotipo
w TP Moo RN A
172 méae F vacinado NR NR NR
w ] L cronico R R b
45 mae F vacinado NR NR R
117 pt M crénico R R D
45 118 mae  F vacinado NR N R
106 pai Mo vacinado NR N R
12 pt F crbnico R R A
46 13 mae | F cronico R R D
IRV pai M vacinado NR  NR R
194 pt M crénico R R C
B S -
193 pai M crénico R R NP
196 | mao M vacinado NR NR R
82 pt 1 M crénico R R NP
178 mae | F cronico R R A
A pt2 M cronico R R A
Y mao M vacinado NR  NR R
72 pt F crénico R R D
oy S F suscetivel NR  NR NR
187 pt F crénico R R A
188 mae | F suscetivel NR  NR N
R pai M suscetivel NE  NR N
189 | imao M suscetivel NR  NR N
21 pt 1 F crénico R R NP
68 mae | Fo P NR R R
51 69 | pt2 M cronico R R A
700 pta M cronico R R A
22 filhoptt M vacinado NR NR R

pt- Paciente; IP- Infeccdo passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuagao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género Sorl':ﬁ:')fgl:ico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genotipo
160 pt 1 F crénico R R C
R mae F oonico | R R c

L S V. . . B
157 tia 2 F crénico R R NP
92 prma F vacinado | NR N R
158 pt2(filhotat) M crénico | R R c
170 pt F crénico R R D
R mée F conico | R R NP
88 mao1 F P NR R R
¥ e mao2 M vacinado | NR NR R
90 maos F P NR R R
ot mao4 F P NR R R
LG S pt M cronico R R .. D___
173 mae F suscetivel NR NR NR
4755 pa M cronico R R NP
176 mao M P NR R R
147 pt 1 M crénico R R D
146 mae | Fo cronico R R D
142 pd M P NA R R
S48 pt2 M cronico R R D
55 145 | pta Fo cronico R R D
143 ta Fo cronico R R D
144 o M vacinado NA  NR R
149 ptd(filhotia) | Fo cronico R R D
150  pt5(filhotia) M cronico R R D
7 pt M crénico R R D
56 98  mae | Fo P NA R R
""" 9  pa M susceivel NR  NR  NR
17 pt F crénico R R A
s ®  me F e W m
19 pai M IP NR R R
20 mao | Fo vacinado NE NR R

pt- Paciente; IP- Infecgao passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Continuagao anexo 2

Familia ICR Parentesco Género So&?gfgico AgHBs Anti-HBc Anti-HBs Genétipo
125 pt M crénico R R D
126 mae  F | P NR R R

w2 maotE T g e e R
128 irmao 2 M IP NR R R
129 imao3 Mo P NR R R
130 imao4 Mo vacinado NR NR R
5 pt M crénico R R NP
135 mae  F P NR R R

59 134 pai Mo P NR R R
165 irmao1  F vacinado NR NR R
41 imac2  F vacinado NR NR R
179 pt M crénico R R D

60 74  mae | F P N\ R R
73 pai M vacinado N\ NR R
181 pt M crénico R R D
184 mae F suscetivel NR NR NR

61 182 pai M e NR R R
183 imaot M vacinado NR NR R
186 imao2 M P NR R R

pt- Paciente; IP- Infeccdo passada; R- Reagente; NR- Nao Reagente; NP- Nao processado.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

