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RESUMO 

 

Silva AC. Estudo da distribuição genotípica e de mutações no genoma do 

vírus da hepatite B, em pacientes co-infectados pelos vírus da hepatite B e 

HIV, na Casa da AIDS, do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo [dissertação]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo: 2010. 90p. 

  

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuição genotípica e mutações no 

genoma do vírus da hepatite B (VHB) em um grupo de pacientes 

co-infectados pelo VHB e vírus da imunodeficiência humana (HIV). 

Foram incluídos pacientes AgHBs +/HIV+ , atendidos em um ambulatório de 

referência para pacientes infectados pelo HIV, na cidade de São Paulo. Para 

a detecção dos marcadores sorológicos para infecção pelo VHB utilizou-se 

técnica de ELISA através de  kits comerciais. A detecção do DNA-VHB foi 

realizada através de nested-PCR e sua quantificação foi realizada por 

COBAS AMPLICOR. Os genótipos de VHB, as mutações na região do core, 

BCP, pré-core e na região da polimerase foram determinados por 

seqüenciamento. Cinqüenta e nove pacientes foram incluídos neste estudo e 

cinqüenta e seis pacientes relatavam uso prévio de lamivudina ou tenofovir. 

A presença do DNA-VHB foi detectada em 22 pacientes AgHBs positivos. 

A identificação dos genótipos foi realizada em 16 pacientes e a distribuição 

dos genótipos do VHB foi: A (12-75%); G (2-13%), D (1-6%) e F (1-6%). 

Em 10 dos pacientes com viremia presente para DNA-VHB, foram 

observadas mutações na região da polimerase (rtL180M + rtM204V, rtV173L 

+ rtL180M + rtM204V) e no gene do envelope (sI195M, sW196L, 

sI195M/sE164D). Mutações na região do BCP (A1762T, G1764A) e do pré-

core (G1896A) foram identificados em quatro pacientes. Em conclusão, entre 

os pacientes analisados observou-se uma alta prevalência de mutações 

associadas a resistência à  lamivudina e associadas a resistência a anti-HBs. 

O genótipo G, raramente descrito em nosso meio, foi também observado 

nesse grupo de pacientes. 

  

Descritores: 1.Vírus da hepatite B  2.HIV  3.Co-infecção  4.Mutação  

5.Genótipos 

  
  
  
  
  
  



 

SUMMARY 

 
Silva AC. Hepatitis B  genotype distribution and frequency of resistance 

mutations in a group of patients co-infected with HIV and hepatitis B virus 

(HBV) at an AIDS Outpatient Clinic in Sao Paulo  [dissertation]. São Paulo. 

“Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2010. 90p.   

  

The objective of this study was to evaluate the genotype distribution and 

genomic mutations of hepatitis B virus (HBV) among a group of HIV–HBV co-

infected patients from an AIDS outpatient clinic in São Paulo. HBV 

serological markers were detected by commercially available enzyme 

immunoassay kits. HBV DNA was detected by using an in-house nested 

PCR and quantified by COBAS AMPLICOR. HBV genotypes, basal core 

promoter (BCP) / pre-core / core region and surface / polymerase genes 

mutations were determined by sequencing. Among the 59 patients included 

in this study, 56 reported previous use of lamivudine or tenofovir. HBV DNA 

was detected in 16/22 patients and the genotypes distribution was A (n=12, 

75%); G (n=2, 13%); D (n=1, 6%), and F (n=1, 6%). In 10 patients with 

viremia, lamivudine-resistance mutations in the polymerase gene (rtL180M + 

rtM204V, rtV173L + rtL180M + rtM204V) were found, accompanied by 

changes in the envelope gene (sI195M, sW196L, and sI195M/sE164D). 

Mutations in the BCP and pre-core regions were identified in 4 patients. 

In conclusion, genotype G, rarely seen in Brazil, was observed in this group 

of patients. A high prevalence of mutations associated with lamivudine-

resistance accompanied by mutations associated with anti-HBs resistance 

was also found among these patients.  

  

Keywords: 1.Hepatitis B Virus  2.HIV  3.Coinfection  4.Mutation  

5.Genotypes. 

 



 

 

1  INTRODUÇÃO 
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1.1  O vírus da hepatite B (VHB) 

 

O VHB é um vírus DNA (ácido desoxirribonucléico), pequeno (42nm), 

esférico, contendo um envelope com o antígeno de superfície da hepatite B 

(AgHBs) e um nucleocapsídeo de simetria icosaédrica contendo o antígeno 

do core ou cerne (AgHBc) (Figura 1). 

  

 

  

Figura 1. Estrutura do VHB (partícula de Dane) 

(adaptado de ©2002 James A. Perkins apud Almeida 2007) 
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O VHB está atualmente classificado na família Hepadnaviridae, que 

compreende uma série de vírus hepatotrópicos que infectam outras espécies 

de mamíferos e aves, compartilhando características estruturais e funcionais, 

no gênero Orthohepadnavirus (Gust et al., 1986; Clarke e Bloor, 2002).  

As características comuns aos hepadnavirus são: seu tropismo por células 

hepáticas, partículas virais envelopadas com diâmetro de 42 nm, genoma 

formado por DNA fita dupla parcial e replicação por intermediários RNA, via 

transcriptase reversa (Summers et al.,1978; Kann e Gerlich,1998).  

Além da partícula de Dane, o VHB pode ser encontrado no soro de 

pacientes infectados sob outras duas formas: partículas filamentares 

cilíndricas de tamanhos variados e partículas esféricas de 22nm de diâmetro 

constituídas apenas pelo envelope (Kann e Gerlich, 1998) (Figura 2). 

  

 

Figura 2. Representação esquemática dos componentes do VHB (Kann e 

Gerlich, 1998) 

 

  
  

Domínio pré S1 
Domínio pré S2 
Domínio S 
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1.2  Epidemiologia 

  

A infecção crônica pelo vírus da hepatite B constitui importante 

problema mundial de saúde pública. Acredita-se que cerca de 400 milhões 

de pessoas estejam cronicamente infectadas por esse vírus em todo o 

mundo (Shepard et al., 2006). Estima-se que 50 milhões de novas infecções 

pelo VHB ocorram anualmente e que 1 a 2 milhões de mortes ao ano a ele 

sejam atribuídas (Te e Jensen, 2010).  

A infecção crônica ocorre em 90% das crianças infectadas ao 

nascimento, 25 a 50% nas crianças infectadas entre 1 e 5 anos de idade, 

e entre 2 a 6% em pessoas infectadas na adolescência ou na faixa 

etária adulta. 

Além da América do Norte, a Europa Ocidental, a Austrália, Nova 

Zelândia, México e a região Sul da América Latina são consideradas áreas 

de baixa prevalência para o VHB (menor que 2%). Prevalências 

intermediárias (2-7%) são observadas no Leste Europeu, Ásia Central, 

Japão, Israel e Rússia, e prevalências altas (8-15%) são encontradas no 

Sudeste Asiático, China, Filipinas, África, Bacia Amazônica e Oriente Médio 

(exceto Israel), como se observa na Figura 3.  
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Figura 3. Prevalência mundial do AgHBs  

Adaptado de CDC  
http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2010/chapter-2/hepatitis-b.aspx 

  

 

No Brasil a prevalência de portadores de hepatite B é variável devido 

à larga extensão geográfica do país e à diversidade econômica e cultural.  

Na cidade de São Paulo, (Focaccia et al., 1998) encontraram 5,94% 

de soropositividade para marcadores sorológicos de hepatite B.  

Em recente inquérito soro-epidemiológico no Brasil, avaliando a 

prevalência de AgHBs em capitais do nordeste, centro-oeste e Distrito 

Federal foi encontrada prevalência abaixo de 1% desse marcador, nas 

regiões analisadas (Pereira et al., 2009).  

Na região Amazônica Brasileira estima-se uma prevalência maior, 

alcançando de 3,3% a 9% da população, em certas populações específicas, 

http://wwwnc.cdc.gov/travel/yellowbook/2010/chapter-2/hepatitis-b.aspx
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como certos grupos indígenas (Braga et al., 2001; Braga et al., 2005; 

Tavares-Neto et al., 2004). 

Os principais mecanismos de transmissão desse vírus são: 

transmissão materno-fetal, transmissão parenteral e relacionamento sexual. 

É uma infecção freqüente em pessoas que receberam transfusão de sangue, 

em pacientes em regime de hemodiálise, em pacientes que estão em 

tratamento oncológico, em profissionais da área da saúde, usuários de 

drogas injetáveis e em pessoas com múltiplos parceiros sexuais. 

Apesar dos significantes progressos no desenvolvimento de vacinas, 

a infecção pelo VHB ainda é uma das mais disseminadas e importantes 

doenças infecciosas que afetam o ser humano (Carey, 2009).  

  

 

1.3  Formas clínicas da infecção pelo vírus da hepatite B  

  

A maioria dos portadores crônicos de AgHBs são assintomáticos e 

apresentam formas leves de envolvimento hepático. Deve-se suspeitar de 

cronificação da infecção por esse vírus, quando o AgHBs e o AgHBe 

persistem por mais de seis meses após a infecção aguda. 

A infecção pelo VHB pode ainda causar cirrose hepática e 

hepatocarcinoma. São diversos os fatores que podem determinar evolução 

mais agressiva da hepatopatia causada por esse vírus: sexo masculino, 

superinfecção por outros vírus hepatotrópicos, co-infecção com o vírus da 

imunodeficiência humana ou uso de álcool (McMahon, 2009). 
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1.4  Diagnóstico Laboratorial da infecção pelo vírus da hepatite B  

  

Pelo fato dos sintomas clínicos da infecção pelo VHB serem 

indistinguíveis das outras formas de hepatites virais, o diagnóstico definitivo 

é dependente dos testes sorológicos para a infecção (Rotman Y 2009).  Tais 

técnicas revelam-se fundamentais não apenas para o diagnóstico, mas 

também se mostram muito úteis no seguimento da infecção viral, 

na  avaliação do estado clínico do paciente e na monitorização da 

terapêutica específica (Hoofnagle e Di Bisciglie, 1991; Rotman et al., 2009; 

McMahon, 2009). 

A confirmação diagnóstica de infecção pelo VHB pode ser realizada 

pelos ensaios imunoenzimáticos que buscam identificar no soro os 

antígenos (AgHBs e AgHBe) e anticorpos (anti-HBc, anti-HBe, anti-HBs) 

presentes nesta infecção e pelos testes moleculares (pesquisa qualitativa 

e quantitativa do DNA do VHB) (Hoofnagle e Di Bisciglie, 1991; 

Rotman et al., 2009; McMahon, 2009). 

  

 

1.5  Marcadores sorológicos da infecção pelo vírus da hepatite B 

  

Após o período de incubação, que varia de 40 a 180 dias com média 

de 60 a 90 dias, e duas a seis semanas antes do aparecimento da icterícia, 

já podem ser detectados no soro os antígenos AgHBs e AgHBe que indicam 

a presença do VHB replicante e infectante. O AgHBs é o primeiro marcador 
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a aparecer e sua persistência por mais de seis meses é indicativo de 

hepatite crônica (Decker, 1998). Na hepatite aguda ele persiste de 3 a 4 

meses após a infecção, desaparecendo nos casos de cura.  

O AgHBe é o segundo a aparecer sendo considerado um marcador 

de replicação. Na doença aguda tem duração efêmera, de poucas semanas, 

desaparecendo a seguir; sua persistência por 8 ou 10 semanas após o 

surgimento dos sintomas pode ser indicativo de evolução para a cronicidade. 

Sua presença geralmente está associada com a positividade do DNA viral no 

soro e com alto risco de transmissão da infecção. Seu desaparecimento na 

fase aguda da doença, sucedido do desaparecimento do AgHBs, é sugestivo 

de evolução para a cura (Decker, 1998). O aparecimento do anti-HBe 

evidencia que o indivíduo está caminhando para a recuperação, pois o 

mesmo indica queda da replicação viral. 

O anti-HBc IgM é o terceiro marcador a aparecer, em resposta ao 

antígeno do core do VHB. Representa o primeiro sinal de resposta 

imune após infecção pelo VHB, sendo o primeiro anticorpo a surgir no 

soro dos pacientes com infecção recente. Esta fração IgM também pode 

estar elevada em pacientes com infecção crônica que apresentam 

períodos de elevações de ALT durante os episódios de reativação da 

doença (Sjogren e Hoofnagle, 1985). Após 2 a 3 meses do seu 

surgimento, este marcador é substituído pela fração IgG. O anti-HBc IgG 

é um importante marcador de infecção passada. É o marcador presente 

na janela imunológica, período após a infecção em que não se detecta 

nem o AgHBs nem o anti-HBs.   
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O último marcador sorológico a aparecer é o anti-HBs. Seu surgimento 

varia entre 1 a 10 semanas após o desaparecimento do AgHBs. 

Este anticorpo está associado à cura e ao desenvolvimento de imunidade. 

Em indivíduos vacinados contra hepatite B, é encontrado isoladamente. 

A dinâmica de aparecimento dos marcadores sorológicos varia de 

acordo com a fase evolutiva da infecção, e pode ser correlacionada com a 

ocorrência de sinais clínicos (icterícia) e com as elevações dos níveis das 

aminotransferases séricas (ALT e AST) (Figuras 4 e 5). 
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Figura 4. Representação esquemática dos eventos clínicos e sorológicos na 

Hepatite B aguda 

Adaptado de: www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708a1f1.gif  
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Figura 5. Representação esquemática dos eventos clínicos e sorológicos na 

Hepatite B crônica 

Adaptado de : http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708a1f2.gif  

  
  

http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708a1f1.gif


Introdução 11 

O significado da presença dos diferentes marcadores sorológicos dos 

indivíduos com hepatite B está representado no Quadro 1. 

  

Quadro 1. Infecção pelo VHB: Interpretação do Quadro Sorológico 

INTERPRETAÇÃO AgHBs anti-HBc 
anti-HBc 

IgM anti-HBs anti-HBe AgHBe 

Fase de incubação + - - - - - 

Fase aguda 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

Final da fase aguda 

ou 

Hepatite crônica 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Fase convalescente - + + - - - 

Infecção passada 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Resposta vacinal - - - + - - 

Fonte: http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708a1t1.gif  

  

  

1.6  Diagnóstico da infecção pelo vírus da hepatite B por 

métodos de biologia molecular 

  

A detecção do DNA do VHB é útil na monitoração da infecção pelo 

VHB, na identificação de variantes do vírus e na avaliação da resposta ao 

tratamento da infecção crônica pelo VHB. Diversos testes baseados em 

hibridização de fase líquida, amplificação do alvo (“Polymerase Chain 

http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/figures/r708a1t1.gif
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Reaction”; amplificação por PCR em Tempo Real; amplificação mediada por 

transcrição) e amplificação do sinal (bDNA) tem sido empregados na 

detecção e quantificação do DNA do VHB (Pawlotsky, 2002). A sensibilidade 

analítica dos ensaios baseados na PCR é siginificativamente maior do 

que àquela dos ensaios de bDNA e captura híbrida (Chen et al., 1995; 

Gerkenl et al., 1998; Chen et al., 2000). 

  

 

1.7  Genoma do VHB 

  

O genoma do VHB consiste de uma molécula de DNA de cerca de 

3.200 nucleotídeos (nt), sendo um dos menores genomas de DNA conhecido 

entre os vírus animais. Sua estrutura é peculiar: a molécula de DNA é 

circular, em parte fita dupla, mas com uma região de fita simples de 

extensão variável. A fita longa ou L (-) possui um corte ("nick") constante na 

posição 1818 (tomando-se como início do sítio único para Eco R1 como 

nucleotídeo 1), enquanto a fita curta ou S (+), cuja extensão varia entre 50 e 

100% da fita longa, possui extremidade 5' fixa por volta da posição 1620 e 

extremidade 3' variável (Kann e Gerlich, 1998) (Figura 6). 

A organização genética do VHB já foi determinada, identificando-se as 

diferentes seqüências de nucleotídeos dos diferentes subtipos de AgHBs 

(Okamoto et al., 1998 ).  
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Figura 6. Vírus da Hepatite B e suas quatro regiões codificadoras: C, S, P, X (Kann, 

1998) 

  

 

A capacidade codificadora está restrita a fita L (-), na qual foram 

identificadas quatro fases de leitura aberta: S, C, P e X. A região S é dividida 

em S e pré-S, sendo esta responsável pela codificação da proteína principal 

do envelope, o AgHBs (Tiollais et al., 1985). A região pré-S, na mesma fase 

de leitura, origina as proteínas L (pré-S1 + pré-S2 + S) e M (Pré-S2 + S) do 

envelope viral. A região C codifica a principal proteína do capsídeo viral. As 

regiões pré-C e C, quando traduzidas conjuntamente, relacionam-se com a 

expressão do AgHBe. A região P se estende por cerca de 80% do genoma 

viral e codifica a DNA-polimerase viral. Finalmente, a região X codifica o 

AgHBx (Kann e Gerlich, 1998; Summers e Mason, 1982). 
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1.8  Replicação do vírus da hepatite B 

  

O ciclo de replicação do VHB inicia-se com a adesão do vírus à 

membrana do hepatócito conforme Figura 7.  No núcleo do hepatócito, a 

síntese 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 através da transcrição reversa, via 

RNA intermediário. A molécula de cccDNA produz novas cópias do vírus, 

inicialmente através de um RNA pré-genômico, que funciona tanto como 

modelo para a transcrição reversa quanto para o RNA mensageiro para a 

síntese posterior das proteínas do nucleocapsídeo e da polimerase 

(Ganem e Prince, 2004; Pawlotsky, 2005). 

 

 

Figura 7. Replicação viral do VHB (Almeida, 2007)   
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1.9  Genótipos, subgenótipos e subtipos do vírus da hepatite B 

  

Atualmente o VHB está classificado em 9 genótipos, os quais são 

identificados por letras maiúsculas do alfabeto (A, B, C, D, E, F, G, H e I) 

(Yu et al., 2010). Existe também o conceito de subgrupos ou subgenótipos, 

denominados “clusters” ou clados, dividindo os genótipos A, B, C, D, e F. 

Apresentam uma diversidade maior que 4%, mas inferior a 8%, na 

seqüência de nucleotídeos do genoma completo do VHB.  

A prevalência dos diferentes genótipos do VHB apresenta uma 

variação geográfica característica. Os genótipos A e D são freqüentemente 

observados na Europa, África e América do Norte enquanto B e C são mais 

freqüentes na Ásia; o genótipo E é exclusivo do oeste da África e o genótipo 

F é encontrado na África Central e do Sul. O genótipo G foi identificado na 

França, Alemanha e América do Norte; e mais recentemente o genótipo H foi 

descrito na América Central (Arauz-Ruiz et al., 2002).  

Em um estudo envolvendo pacientes provenientes de diferentes 

regiões do Brasil, observou-se que o genótipo A era o mais freqüente, 

seguido dos genótipos D, C, F e B (Sitnik et al., 2004). Outro estudo, em 

Ribeirão Preto, no Estado de São Paulo, revelou o genótipo D em 56.5%, 

A em 41.3%, e F em 2.2% dos casos (Rezende et al., 2005).   

Entre pacientes com hepatite B encaminhados a hospitais públicos de 

Belém, Pará, encontrou-se predomínio do genótipo A (89,1%), seguido dos 

genótipos F (8,7%) e D (2,2%) (Conde et al., 2004).  
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Em Salvador, os seguintes genótipos foram encontrados em hepatites 

agudas: A (87,5%); D (12,5%) e F (2,5%) (Lyra et al., 2005); enquanto que 

em hepatites crônicas foram encontrados os genótipos A (86,8%), F (11,8%) 

e B (1,6%) (Ribeiro et al., 2006). 

No estado de Santa Catarina, avaliando-se a presença dos genótipos 

do VHB entre pacientes hemodialisados, observou-se a seguinte distribuição 

de genótipos: A (30,6%), D (57,1%) e F (12,2%) (Carrilho et al., 2004).  

Baseando-se na heterogeneidade antigênica do AgHBs, foram 

identificados inicialmente: adw, adr, ayw e ayr.  O determinante “a” é comum 

à maioria das cepas e é atribuído a um epítopo descontínuo, ao qual são 

dirigidos anticorpos neutralizantes (Kao, 2002). Este determinante faz parte 

da região hidrofóbica principal do domínio S. Mutações envolvendo as alças 

dessa região estão associadas com resistência à vacina ou à imunoglobulina. 

As substituições nos aminoácidos das posições 122 e 160 do AgHBs são 

responsáveis pela expressão das especificidades d/y e w/r respectivamente. 

O subtipo ad é comumente encontrado em indivíduos assintomáticos, uma 

vez que, em infecções agudas, os subtipos ay são os mais freqüentes 

(Zuckerman e Zuckerman, 2000).   

Com a descrição de subdeterminantes adicionais do determinante “a”, 

o número de subtipos sorológicos aumentou para nove: ayw1, ayw2, ayw3, 

ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+, adrq-. Várias diferenças de aminoácidos no 

AgHBs têm sido identificadas entre os diferentes subtipos sorológicos, como 

está ilustrado no quadro 2. 
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Quadro 2. Resíduos de Aminoácidos  

Posição Aminoácido Especificidade 

122 

Lys(k) d 

Arg (R) y 

127 

Pro(P) w1/w2 

Thr (T) w3 

Leu (L) w4 

134 
Tyr (y) ayw2/ayw3 

Phe(F) Ayw1/ayw4/adw2/adw4 

  

160 

Lys (k) w 

Arg (R) r 

Fonte: Kramvis et al., 2002 

  

 

A importância clínica dos genótipos do VHB tem sido analisada por 

vários autores, porém apenas alguns parecem sugerir que os genótipos e os 

subgenótipos de VHB possam influenciar na evolução clínica, no prognóstico 

e na resposta ao tratamento da hepatite B (Cao, 2009) 

Os genótipos não-A do VHB podem apresentar mutações na região 

do pré-core (mutante AgHBe negativo), muito disseminadas na área do 

Mediterrâneo e Japão. Alguns estudos encontraram esta mutação em 

diversas áreas geográficas e com freqüência crescente na América do Norte. 

As variações geográficas na prevalência da hepatite crônica associadas a 

mutantes AgHBe negativo se devem à prevalência dos genótipos do VHB 

em cada área. A mutação mais comum no pré-core (G1896A) é exclusiva de 

pacientes infectados com os genótipos B, C, D, E que possuem Timina (T) 
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na posição 1858 do pré-core. No genótipo A o nucleotídeo 1858 é a citosina 

(C), impedindo a seleção da mutação G1896A.  

Essa mutação G/A na posição 1896 da região pré-core conduz a uma 

parada no códon na leitura da seqüência da proteína AgHBe resultando na 

inibição da síntese da proteína e (AgHBe negativo).  

 

 

1.10  Mutações no genoma do vírus da hepatite B 

  

Mutações podem ocorrer em quaisquer dos genes do VHB. Causas 

relativas ao hospedeiro e características do próprio vírus determinam essas 

mutações, além das causas exógenas, como a utilização de medicamentos 

como análogos nucleosídeos (ou nucleotídeos) ou o uso de vacinas e 

imunoglobulinas específicas para o VHB (Chotiyaputta e Lok, 2009). 

Entre as características próprias do VHB é importante lembrar as altas 

taxas de replicação viral, que eventualmente são encontradas nesta infecção 

e que poderão ser importantes na determinação dessas mutações 

(Nowak et al., 1996). 

Além disso, as RNA-polimerases (que estão envolvidas no ciclo de 

replicação do VHB) não possuem atividade de revisão e correção 

nucleotídica e cometem aproximadamente um erro a cada 104 nucleotídeos 

copiados para RNA (Chotiyaputta e Lok, 2009). 

Assim altas cargas virais associadas a pouca "fidelidade" no sistema 

de replicação viral, acabam por resultar em mutações. 
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Algumas das mutações habitualmente encontradas têm especial 

relevância clínica: mutações da região do pré-core, mutação da região de 

promotores do core e mutações da região da polimerase do genoma do VHB 

(Chotiyaputta e Lok, 2009). 

  

1.10.1  Mutações da região do pré-core e mutações da região de 

promotores do core 

  

O AgHBe é secretado pelo hepatócito infectado por causa de uma 

seqüência de sinal secretório localizado no início da região pré-core. É um 

marcador da replicação do VHB. No passado, a ausência desse marcador 

era associada a pacientes com formas não replicativas da infecção pelo VHB. 

Os pacientes eram então denominados "portadores-sãos" do VHB. 

A  identificação de mutações genômicas do VHB que se fizeram a seguir 

modificou essa conceituação clínica (Chotiyaputta e Lok, 2009). 

No início da década de 80, foram observados pacientes da região do 

Mediterrâneo, que eram AgHBe negativos no soro e que apresentavam 

infecção ativa pelo VHB. Em 1989, foram identificadas mutações específicas 

no genoma do VHB que impedem a formação do AgHBe em pacientes com 

replicação ativa por esse vírus. A mutação mais comum, uma substituição do 

de G para A, no nucleotídeo 1896, na região do pré-core, resultava em um 

stop códon, impedindo a formação do AgHBe e foi chamada de mutação do 

pré-core (Ou et al., 1986). 
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Uma segunda mutação, mutação do promotor do core, envolvendo 

duas substituições de nucleotídeos, (A 1762 T e G 1764 A), também leva a uma 

diminuição na produção do AgHBe (Chotiyaputta e Lok, 2009). 

  

1.10.2  Mutações da região P do genoma do VHB 

  

A caracterização da região do genoma do VHB responsável pela 

codificação do DNA da polimerase viral desse vírus está bem estabelecida, 

assim como a localização de seus domínios (Stuyer et al., 2001). O primeiro 

domínio encontra-se na extremidade aminoterminal, região na qual se liga a 

extremidade 5' do DNA viral e é essencial para o início da síntese do DNA. 

O segundo domínio não tem nenhuma função específica, além de funcionar 

como um espaçador. O terceiro domínio é a DNA polimerase em si (domínio rt), 

com atividade de transcriptase reversa, e pode ser subdividido em diferentes 

“subdomínios”, nomeados de A a E. O domínio carboxiterminal é a RNAse H 

que cliva RNA apresentado na forma de híbrido com DNA. 

Atualmente cinco análogos de nucleosídeos ou nucleotídeos são 

aprovados para o tratamento da hepatite B crônica: lamivudina, adefovir 

dipivoxil, entecavir, telbivudina e tenofovir. Esses medicamentos atuam 

basicamente inibindo a ação da transcriptase reversa do DNA-VHB. Durante 

o tratamento da hepatite B crônica com esses medicamentos, pode ocorrer 

uma seleção de mutantes resistentes a esses medicamentos. São vários os 

fatores associados ao surgimento dessas mutações. 
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O uso de lamivudina está particularmente associado a mutações de 

resistência, pois uma substituição única de metionina por valina ou 

isoleucina na posição 204 na região da transcriptase reversa da polimerase 

do VHB diminui a susceptibilidade de lamivudina de forma muito expressiva 

(Allen et al., 1998; Seignères et al., 2002). 

De acordo com critérios atualmente aceitos, as mutações encontradas 

no domínio rt do VHB, associadas à resistência à lamivudina, são 

encontradas no aminoácido rtA181T (domínio B) e rtM204V/I/S (domínio C)  

Mutações em outras localizações da região P têm sido encontradas 

após uso de outros análogos nucleosídeos/nucleotídeos conforme figura 8.  

A importância clínica desses achados, ainda carece de maior tempo de 

observação (Chotiyaputta e Lok, 2009). 

 

 

Figura 8. Mutações de resistência aos medicamentos utilizados para o tratamento 

da hepatite B. (Adaptado de Chotiyaputta e Lok, 2009) 

 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Allen%20MI%22%5BAuthor%5D
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1.11  A infecção pelo vírus da hepatite B em pacientes co-

infectados pelo HIV     

  

O VHB e HIV compartilham os mesmos mecanismos de transmissão. 

Dessa forma, a prevalência da co-infecção HIV-VHB varia em diferentes 

regiões geográficas do mundo e também de acordo com os fatores de risco 

envolvidos. 

Entre 5 e 16,7% dos pacientes infectados pelo HIV apresentam-se 

cronicamente infectados pelo VHB em diferentes regiões do mundo. Até 90% 

desses pacientes podem apresentar-se com marcadores sorológicos de 

infecção prévia por esse vírus. Essa prevalência varia, dependendo da região 

geográfica do mundo onde ocorre e também dos fatores de risco envolvidos 

(Soriano et al., 2008; Idoko et al., 2009; Mendes-Corrêa e Nuñes, 2010).  

No Brasil, entre pacientes co-infectados pelo HIV, a prevalência do 

VHB, varia de 1,6% a 8,5%, de acordo com diferentes estudos (Mendes-

Correa et al., 2000; Monteiro et al., 2004; Souza et al., 2004; Tovo et al., 2006; 

Zago et al., 2007; Portelinha Filho et al., 2009). 

A co-infecção HIV-VHB, além de ser freqüente nos dias atuais, tem-se 

revelado como importante causa de morbidade e mortalidade na população 

de pacientes infectados pelo HIV. 

A presença do HIV parece alterar a evolução natural da hepatite B. 

Acredita-se que a presença do HIV possa diminuir a chance de clareamento 

viral do VHB após infecção aguda e possa aumentar o risco para cronicidade 

por esse vírus (Benhamou, 2007). Parece também determinar maior viremia 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Idoko%20J%22%5BAuthor%5D
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pelo VHB. A presença do HIV tem sido associada a formas graves de 

doença hepática, como cirrose e hepatocarcinoma (Bonacini et al., 2004; 

Soriano et al., 2008). 

Informações sobre a distribuição ou influência dos genótipos do VHB 

na evolução clínica, ou na resposta terapêutica do VHB em pacientes co-

infectados são raras e inconclusivas. É possível que, à semelhança do que 

ocorre em mono-infectados com VHB, as características genotípicas do 

VHB possam também interferir na evolução ou na resposta terapêutica a 

esse vírus. 

De qualquer maneira, a co-infecção HIV-VHB contribui de forma 

inequívoca para uma piora da qualidade de vida desses pacientes e constitui 

tema de grande relevância na atualidade. 

O medicamento mais utilizado para o tratamento da hepatite B 

nesse grupo de pacientes tem sido a lamivudina. Trata-se de droga que 

inibe a replicação do HIV e também do VHB. Apresenta boa tolerabilidade 

e comprovada eficácia como constituinte do esquema antiretroviral de alta 

potência. Por esses motivos, seu uso em pacientes co-infectados tem 

sido freqüente.  

A lamivudina inibe a replicação viral do VHB em até 86% dos 

pacientes co-infectados HIV-VHB. Pode ainda levar à soroconversão 

para anti-HBe e determinar algum grau de melhora na histologia 

hepática em alguns desses pacientes. No entanto, pode determinar, 

após seu uso prolongado, o aparecimento de mutações no genoma do 

VHB, que conferem resistência a seu uso. Entre os fatores associados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bonacini%20M%22%5BAuthor%5D
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ao aparecimento de resistência, encontram-se: carga viral elevada para 

VHB ao início de tratamento, supressão viral incompleta e tempo de uso 

do medicamento. 

Em pacientes mono-infectados pelo VHB a resistência à 

lamivudina aumenta progressivamente durante o tratamento, a uma taxa 

anual de 14 a 32%.  

Em pacientes co-infectados pelo HIV a velocidade para o surgimento 

de resistência é muito maior (Benhamou et al., 1999). Dessa forma, após 4 

anos de uso de lamivudina em pacientes co-infectados, a taxa de resistência 

pode ser observada em até 90% dos pacientes (Soriano et al., 2009). 

Sendo o desenvolvimento de resistência um fenômeno comum e 

preocupante nos pacientes co-infectados, algumas estratégias de tratamento 

têm sido propostas para esses pacientes. O uso combinado de medicamentos 

tem sido uma delas (Soriano et al., 2009). 

Diferentes autores têm apontado essa alternativa, como uma 

possibilidade para o manejo de pacientes co-infectados. 

Dessa forma, atualmente seja no início de tratamento para hepatite B 

ou mesmo em pacientes já em uso de lamivudina, sem sucesso no controle 

da viremia por esse vírus, propõe-se o uso de terapia com múltiplos 

medicamentos. A eficácia desse procedimento a longo prazo, é desconhecida, 

embora estudos avaliando essa abordagem a curto prazo revelem que 

possam ser uma alternativa interessante. 
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1.12  Justificativa 

  

O manejo clínico da infecção pelo VHB em pacientes co-infectados 

pelo HIV, representa hoje em dia um enorme desafio.  

Trata-se de situação de significativa prevalência em nosso meio. 

Além  disso, a situação de co-infecção com o HIV, parece acelerar a 

progressão da hepatopatia causada pelo VHB, piorando a qualidade de vida 

dos pacientes e determinando o surgimento de dificuldades terapêuticas 

nesse grupo de pacientes. 

São escassas as informações clínicas e virológicas que sirvam de 

embasamento teórico para a definição de condutas terapêuticas específicas 

para essa população.  

São escassos os estudos brasileiros que avaliaram a distribuição 

genotípica e as mutações associadas à resistência a lamivudina entre 

pacientes co-infectados pelo HIV-VHB no Brasil (Bottecchia et al., 2008; 

Santos et al., 2004; Sucupira et al., 2006).   

O SEAP HIV/AIDS (Serviço de Extensão ao Atendimento à Pacientes 

com HIV/AIDS) funciona como um ambulatório específico para o 

atendimento de pacientes infectados pelo HIV e de seus parceiros sexuais. 

Essa instituição atende atualmente a cerca de 3.400 (três mil e quatrocentos 

pacientes). Estudo anterior avaliou a prevalência de presença de AgHBs 

nessa população e identificou a  presença desse marcador sorológico em 

5,7% dos pacientes analisados (Mendes-Correa et al., 2000).  
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O atendimento clínico a esses pacientes tem se limitado aos exames 

disponibilizados pelo atual modelo de atendimento público, que não 

contempla exames de quantificação, genotipagem ou testes de resistência 

para o VHB. 

Com certeza a impossibilidade de realizar exames mais específicos e 

a ausência de casuísticas semelhantes dificulta o atendimento dessa 

população. 

A falta de informações relativas ao tema dificulta também a definição 

de ações específicas nessa área de atendimento clínico. 

O conhecimento ampliado das características clínicas, laboratoriais e 

virológicas relativas ao VHB desses pacientes auxiliou a estudar estratégias 

de manejo e tratamento mais efetivas e seguras. Em nossa opinião, a 

necessidade urgente de informações que auxiliassem na definição das 

intervenções clínicas e terapêuticas necessárias a esse grupo de pacientes, 

justificou a realização desse estudo. 

Dessa forma, no sentido de contribuir com maiores informações sobre 

o tema, propusemos a realização do presente trabalho. 

  

  

 



 

 

 2  OBJETIVOS 
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2.1  Geral 

 

 Avaliar a distribuição genotípica e mutações no genoma do vírus 

da hepatite B associadas à resistência a lamivudina em pacientes 

co-infectados pelo HIV e pelo vírus da hepatite B, atendidos no 

SEAP HIV/AIDS, em São Paulo. 

  

 

2.2  Específicos 

 

 Avaliar a presença do DNA do VHB e do AgHBe em pacientes 

AgHBs positivos; 

 Avaliar a carga viral do VHB; 

 Avaliar a distribuição genotípica do vírus da hepatite B nessa 

população; 

 Verificar a presença de mutações no genoma do VHB associadas 

à resistência à lamivudina; 

  

  

 



 

  

3  MÉTODOS 
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3.1  Casuística 

  

A população de estudo foi composta por pacientes co-infectados 

pelo HIV e VHB, selecionados entre aqueles 3374 matriculados e 

regularmente atendidos no “SEAP HIV/AIDS”, no período de maio de 2006 a 

maio de 2007. 

 

  

3.2  O SEAP – HIV/AIDS – “Casa da AIDS” 

  

O Serviço de Extensão ao Atendimento de Pacientes HIV/AIDS, 

“SEAP HIV/AIDS”, da Divisão de Doenças Infecciosas e Parasitárias, do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, funciona como um ambulatório específico para o atendimento de 

pacientes infectados pelo HIV. 

Essa instituição atende a cerca de 3.400 (três mil e quatrocentos 

pacientes). Os pacientes atendidos são procedentes de encaminhamento 

dos diferentes institutos que compõem o complexo hospitalar do Hospital 

das Clínicas. Outro critério de seleção para atendimento de pacientes no 

“SEAP HIV/AIDS” é residir na região central da cidade de São Paulo, onde 

se localiza este ambulatório. 

A pesquisa dos marcadores sorológicos da infecção pelo VHB faz 

parte da rotina de atendimento de todos os pacientes acompanhados.  
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3.3  Critérios de Inclusão 

  

1- Pacientes matriculados na “SEAP HIV/AIDS” e atendidos no 

período compreendido entre maio de 2006 a maio de 2007; 

2- Pacientes com diagnóstico de infecção pelo HIV realizado através 

da pesquisa de anticorpos anti-HIV pelo método imunoenzimático 

(ELISA) e confirmado pelo método de Western-Blot; 

3- Pacientes com sorologia positiva para AgHBs; 

4- Pacientes que assinaram o termo de consentimento livre e 

informado. 

  

 

3.4  Coleta de informações em banco de dados eletrônico e 

análise dos prontuários 

 

A busca de informações relativas aos pacientes AgHBs reagentes 

iniciou-se pela consulta ao banco de dados eletrônico. 

A análise do perfil sorológico relativo à hepatite B em todos os 

pacientes com seguimento regular no período estipulado entre maio de 2006 

e maio de 2007 permitiu identificar o perfil sorológico desses pacientes e 

selecionar os pacientes AgHBs reagentes. 

Foi identificada a evolução temporal desse perfil desde a primeira 

sorologia encontrada até a última registrada por esse banco de dados. Ainda 

no sentido de complementar essas informações, ocorreu a busca de dados 

complementares em prontuário de parte dos pacientes envolvidos. 
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Consideramos para inclusão no estudo, aqueles pacientes com dados 

sorológicos completos. Buscávamos a presença de pelo menos, AgHBs, 

Anti-HBs e Anti-HBc. 

Identificados os pacientes AgHBs reagentes procedeu-se a uma 

busca de informações clínicas e laboratoriais relativas a esses pacientes. 

As seguintes variáveis clínicas e laboratoriais foram consideradas para 

análise nesse estudo: sexo, idade, fatores de exposição para HIV ou VHB, 

dados relativos à adesão ao tratamento antiretroviral incluindo-se terapia 

para hepatite B, antecedente de uso de lamivudina, tenofovir, entecavir, 

interferon, tempo de exposição a esses medicamentos. 

  

 

3.5  Aspectos Éticos 

  

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital das Clínicas 

da Universidade de São Paulo Faculdade de Medicina e pelo Comitê de 

Ética do Instituto Adolfo Lutz. 

Os pacientes que atenderam aos critérios de inclusão foram 

convidados a participar do estudo. Aqueles que aceitaram, assinaram o 

termo de consentimento (anexo I) e foram encaminhados à coleta de sangue 

no próprio SEAP HIV/AIDS, momento em que foi aplicado um questionário 

(Anexo II) para obtenção das informações referentes aos fatores de risco de 

exposição a HIV/VHB. 
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3.6  Procedimentos de laboratório 

  

A coleta de sangue, utilizando tubos estéreis com gel e sem 

anticoagulantes, foi realizada no SEAP HIV/AIDS após as entrevistas 

individuais. 

O sangue foi colhido em dois tubos e centrifugado. Um tubo foi 

imediatamente enviado ao Laboratório Central do Hospital das Clínicas para 

realização de sorologia completa para o VHB. O outro tubo encaminhado ao 

Laboratório de Hepatites Virais do Instituto Adolfo Lutz para a realização das 

técnicas moleculares.  

No Instituto Adolfo Lutz, o soro enviado foi armazenado em freezer -

20oC até o momento da realização das técnicas moleculares.  

  

 

3.7  Pesquisa dos marcadores sorológicos 

  

Para pesquisa dos marcadores sorológicos foi empregada a técnica 

do ensaio imunoenzimático (ELISA) utilizando kits comerciais pela tecnologia 

de Axsym. Os testes para pesquisa do AgHBs, anti-HBc total, anti-HBs, 

AgHBe e anti-HBe foram realizados pelo Laboratório Central do Hospital das 

Clínicas da FMUSP. 
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3.8  Técnicas de Biologia Molecular 

  

As técnicas de biologia molecular foram realizadas pelo Laboratório 

de Hepatites Virais do Instituto Adolfo Lutz e pelo Laboratório de Hepatites 

do Instituto de Medicina Tropical da FMUSP. 

 

3.8.1  Quantificação do DNA do VHB 

 

Para a quantificação do DNA do VHB foi utilizado o teste de Cobas 

Amplicor da Roche.  

O DNA do VHB foi isolado do soro por precipitação de glicol 

polietilénico (PEG) seguido de centrifugação. A partir da lise das partículas 

virais granuladas, o DNA do VHB foi recuperado através de solução alcalina. 

Imediatamente, adicionou-se um reagente de neutralização para proporcionar 

as condições necessárias e apropriadas de tamponamento. Um número 

conhecido de moléculas de DNA do padrão de quantificação do VHB era 

introduzido em cada amostra juntamente com o reagente de lise. Este padrão 

de quantificação foi processado através dos passos de preparação, 

amplificação, hibridização e detecção da amostra e foi utilizado para 

quantificação do DNA do VHB presente na amostra de teste. 

A seleção da seqüência de DNA alvo do VHB depende da 

identificação de regiões dentro do genoma do VHB que apresentam uma 

conservação máxima de seqüência ao nível de DNA entre todos os 

genótipos. Conseqüentemente, a seleção adequada dos iniciadores e da 
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sonda é essencial para que o teste tenha capacidade de identificar os 

diferentes genótipos do VHB. A região do DNA circular de cadeia 

parcialmente única do genoma do VHB mostrou apresentar uma 

conservação máxima na seqüência de DNA entre os genótipos do VHB 

conhecidos. 

O DNA foi amplificado utilizando um iniciador oligonucleotídico 

biotinilado e um não-biotinilado. 

As amostras processadas foram adicionadas à mistura de 

amplificação em tubos de amplificação (tubos-A) nos quais ocorreu a 

amplificação por PCR. O termociclador aquece a mistura de reação para 

denaturar as duplas cadeias de DNA produzidas e expor as seqüências 

alvo do iniciador específico sobre o genoma do DNA circular do VHB. 

À  medida que a mistura arrefece, os iniciadores ligam-se ao DNA alvo. 

A  enzima recombinante termoestável da Polimerase do DNA Thermus 

aquaticus (Taq pol), na presença de magnésio e de trifosfatos de 

desoxinucleósidos em excesso (dNTPs), incluindo trifosfatos de 

deoxiadenosina, deoxiguanosina, deoxicitidina e deoxiuridina (em vez de 

deoxitimidina), prolonga os iniciadores ligados ao longo dos modelos alvo 

para produzir uma seqüência de 104 pares de base de cadeia dupla da 

molécula de DNA denominada amplicon. As amostras foram submetidas a 

vários ciclos de amplificação. 

A quantificação ocorreu a partir da utilização de uma segunda 

seqüência alvo (Padrão de Quantificação do VHB) que será adicionada a 

cada amostra de teste numa concentração conhecida. 
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Dentro dos intervalos lineares do ensaio, a absorbância de 660 nm 

será proporcional à quantidade de amplicon do VHB ou de amplicon do 

Padrão de Quantificação do VHB. Será calculada a absorbância total do 

VHB e do Padrão de Quantificação do VHB multiplicando a absorbância pelo 

fator de diluição do amplicon e em seguida com absorbância total máxima. 

A absorbância total calculada é diretamente proporcional à quantidade de 

DNA do VHB ou de DNA do Padrão de Quantificação do VHB presente em 

cada reação de amplificação por PCR. A quantidade do DNA do VHB 

presente em cada amostra é calculada a partir da razão entre a absorbância 

total do VHB, a absorbância total do Padrão de Quantificação do VHB e o 

número de moléculas de DNA do Padrão de Quantificação do VHB. 

  

3.8.2  Extração do DNA do VHB com solução de isotiocianato de 

guanidina e fenol (GT) 

  

À 300uL de solução de GT foram adicionados 200uL de soro e, após 

agitação, foram adicionados 50uL de clorofórmio gelado, seguido de 

centrifugação 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. Foi retirado 

todo sobrenadante e adicionado 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 auxílio de bomba de vácuo e, posteriormente, 

ressuspendido em 50uL de água MilliQ e armazenado em geladeira por 12 

horas para completa eluição do DNA. 
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3.8.3  “Primers”   

 

Os "primers" externos utilizados nas reações de amplificação da 

região S foram: HBS1F e HBS1R, e os internos: HBS2F e HBS2R 

(INVITROGEN®, São Paulo, Brasil). Estes “primers” foram desenvolvidos por 

Sitnik, 2004 e geraram produtos de 450 pb. 

Para a região Pré-core foram utilizados os "primers" externos EP1.1 e 

EP.1.2, e os "primers" internos EP2.1 e EP.2.2 (INVITROGEN®, São Paulo, 

Brasil), os quais foram desenvolvidos por Takahashi, 1995 gerando produtos 

de 306 pb.  

Para a amplificação do lócus YMDD do gene da polimerase do VHB 

utilizamos os “primers” externos L840, L372 e os “primers” internos 5’LAMI5 

E 3’LAMI2 (INVITROGEN®, São Paulo, Brasil) (Da Silva et al., 2001). 

Todos os "primers" foram diluídos à concentração de 20 ρMoles/µL. 

Abaixo estão descritas as seqüências de bases nitrogenadas dos "primers" 

mencionados. 

  

Região S:  

  HBS1F: 5` - GAG TCT AGA CTC GTG GTG GAC TTC - 3`  

  HBS1R: 5` - AAA TKG CAC TAG TAA ACT GAG CCA - 3`  

  HBS2F: 5` - CGT GGT GGA CTT CTC TCA ATT TTC – 3`  

  HBS2R: 5` - GCC ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC – 3`  
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Região Pré-core:  

  EP1.1: 5` - TCA TGG AGA CCA CCG TGA AG - 3`  

  EP2.1: 5` - CAT AAG AGG ACT CTT GGA CT – 3`  

  EP1.2: 5’ -  GGAAAGAAGTCAGAAGGCAA – 3’ 

  EP2.2: 5’ – GGCAAAAAAGAGAGTAACTC – 3’ 

  

Região POL: 

5` LAMI 5: 5’ – TGCRYYTGTATTCCCATCCCATC – 3’ 

3` LAMI 2: 5’ – GTTTTGTTAGGGTTTAAATG – 3’ 

L840: 5`:  5’ -  ACCCCATCTTTTTGTTTTGTTAAG – 3’ 

L372: 5`:  5’ – TCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTAT – 3’ 

  

 

3.8.4  Preparação de Desoxinucleotídeos (dNTPs)  

  

Foram utilizados dNTPs (INVITROGEN®, São Paulo, Brasil) diluídos 

em água MilliQ, na concentração de 2,5mM de dATP, de dCTP, de dGTP e 

de dTTP.  

  

3.8.5  Metodologia de “Nested” PCR 

  

3.8.5.1  Primeira PCR  

A cada microtubo, contendo 10uL de DNA viral, obtido após extração 

com solução de GT, foram adicionados 90µL da mistura da PCR. 
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Essa mistura da PCR foi constituída por 67,5µL de água Milli Q, 10µL de 

Tampão 10X (INVITROGEN®, São Paulo, Brasil), 6µL de dNTPs, 4µL de 

cloreto de magnésio (INVITROGEN®, São Paulo, Brasil), 10µL de cada um 

dos “primers” HBS1F e L840 (S e P) ou EP1.1 e EP1.2 (Pré-core), 0,5µL de 

Taq DNA polimerase (INVITROGEN®, São Paulo, Brasil). Após a adição da 

mistura da PCR, as amostras foram submetidas a repetidos ciclos de 

variação de temperatura, em termociclador, com programa específico, os 

quais estão representados nos quadros 3 e 4: 

 

Quadro 3.  Programa para amplificação da região S + POL do VHB 

REGIÃO S+POL (1a e 2a PCR) 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 94oC 1 minuto 

35 

94oC 1 minuto 

56oC 1 minuto 

72oC 1 minuto 

1 72oC 7 minutos 

  

Quadro 4. Programa para amplificação da região Pré-core e core do VHB 

REGIÃO Pré-core (1a e 2a PCR) 

Ciclos Temperatura Tempo 

1 94oC 30 segundos 

30 

94oC 30 segundos 

56oC 30 segundos 

72oC 40 segundos 

1 72oC 5 minutos 
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3.8.5.2  Segunda PCR (“Nested”)  

A 90µL da mistura da segunda PCR (“Nested”), constituída por: 67,7µL 

de água Milli Q, 10µL de Tampão 10X (INVITROGEN®), 6µL de dNTPs, 

4µL de cloreto de magnésio (INVITROGEN®), 10µL de cada um dos “primers” 

HBS2F e 3”LAMI 2 (S e P) ou EP2.1 e EP 2.2 (Pré-core) e 0,3µL de Taq 

DNA polimerase (INVITROGEN®), foram adicionados 10µL do produto da 

primeira PCR. Os microtubos foram então levados ao termociclador 

utilizando programas específicos descritos no item anterior. 

  

3.8.5.3  Identificação do Produto Amplificado  

Após a amplificação, a identificação do produto obtido pela PCR, foi 

realizada por eletroforese em gel de agarose 2% preparado em tampão tris-

borato EDTA (TBE 0,5 X) com 0,005% de brometo de etídio. Para isto, foram 

aplicados 10µL do produto final da PCR misturado com 2µL de tampão de 

corrida, constituído de blue juice 5%, glicerol 40% e azul de bromofenol 

0,1%. Além do padrão de quantificação (Low DNA Mass Ladder - 

INVITROGEN®, São 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 cópia de cada gel foi impressa na impressora Digital Grafic Printer 

(UP-D890) para registro.  
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3.9  Seqüenciamento 

  

A técnica de seqüenciamento derivada da metodologia de Sanger 

et al.114, utilizando-se didesoxinucleotídeos (ddNTPs) contendo marcadores 

fluorescentes, conforme o “kit” ABI PrismR BigDyeTM Terminator (PE Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA), em Seqüenciador Automático ABI 

PrismR 377 (PE Applied Biosystems), foi empregada na região S do VHB 

para determinação do genótipo do vírus, na região pré-core do vírus para 

pesquisa de mutações no promotor e pré-core na região da polimerase para 

a pesquisa de resistência a drogas.  

  

3.9.1  Reação de Seqüenciamento por “Cycle Sequencing”  

  

A 2µL do DNA purificado e quantificado (3 – 10 ng) foi adicionado 2µL 

de HBS2F e 3”LAMI 2 (S e P) ou EP2.1 e EP 2.2 (Pré-core) (1,6 pmol), 4µL 

da mistura de reação do “Kit” de seqüenciamento que contém ddNTPs 

marcados e as enzimas AmpliTaq DNA Polimerase FS e rTth pirofosfatase, 

4µL de tampão Tris-HCl (pH 9,0) e MgCl2 5 X e 8,0µL de água Milli Q para 

um volume final de 20µL. Em seguida, as amostras foram submetidas a 

repetidos ciclos de variação de temperatura, em termociclador, com 

programa específico para a síntese da fita complementar e incorporação dos 

ddNTPs marcados (25 ciclos de 960C por 30 segundos, 500C por 15 

segundos e 600C por 4 minutos).  
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3.9.2  Precipitação das Amostras após “Cycle Sequencing”, 

Denaturação e Aplicação no Gel  

  

Após a reação de seqüenciamento, as amostras foram precipitadas 

com isopropanol para a retirada dos ddNTPs marcados não incorporados.  

Aos 20µL de reação, foram adicionados 80µL de isopropanol 75%. Os 

microtubos foram submetidos à forte agitação por 10 segundos e incubados à 

temperatura ambiente por 10 minutos. Após incubação, as amostras foram 

centrifugadas por 25 minutos a 12.000xg à temperatura ambiente. 

Em seguida, foi removido o isopropanol e adicionado 1000µL de etanol 70% 

ao precipitado. As amostras foram novamente centrifugadas por 20 minutos a 

12.000xg à temperatura ambiente. Após a centrifugação, o etanol foi retirado 

e as amostras incubadas a 900C por 3 minutos para a retirada total do etanol.  

Às amostras, foram adicionados 5µL de tampão de amostra [5 partes de 

formamida (Amresco) e 1 parte de “blue dextran” (PE Applied Biosystems®)], 

homogeneizadas várias vezes, submetidas à forte agitação por 10 segundos, 

centrifugadas a 12.000xg por 15 segundos e incubadas a 950C por 5 minutos 

para denaturação. Imediatamente após a incubação, as amostras foram 

colocadas em gelo até a aplicação de 1,5µL no gel de poliacrilamida.  

O gel de seqüenciamento foi constituído por poliacrilamida 5% (Long 

RangerTM Gel Solution, FMC) com uréia 6M em tampão TBE 1X concentrado 

em placas de 36 cm com 0,5 mm de espessura. O tampão TBE 1X 

concentrado foi utilizado na eletroforese, realizada no Seqüenciador 

Automático ABI PrismR 377 (PE Applied Biosystems®).  
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3.10  Análise das Seqüências 

  

Validação e montagem da seqüência consenso. 

As seqüências obtidas foram analisadas inicialmente utilizando os 

programas Phred-Phrap-Consed para avaliação se sua qualidade 

(Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998).  Posteriormente, foi montada uma 

seqüência consenso das fitas sense e antisense com o programa Consed. 

As seqüências obtidas no presente estudo foram depositadas no 

GenBank com os seguintes números de acesso: GU968704 - GU968714 

(região pré-core) e GU968715 - GU968730 (região S e polimerase). 

 

3.10.1  Genotipagem 

  

Para identificação do genótipo viral as seqüências consenso obtidas 

de cada caso foram inicialmente alinhadas, utilizando-se o programa 

Clustal X (Thompson et al., 1997) juntamente com seqüências dos diferentes 

genótipos do VHB (A-H) obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

O programa BioEdit foi utilizado para edição do alinhamento. 

A classificação dos genótipos foi feita por análise filogenética 

utilizando-se o programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 

versão 4 (Tamura et al., 2007). As análises foram realizadas utilizando-se o 

método de “Neighbor-Joining” e o modelo de substituição de nucleotídeos 

Kimura 2 parâmetros. 

Para testar a confiabilidade das topologias obtidas foram realizadas 

as análises de “bootstrap” com 1000 replicações. 
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3.10.2  Identificação de mutações 

  

Para identificação das mutações nas regiões do genoma viral que 

foram caracterizadas neste estudo, as seqüências obtidas foram 

alinhadas com uma seqüência de um isolado viral “selvagem”, ou seja, 

sem as mutações descritas abaixo na região BCP/Pré-core/core; sem as 

mutações que conferem resistência aos antivirais na região da 

polimerase e sem mutações que conferem escape dos anticorpos Anti-

HBs na região S.  

A presença da mutação de adenina para timidina na posição 1762 

e de guanina para adenina na posição 1764 caracteriza mutação da 

região do promotor basal do core. Nas posições 1896 e 1899, a 

presença da seqüência “selvagem” foi denominada M0 (G1896 e G1899), 

a presença da mutação no nucleotídeo 1896 (G1896A) de M1, a 

presença de duas mutações (G1896A e G1899A) de M2 e a presença da 

mutação exclusiva do nucleotídeo 1899 de G1899A. Para identificação 

das mutações nas regiões S e Polimerase a seqüência de aminoácidos 

foi analisada.  

A determinação das mutações foi realizada pela análise visual do 

alinhamento da seqüência do isolado “selvagem” contra as seqüências 

obtidas. 
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 3.10.3  Filogenia 

  

O genótipo do VHB foi reconfirmado e determinado por análises 

filogenéticas utilizando abordagem à distância (Neighbor Unir), executados 

pelo software (MEGA) Molecular Evolutionary Analysis Genetic (MEGA) 

versão 4.0 (http://www.megasoftware.net/) (Tamura et al., 2007). A robustez 

dos grupos filogenéticos foi avaliada utilizando bootstrap de mil repetições. 

A mesma metodologia também foi usada para analisar as seqüências de 

aminoácidos. A identificação de mutações nas regiões da Polimerase e pré-

S do VHB foram comparadas com uma seqüência de tipo selvagem do VHB. 

Dados da seqüência de nucleotídeos do presente estudo foram depositados 

no GenBank sob os números de adesão que segue: GU968715 GU968704 - 

GU968714 (região pré-core) e GU968715 - (S e região da polimerase). 

  

 

3.11  Análise estatística 

  

As possíveis associações entre os genótipos e as variáveis 

investigadas, e a presença de mutações relacionadas à resistência à 

lamivudina e as variáveis investigadas foram estudadas em duas etapas: 

- análise univariada - o teste t de student e χ2.   

- análise multivariada – regressão múltipla. Serão estudadas as 

váriaveis que apresentaram p<0,20, pela análise univariada.  

 



 

 

4  RESULTADOS 
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4.1  Avaliação dos marcadores sorológicos para a infecção 

pelo vírus da hepatite B 

  

Inicialmente foram identificados 3.374 pacientes matriculados e 

regularmente atendidos no “SEAP HIV/AIDS”, no período de maio de 2006 a 

maio de 2007. 

A busca dos marcadores sorológicos para VHB nesses pacientes, em 

banco de dados eletrônico nos permitiu identificar pacientes com diferentes 

perfis sorológicos, detalhados na Tabela 1 abaixo: 

  

Tabela 1. Marcadores Sorológicos Gerais 

Perfil Sorológico Número de Pacientes 

AgHBs reagente 120 

AgHBs não reagente e:  

Anti-HBs- / Anti-HBc Total-  68 

Anti-HBs- /Anti-HBc Total+  157 

AntiHBs+/Anti-HBc T+ 624 

AntiHBs+/ Anti-HBc T- 344 

Sorologia Indeterminada 312 

Sorologia Não Encontrada † 242 

Sorologia Não Encontrada †† 720 

Sorologia Incompleta 787 

Total de Pacientes 3374 

† Dados não localizados em banco eletrônico 
†† Dados não localizados em banco eletrônico e em busca a prontuários 
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Consideramos como “sorologia completa”, pacientes que 

apresentavam a presença de AgHBs, anti-HBs e anti-HBc na mesma data 

de coleta. 

Desta forma identificamos 787 pacientes com sorologias incompletas, 

porém todos esses pacientes com sorologia considerada incompleta, eram 

AgHBs não reagentes, conforme Tabela 2 abaixo: 

  

Tabela 2. Perfil Sorológico dos Pacientes com Sorologia Incompleta 

Marcadores encontrados Número de pacientes 

AgHBs não reagente (dado isolado)  37 

AgHBs não reagente e:  

Anti-HBs+  211 

Anti-HBs-   161 

Anti-HBc Total-  347 

Anti-HBc Total+  15 

AgHBs- / Anti-HBs (indeterminado)  16 

TOTAL:  787 sorologias incompletas 

  

  

Assim, entre os 3374 pacientes em atendimento na Casa da AIDS, 

excetuando-se 962 pacientes com sorologia não encontrada em banco de 

dados eletrônico e/ou prontuários, foram totalizados 2412 pacientes com 

resultados analisáveis em relação à presença do AgHBs. 



Resultados 49 

Dos 2412 pacientes identificados, 120 (4,9%) apresentaram-se 

AgHBs reagentes em algum momento de seu seguimento clínico 

(Prevalência: 4,4 %; IC95%: 4,2 – 5,9). O tempo médio de seguimento 

desses pacientes foi de 5 anos e o número de avaliações sorológicas 

durante esse período variou de 1 a 5 coletas (em média 3 coletas distintas 

por paciente).  

Dos 120 pacientes inicialmente AgHBs reagentes,  observamos que 

10 pacientes (8,3%)  eram inicialmente AgHBs não-reagentes (quando 

iniciaram seguimento na Casa da AIDS) e tornaram-se AgHBs reagentes 

durante seu seguimento clínico.  

Dos 120 pacientes inicialmente AgHBs reagentes (em algum 

momento do seguimento) 22 pacientes apresentaram completa 

soroconversão (AgHBs-/Anti-HBs) e 3 foram à óbito, quando avaliamos 

sorologias seqüenciais. 

Identificamos então, em uma primeira etapa, 95 pacientes elegíveis 

para o estudo. 

Dos 95 pacientes elegíveis, 74 pacientes compareceram para coleta 

de exames e questionário e foram incluídos em nosso estudo.  

Após a inclusão em nosso estudo, observamos que entre os 74 

pacientes, 59 permaneceram AgHBs reagentes. 

Portanto, dos 120 pacientes inicialmente identificados, 3 foram a 

óbito, 37 (38,5%) soroconverteram para anti-HBs e 21 não compareceram 

quando convocados. 
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4.2  Características Demográficas, Epidemiológicas, Clínicas 

e Laboratoriais de 59 pacientes AgHBs reagentes, co-

infectados pelo HIV 

  

Em relação às características gerais demográficas, epidemiológicas, 

clínicas e laboratorias dos 59 pacientes AgHBs reagentes de nossa 

casuística, seguem os resultados resumidos na Tabela 3 abaixo: 

 

Tabela 3. Características Demográficas,Epidemiológicas e Clínicas de 59 pacientes 

AgHBs reagentes, co-infectados pelo HIV 

Variáveis Demográficas e Epidemiológicas   n                    % 

Sexo masculino 58 98,3% 

Idade Média –(anos) 44,8  desvio padrão: 7,2 anos 

Antecedente HSH 42 71,1% 

Antecedente UDI 05 8,5% 

Variáveis Clínicas     

Evidências de não adesão 05 8,5% 

Antecedente uso ARV 59 100% 

Antecedente uso lamivudina 56 95% 

Antecedente uso tenofovir (TEN) 43 72,9% 

Antecedente de uso de LAM ou TEN ou ENT ou IFN 56 95% 

Antecedente uso de entecavir (ENT) 04 6,8% 

Antecedente uso interferon (IFN) 09 15,2% 

Variáveis Laboratoriais     

AgHBe reagente 31 Prevalência: 52,5%;  

IC95%: 39,1 – 65,7 

Viremia VHB > ou = 60 UI/mL† 22 37,3% 

†  COBAS-AMPLICOR     †† LSN-Limite Superior da Normalidade 
HSH- Homens que fazem sexo com homens 
UDI- Uso droga injetável ilícita 
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4.3  Características relativas a variáveis à infecção pelo VHB 

de 59 pacientes AgHBs reagentes, co-infectados pelo HIV 

  

4.3.1  Características de AgHBe e carga viral de VHB 

  

Entre os 59 pacientes AgHBs reagentes, 31 pacientes apresentaram-se 

AgHBe reagentes (Prevalência: 52,5%; IC95%: 39,1 – 65,7). 

Entre os 59 pacientes AgHBs reagentes, o tempo de uso de lamivudina 

variou de 6 a 96 meses e o tempo de uso prévio de tenofovir variou de um a 

34 meses. 

Entre os 59 pacientes AgHBs reagentes, 22 (37,3%) apresentaram 

viremia positiva para DNA-VHB pelo método de nested PCR ou pelo método 

de COBAS AMPLICOR. Entre esses pacientes, 31 eram AgHBe reagentes 

(52.5%; CI95%: 39.1 – 65.7). 

A maioria (86,4%) dos pacientes com viremia para DNA-VHB era 

AgHBe reagente, e somente 10,8% dos pacientes AgHBe não reagentes 

apresentaram viremia detectável para DNA-VHB. Observamos associação 

com significância estatística (p<0,001) entre ser AgHBe reagente e 

apresentar viremia positiva para DNA-VHB (Tabela 4). 
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Tabela 4. Distribuição da viremia para VHB segundo soropositividade para AgHBe 

em pacientes co-infectados HIV-VHB 

carga viral 

AgHBe 

negativo 
no(%) 

positivo 
no(%) 

<60 25 (89,3) 12 (38,7) 

60 a 999  1 (3,6)   7 (22,6) 

1.000 a 1999  1 (3,6) 1 (3,2) 

2.000 a 19.999  1 (3,6) 1 (3,2) 

20000 - 10 (32,3) 

TOTAL 28 (100) 31 (100) 

  

  

4.3.2  Genótipos de VHB por análise filogenética da região S/P e 

análise da região do core/ BCP / pré-core  

  

Entre os 22 pacientes com viremia detectável para DNA-VHB, foi 

possível determinar o genótipo em 16 pacientes. A análise da árvore 

filogenética (Figura 9) demonstrou os seguintes genótipos: A – 12 (75%);     

D – 1 (6.25%); F – 1 (6.25%); G – 2 (12.50%). 

A análise das seqüências de aminoácidos da região codificadora de 

AgHBs dos pacientes 6 e 14, classificados como VHB genótipo G, está 

mostrada na figura 10. Para o paciente 14, alguns sítios polimórficos foram 

identificados, sugerindo que esse paciente apresente uma população 

heterogênea de vírus. 
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No caso do paciente14, não conseguimos obter uma seqüência de 

boa qualidade das regiões BCP / pré - core / core. Essa dificuldade de 

obtenção de uma seqüência de boa qualidade poderia ser explicada pelo 

fato de que esse paciente pudesse apresentar a presença concomitante dos 

genótipos A e G.  

Uma seqüência de boa qualidade não foi obtida para o paciente 14 na 

região BCP/ pré-core/ core. Esta região do genoma viral apresenta 

características típicas do genótipo G: códons de parada de tradução nos 

aminoácidos 2 e 28 da região pré-core e uma inserção de 36 nucleotídeos 

(12 aminoácidos) na extremidade amino do HBcAg. A seqüência de baixa 

qualidade pode ser explicada pelo fato de que este paciente apresentava 

uma população viral mista, formada pelos genótipos A e G, em particular, 

devido à inserção característica do genótipo G presentes em alguns dos 

vírus circulantes 

A análise do seqüenciamento das regiões BCP / pré - core / core é 

apresentada na Tabela 6. Esta reação mostrou a presença das seguintes 

mutações no BCP: A1762T / G1764A em dois pacientes e apenas G1764A 

em outros dois.  Apenas um paciente apresentou a mutação G1896A na 

região pré - core. Esse foi o único caso de genótipo D em nossa casuística. 

Para o paciente 6, a seqüência S / P foi claramente associada com 

outras seqüências de genótipo G na árvore filogenética, mas a região BCP/ 

pré - core/ core não mostrou nenhuma característica típica do genótipo G e 

era característico do genótipo de A. 
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4.3.3  Mutações de VHB na região S/P 

 

As mutações identificadas nos genes codificadores da região S/P 

também se encontram na tabela 6. Mutação no códon 204 da transcriptase 

reversa do gene da polimerase do VHB foi observada: 9 pacientes 

apresentavam uma substituição de metionina para valina (rtM204V) e um 

deles apresentava uma substituição de metionina para isoleucina (rtM204I). 

Todos esses pacientes também apresentavam uma substituição de leucina 

para metionina na posição 180 (rtL180M). Associadas às mutações rtL180M 

e rtM204V, 3 pacientes também apresentavam uma substituição de leucina 

para valina (rtL80V) e 2 pacientes uma mutação com substituição de valina 

para leucina (rtV173L) no gene da polimerase. 

Algumas mutações na região da polimerase do VHB levaram a 

alterações nos seguintes códons dos genes do AgHBs: sI195M (7 pacientes), 

sI195M/sE164D (2 pacientes), e sW196L (1 paciente).  

 

  

4.4  Associações entre genótipos de VHB e algumas variáveis 

selecionadas  

 

Para analisar as associações entre genótipos de VHB e algumas 

variáveis selecionadas, separamos os casos entre “genótipos A” e 

“genótipos não-A” devido ao pequeno número de casos envolvidos e pouca 

representatividade dos outros genótipos envolvidos. Não observamos 
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nenhuma associação significativa entre os genótipos analisados e as 

variáveis clínicas e epidemiológicas selecionadas (Tabela 7).  

  

 

4.5  Associação entre as mutações na região da polimerase 

do VHB e algumas variáveis selecionadas 

  

A única associação com significância estatística observada ocorreu 

entre a presença de mutações de VHB e uso de lamivudina (p=0.04). 

No entanto, não observamos outras associações com significância estatística 

quando a presença ou ausência de mutações na região da polimerase foi 

comparada com outras variáveis clínicas e epidemiológicas selecionadas 

(Tabela 5). 
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Tabela 5. Características relatadas na infecção pelo VHB em 22 pacientes com 

viremia positiva (VHB DNA) 

Pt. 
nº 

AgH
Be 

Carga 
Viral 

(IU/ml)
†
 

Genótipo 
e subtipo 

VHB 

Mutações de 
resistência à LAM 

no gene da 
Polimerase 

 
Mutações 
no gene 
AgHBs 

 

Mutações no 
BCP, pré-core 

e core 

  
Uso 

LAM/T
DF 

1 R 82 ND ND ND ND 
sim-
sim 

2 NR 131 ND ND ND ND 
sim-
sim 

3 R >38,000 A (adw2) 
rtL180M e 
rtM204V 

sI195M ND 
sim-
sim 

4 R >38,000 A (adw2) 
rtL180M e 
rtM204V 

sI195M G1764A 
sim-
não 

5 NR 11,100 A (adw2) ausente ausente ausente 
sim-
não 

6 R >38,000 
A-G 

(adw2) 
ausente ausente ausente 

sim-
sim 

7 R >38,000 A (adw2) ausente ausente 
A1762T e 
G1764A 

sim-
não 

8 R >38,000 D (ayw3) ausente ausente 
A1762T, 

G1764A e 
G1896A 

sim-
sim 

9 R 79 ND ND ND ND 
sim-
sim 

10 NR 1350 ND ND ND ND 
sim-
não 

11 R 238 ND ND ND ND 
sim-
sim 

12 R >38,000 A (adw2) 
rtL80V, rtL180M 

and rtM204V 
sI195M G1764A 

sim-
sim 

13 R >38,000 F (adw4) absent ausente ausente 
não-
não 

14 R 17,400 
A - G 

(adw2) 
rtV173L, rtL180M 

and rtM204V 
sI195M/s
E164D 

ND 
sim-
sim 

15 NR 265 A (adw2) 
rtL180M and 

rtM204I 
sW196L ND 

sim-
não 

16 R 38,000 A (adw2) 
rtL80V, rtL180M 

and rtM204V 
sI195M ausente 

sim-
não 

17 R >38,000 A (adw2) 
rtV173L, rtL180M 

and rtM204V 
sI195M/s
E164D 

ausente 
sim-
sim 

18 R 75 ND ND ND ND 
sim-
sim 

19 R 1,130 A (adw2) 
rtL180M and 

rtM204V 
sI195M ND 

sim-
sim 

20 R >38,000 A (adw2) ND ND ND 
sim-
sim 

21 R 164 A (adw2) 
rtL180M and 

rtM204V 
sI195M ND 

sim-
sim 

22 R 905 A (adw2) 
rtL80V, rtL180M 

and rtM204V 
I195M ausente 

sim-
sim 

ND-Genótipo não determinado             R-Reagente 
MNI-Mutação não identificada         NR-Não Reagente 
†  COBAS-AMPLICOR-VHB Quantitativo--UI/mL   
†† nested PCR 
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Tabela 6. Distribuição das variáveis relativas a uso de medicamentos entre 

pacientes co-infectados HIV-VHB segundo genotipagem do vírus da hepatite B 

variável 
genótipo (n=16) 

valor de p# A 
no(%) 

não A 
no(%) 

uso prévio de 
lamivudina     0,19 

não - 1 (33,3)   
sim 13 (100) 2 (66,7)   

uso atual de 
lamivudina*     0,08 

não 1 (8,3) 2 (66,7)   
sim 11 (91,7) 1 (33,3)   

uso de lamivudina 
  12 meses     0,19 

não - 1 (33,3)   
sim 13 (100) 2 (66,7)   

uso de tenofovir     >0,99 
não 5 (38,5) 1 (33,3)   
sim 8 (61,5) 2 (66,7)   

uso de tenofovir 
  12 meses     >0,99 

não 9 (69,2) 2 (66,7)   
sim 4 (36,4) 1 (33,3)   

uso de tenofovir 
  24 meses     0,19 

não 13 (100) 2 (66,7)   
sim - 1 (33,3)   

uso de entecavir     >0,99 
não 11 (84,6) 3 (100)   
sim 2 (15,4) -   

uso atual de entecavir     >0,99 
não 12 (92,3) 3 (100)   
sim 1 (7,7) -   

uso de IFN     >0,99 
não 12 (92,3) 3 (100)   
sim 1 (7,7) -   

uso atual de ARV     0,35 
não 1 (7,7) 1 (33,3)   
sim 12 (92,3) 2 (66,7)   

dados ignorados: (*)1       

#: teste exato de Fisher       
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Tabela 7. Distribuição das variáveis relativas a uso de medicamentos entre 

pacientes co-infectados HIV-VHB segundo presença ou ausência de mutação na 

região da polimerase do VHB 

variável 

mutação (n=16) 

valor de p# não 
no(%) 

sim 
no(%) 

uso prévio de 
lamivudina     0,38 

não 1 (16,7) -   
sim 5 (83,3) 10(100)   

uso atual de 
lamivudina*     0,04 

não 3 (50,0) -   
sim 3 (50,0) 9 (100)   

uso de lamivudina 
  12 meses     0,38 

não 1 (16,7) -   
sim 5 (83,3) 10(100)   

uso de tenofovir     0,61 
não 3 (50,0) 3 (30,0)   
sim 3 (50,0) 7 (70,0)   

uso de tenofovir 
  12 meses     0,59 

não 5 (83,3) 6 (60,0)   
sim 1 (16,7) 4 (40,0)   

uso de tenofovir 
  24 meses     >0,99 

não 6 (100) 9 (90,0)   
sim - 1 (10,0)   

uso de entecavir     0,50 
não 6 (100) 8 (80,0)   
sim - 2 (20,0)   

uso atual de entecavir     >0,99 
não 6 (100) 9 (90,0)   
sim - 1 (10,0)   

uso de IFN     >0,99 
não 6 (100) 9 (90,0)   
sim - 1 (10,0)   

uso atual de ARV     0,13 
não 2 (33,3) -   
sim 4 (66,7) 10 (100)   

dados ignorados: (*)1       

#: teste exato de Fisher       
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Figura 9. Árvore filogenética demonstrando a classificação dos genótipos do VHB 

nas amostras caracterizadas neste trabalho. A topologia foi obtida com 33 

seqüências parciais dos genes S e Polimerase do VHB (17 de diferentes genótipos 

obtidas no “GenBank” que são apresentadas com o número de acesso seguido pelo 

país de origem e 16 caracterizadas neste estudo que estão destacadas com um 

triângulo). A análise foi realizada utilizando o programa MEGA4 com o método 

“Neighbor-Joining” e o modelo de substituição de nucleotídeos Kimura 2 

parâmetros. Os valores em percentagem apresentados no ramos representam os 

valores de “bootstrap” obtidos com 1000 replicações. 
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Figura 10. Seqüência de aminoácidos de parte da seqüência genômica do  AgHBs 

de dois pacientes com genótipo G  

  

  

  



 

  

5  DISCUSSÃO  
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  O desenvolvimento de resistência aos medicamentos antivirais é um 

enorme desafio para o tratamento da hepatite B. Em nosso estudo, a 

presença de mutações no genoma do VHB associadas à resistência ao uso 

da lamivudina foi freqüente. Observamos essas mutações entre 10 dos 22 

pacientes com viremia detectável. Entre estes, todos estavam usando 

lamivudina e sete estavam usando tenofovir. A duração de utilização de 

tenofovir variou de 1 a 34 meses, enquanto a utilização da lamivudina variou 

de 6 a 96 meses.  

Tenofovir e lamivudina são medicamentos extremamente eficientes 

na redução da viremia do VHB em pacientes mono-infectados pelo VHB 

(Marcelin et al., 2008) e em pacientes co-infectados pelo HIV 

(Matthews et al., 2008). No entanto, em pacientes com antecedente de uso 

prévio de lamivudina, o uso de tenofovir pode eventualmente levar a uma 

menor velocidade na queda da viremia do VHB. Em alguns casos, a 

negatividade de viremia nesses pacientes pode ocorrer tardiamente, depois 

de até 24 meses de tratamento contínuo com ambos os medicamentos 

(Lada et al., 2008; Tuma et al., 2008; Lacombe et al., 2009). Este fato 

provavelmente explica a presença de viremia do VHB detectável em 

pacientes em uso de lamivudina e tenofovir observada em nossa 

casuística, pois todos os pacientes em uso de tenofovir tinham antecedente 

de uso prévio e prolongado da lamivudina, em monoterapia.  
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Outra explicação para a presença de viremia do VHB nesta população 

é possível não-adesão à medicação prescrita. A análise dos dados desses 

pacientes mostrou que cinco entre os 59 pacientes incluídos relatavam 

falhas eventuais no uso da medicação antiretroviral. 

Considerando-se as mutações observadas na região da transcriptase 

reversa do gene da polimerase, a mutação rtM204V foi observada em nove 

pacientes enquanto que a mutação rtM204I foi observada em apenas um 

paciente. O único paciente que apresentou a mutação rtM204I também 

apresentou a mutação rtL180M e a mutação sW196L na região do envelope. 

Em relação às mutações observadas na região da transcriptase reversa 

do gene da polimerase, foram identificados três padrões: rtL180M + rtM204V 

(1 paciente), rtL180M + rtT184S/L + rtM204V (3 pacientes), rtL80V + rtL180M + 

rtM204V (3 pacientes) e rtV173L + rtL180M + rtM204V (2 pacientes). 

Sabe-se que o padrão de mutação rtV173L +  rtL180M + rtM204V, 

visto em dois de nossos pacientes, pode  estar associado à presença das  

mutações sI195M e sE164D, na região codificadora do AgHBs (Torresi, 2002). 

Cepas de VHB que apresentam essas mutações na região do envelope 

podem apresentar uma capacidade reduzida de ligação ao anti-HBs in vitro. 

Esta é uma característica semelhante à observada na cepa de VHB 

associada a escape vacinal e que apresenta a mutação sG145R.  

Foi também interessante observar em nosso estudo que os dois 

pacientes com a tripla combinação de mutações no gene da polimerase: 

rtV173L +  rtL180M + rtM204V também apresentaram as mutações sE164D 

e sI195M na região do envelope do VHB.  
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Na verdade, não sabemos ao certo se as cepas de VHB que 

apresentam essas mutações e antigenicidade diminuída de anti-HBs poderiam 

realmente neutralizar a ação dos anticorpos anti-HBs e causar infecção em 

indivíduos previamente vacinados para VHB (Matthews et al., 2006; 

Torresi, 2002).  

Diferentes estudos, em diferentes regiões do mundo, têm avaliado a 

presença e a importância clínica destas mutações em populações de pacientes 

co-infectados HIV-VHB (Matthews et al., 2006; Soriano et al., 2008). No Brasil 

até o momento, poucos estudos avaliaram esta questão (Santos et al., 2004; 

Sucupira et al., 2006; Bottecchia et al., 2008; Mendes-Correa et al., 2008). 

Caso a presença dessas mutações esteja de fato associada a um 

comportamento de “escape vacinal”, elas poderiam representar um enorme 

desafio e ameaça à saúde pública. Na verdade, são necessários estudos em 

larga escala avaliando a presença dessas mutações e sua capacidade de 

disseminação na população. Essa avaliação seria especialmente importante 

nas populações de maior risco de exposição ou de maior risco de 

complicações, como o grupo dos pacientes com imunossupressão, entre eles 

os infectados pelo HIV.  

Também observamos em nossa casuística quatro pacientes que 

apresentavam mutações na região pré-core e/ou promotora do core. 

Dois  pacientes apresentaram as mutações A1762T e G1764A e dois 

pacientes apresentaram somente a mutação G1764A. Somente um paciente 

apresentou a mutação G1896A na região pré-core. Esse padrão de mutação 

nas regiões do pré-core e/ou promotora do core, são normalmente 
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observadas em pacientes não reagentes para AgHBe. No entanto, todos 

esses pacientes eram AgHBe reagentes. Uma possível explicação para esse 

fato talvez fosse a presença concomitante de diferentes populações de vírus 

nesses pacientes, onde menores populações virais, que não apresentavam 

essas mutações, pudessem manter a reatividade para AgHBe nas amostras 

analisadas.  

Em nossa casuística observamos que, a maioria dos pacientes com 

viremia detectável para DNA-VHB (86.4%) era reagente para AgHBe. 

A maioria deles era do sexo masculino, relatando manter múltiplas relações 

sexuais, com parceiros do mesmo sexo e habitualmente sem proteção. 

Nossos dados também mostraram associação entre a reatividade 

para AgHBe e viremia detectável por VHB acima de 20.000 UI / mL (p <0,001). 

Essa associação já era conhecida em pacientes  mono-infectados pelo VHB 

(Lok e McMahon 2009). Poucos autores avaliaram essa questão entre os 

pacientes co-infectados pelo HIV (Soriano et al., 2008 Matthews et al., 2009). 

Esse achado tem significativa importância clínica, principalmente em locais 

onde a determinação da carga viral para VHB não seja disponível.  

Fomos capazes de determinar os genótipos em 16 dos pacientes com 

viremia detectável para VHB. Entre estes, 12 apresentavam o genótipo A 

(75%). Também identificamos dois casos de genótipo G (13%), um caso de 

genótipo D e um caso de genótipo F.  

Em relação aos genótipos identificados, é importante ressaltar que o 

predomínio do genótipo A nessa população devem ser analisado com 

cautela. Na realidade, não sabemos os genótipos da maioria dos pacientes, 
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pois apenas 22 apresentaram viremia detectável, entre os 59 pacientes 

analisados. Mesmo assim, só foi possível analisar o genótipo em 16 

pacientes. Podemos concluir apenas que entre os pacientes com viremia 

detectável, o genótipo A foi predominante. É possível que outros genótipos 

predominem entre os pacientes com os genótipos não-identificados.   

No Brasil, a presença do genótipo G tem sido raramente descrita 

(Bottecchia et al., 2008; Mendes-Correa et al., 2008; Lobato et al., 2006). 

Bottechia et al. identificaram este genótipo em um paciente mono-infectado 

pelo VHB e em dois pacientes co-infectados pelo HIV. Nosso estudo é o 

segundo a identificá-lo entre os pacientes co-infectados no Brasil. A presença 

de VHB-G tem sido associado por alguns autores, com o antecedente de 

relacionamento sexual entre homens (homens que fazem sexo com homens) 

(Sanchez et al., 2007). Os dois pacientes em nosso estudo portadores deste 

genótipo eram do sexo masculino e relatavam praticar sexo com outros 

homens. Este achado pode reforçar a hipótese de que a transmissão do 

VHB-G possa estar associada com este comportamento sexual. 

Estudos adicionais, com amostras populacionais maiores, são necessários 

para comprovar esse tipo de associação. 

O genótipo G tem sido associado com a presença de dois códons de 

parada de tradução na região pré-core do VHB, que parecem impedir a 

síntese do AgHBe (Kato et al., 2002). Em nossa amostra, os dois pacientes 

com este genótipo eram reagentes para AgHBe. Uma possível explicação 

para esse fato é que esses pacientes apresentam infecção por mais de uma 

cepa viral. Essa hipótese parece reforçada pelo fato de que os resultados 
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observados no seqüenciamento dessas amostras sugerem co-infecção com 

genótipo A. Outra explicação alternativa é a presença de infecção com um 

vírus recombinante entre os genótipos A e G nos dois pacientes identificados 

inicialmente apenas como infectados pelo genótipo G (pacientes 6 e 14). 

No caso do paciente 6, o seqüenciamento de S/P sugeria genótipo G na 

árvore filogenética, mas o seqüenciamento das regiões BCP/pré core/core 

era característico de genótipo A e não revelava qualquer característica de 

genótipo G. 

No caso do paciente de número 14, observamos a presença de dois 

picos em algumas posições no cromatograma, o que significa que dois 

nucleotídeos diferentes foram identificados. Neste paciente, essas 

ambigüidades fortemente sugerem a presença de co-infecção pelos 

genótipos A e G, mas para esclarecer definitivamente este fato é necessária 

a clonagem de produtos de PCR e seu posterior seqüenciamento visando à 

observação de seqüências de alta qualidade representando os diferentes 

genótipos nos diferentes clones. Outras opções para resolver esta questão 

são o seqüenciamento de produtos de PCR obtidos por diluição terminal ou 

a realização de PCR específico para cada um dos genótipos do VHB. 

No entanto, nosso estudo apresenta algumas limitações. Em primeiro 

lugar, este foi um estudo transversal, que não permitiu uma análise 

seqüencial das amostras e a demonstração da emergência evolutiva de 

mutações. Em segundo lugar, não foi possível avaliar a presença dessas 

mutações, mesmo antes do uso da terapia antiviral. Também não 

conseguimos observar nenhuma associação significativa entre os genótipos 
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ou mutações observadas e as variáveis clínicas analisadas. Este fato é 

provavelmente devido ao pequeno número de pacientes estudados. 

É possível que se tivéssemos incluídos um maior número de pacientes, 

pudéssemos ter observado alguma associação mais significativa. 

Em resumo, entre os pacientes co-infectados com HIV e VHB foi 

observada uma alta prevalência de mutações associadas à resistência à 

lamivudina.  

Observamos também uma associação entre a presença de AgHBe e 

a presença de carga viral elevada para VHB. O genótipo G, raramente 

descritos em nosso meio, também foi observado em nosso estudo.  

 

 



 

  

6  CONCLUSÕES 
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1 -  Entre os pacientes co-infectados pelo HIV-VHB incluídos em nosso 

estudo e em uso de terapia antiretroviral, houve uma alta prevalência 

de mutações associadas à resistência à lamivudina  

  

2 -  O genótipo G, raramente descrito em nosso meio, foi observado no 

grupo de pacientes analisado.  

 

 



 

 

7  ANEXOS 
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7.1  ANEXO A 

  

  

HOSPITAL DAS CLINICAS 

  

DA 

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

  

  

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO PACIENTE OU RESPONSÁVEL 

LEGAL 

1. NOME DO PACIENTE: 

DOC. DE IDENTIDADE No    SEXO:  DATA NASC: 

ENDEREÇO      No.  APTO 

BAIRRO      CIDADE: 

CEP:       TELEFONE: 

  

2. RESPONSÁVEL LEGAL: 

NATUREZA: (grau de parentesco, tutor, curador etc.) 

DOC. DE IDENTIDADE:    SEXO: DATA NASC: 

ENDEREÇO      No.  APTO 

BAIRRO      CIDADE: 

CEP:       TELEFONE: 
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II - DADOS SOBRE A PESQUISA CLINICA 

  

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA  

Estudo da distribuição genotípica e de mutações no genoma do vírus da hepatite B 

em pacientes co-infectados pelos vírus da hepatite B e HIV, na Casa da AIDS, do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo.  

  

2. PESQUISADOR: Dra. Maria Cássia Jacintho Mendes Corrêa 

CARGO/FUNÇÃO: Médico Assistente 

INSC. CONS. REGIONAL No 52275 

UNIDADE DO HCFMUSP: Divisão Clínica de Moléstias Infecciosas e Parasitárias - 

Casa da AIDS 

  

3. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA: 

(probabilidade de que o indivíduo sofra algum dano como conseqüência imediata 

ou tardia do estudo) 

SEM RISCO: RISCO MÍNIMO: X RISCO MÉDIO: RISCO MAIOR: 

  

  

4. DURAÇÃO DA PESQUISA: Seis meses para coleta dos dados 

  

III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PACIENTE 

OU SEU REPRESENTANTE LEGAL 

  

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa 

Estudar a freqüência dos diferentes “tipos” de vírus da hepatite B em pacientes que 

tenham as duas infecções: hepatite B e HIV. Estudar a relação que existe entre 

esses tipos de vírus e a gravidade da doença no fígado causada por eles. Estudar 

se existe resistência desse vírus a um tipo de medicamento utilizado para tratar a 

hepatite B. 

  

2. Procedimentos 

Para poder participar deste estudo, você precisa ser um adulto portador de hepatite 

crônica B e do vírus da imunodeficiência humana (HIV), e preencher todas as 

características exigidas pelo protocolo. O seu médico irá avaliar se você tem essas 
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características, e após a explicação de todos os procedimentos, você poderá 

decidir se quer ou não participar.  

 Caso você deseje participar do estudo, uma amostra de seu sangue será coletada 

para que alguns exames relativos à sua infecção pelo vírus da hepatite B sejam 

realizados. 

Esses exames são a genotipagem e quantificação do seu VHB. Isso significa que 

será realizada uma contagem da quantidade de vírus da hepatite B e também se 

procurará conhecer o tipo de vírus B que você carrega. 

Será também realizado exame para se tentar verificar, se o vírus da hepatite B que 

você tem, apresenta mutações que determinam resistência a um dos 

medicamentos usados para o tratamento da hepatite B. 

Esses exames não são realizados de forma rotineira no tratamento de pessoas com 

seu problema. Em alguns lugares do mundo esses exames já são realizados para 

todos os pacientes, pois eles podem fornecer  informações que podem ajudar no 

seu atendimento e na escolha de medicamentos para sua hepatite B. 

Os riscos envolvidos na coleta de sangue são: hematoma no local da punção e dor. 

Sua participação no estudo é voluntária. 

Caso você não deseje participar do estudo, não haverá qualquer modificação no 

seu atendimento médico na Casa da AIDS. 

  

3. Benefícios  

As informações obtidas através desse estudo podem ser  importantes para o seu 

atendimento médico e também você poderá estar ajudando futuros pacientes pela 

possibilidade de proporcionar informações importantes para o seguimento e 

tratamento da hepatite B crônica em pacientes co-infectados com o HIV. 

  

4. Desconforto e Riscos 

  

Coleta de Sangue: a coleta de sangue é levemente dolorosa e pode causar 

hematomas e, muito raramente, desmaio, coágulos sangüíneos ou uma infecção no 

local da injeção 

  

5. Alternativas. 

Não há nenhum outro meio de obtermos as informações para o seu seguimento ou 

tratamento além das medidas que esse estudo propõe.  
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IV - ESCLARECIMENTOS DADOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA 

PESQUISA: 

1.  Você terá garantia, a qualquer tempo, que receberá as  informações sobre 

procedimentos, riscos e benefícios relacionados à pesquisa, inclusive para 

esclarecimentos de qualquer dúvida. 

2.  Sua participação neste estudo é completamente voluntária. Você pode recusar a 

participar do estudo ou poderá descontinuar sua participação do mesmo, a 

qualquer momento, sem qualquer penalidade ou perda dos benefícios aos quais 

de outra forma faria jus. A Dra. Maria Cássia Corrêa irá prontamente aconselhá-

lo sobre as opções alternativas de seguimento  que sejam consideradas 

apropriadas e o melhor meio de interromper sua participação. Sua participação 

neste estudo será mantida em caráter confidencial e seu nome não será 

revelado a ninguém que não seja do estudo. Entretanto, autoridades 

governamentais nacionais responsáveis pela segurança e conduta ética dos 

estudos com seres humanos. poderão revisar os registros do estudo, e os 

registros poderão ser submetidos à divulgação decorrente de outras ordens ou 

requisitos governamentais. Caso os resultados deste estudo sejam publicados 

na literatura médica, você não será identificado nominalmente, sendo sua 

confidencialidade garantida em todas as ocasiões. O comitê de ética  poderá ter  

acesso direto ao seu prontuário médico para verificação dos procedimentos de 

finalização de sua participação no estudo possam ser iniciados..  

3.  Você compreende que a Dra. Maria Cássia Corrêa tem o direito de interromper 

sua participação neste estudo, caso você  não siga as instruções do mesmo, ou 

se considerar que esta interrupção seria de maior benefício para você. Caso seja 

descoberta qualquer nova informação significante sobre sua doença enquanto 

este  estudo estiver sendo desenvolvido, você será imediatamente informado e 

poderá decidir continuar ou interromper sua participação. 

  Caso você venha apresentar indicação de internação hospitalar, durante o período 

de estudo, ela será feita preferencialmente no Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da USP, enfermaria de Moléstias Infecciosas e Parasitárias. 
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V. INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS 

RESPONSÁVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA 

CONTATO EM CASO DE INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES 

ADVERSAS. 

Você será incentivado a fazer perguntas, em qualquer ocasião durante o estudo. 

Caso você tenha perguntas sobre o estudo ou sobre seus direitos como paciente, 

por entre em contato com a Dra. Maria Cássia Jacintho M. Corrêa, ou Dra. Maria 

Cristina Guastini ou Dra. Maria Luiza Paes Brussi no telefone (11) 3120-5290. 

  

VI OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 

NENHUMA 

  

VII CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO: 

Eu li este Termo de Consentimento Livre e esclarecido e tive a oportunidade de 

discuti-lo com um dos membros da pesquisa. Todas as minhas perguntas foram 

respondidas. Eu fui informado sobre os riscos e benefícios e concordo de livre e 

espontânea vontade em participar deste estudo. 

Eu entendo que posso sair do estudo a qualquer momento e que isso não afetará 

meu tratamento futuro. 

  

São Paulo,  de   de  

Data _____/_____/_____    

  

  

__________________________________________________ 

Assinatura do paciente ou seu representante legal 

  

Data _____/_____/_____  

 

__________________________________________________ 

Assinatura do Investigador que obteve o Consentimento, sob carimbo 

 

Data _____/_____/_____   
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7.2  ANEXO B 

  

  

Data da entrevista: __/__/__ 

  

Nome:  ______________________________ R.G.  HC-FMUSP:_________ 

Sexo           1-Masculino       2-Feminino 

Data de Nascimento:  ____/____/____      Idade:  anos 

  

Cor:   

1-Branca             2-Negra               3-Amarela 

  

1-O (a) Sr.(a)  já recebeu transfusão de sangue ou derivados (plasma, 

imunoglobulina, plaquetas, etc) ?  

1.  sim 2. não  3. não sabe 

  

2-O (a) Sr.(a)  já precisou fazer diálise?  

1.  sim 2. não   

  

3-O (a) Sr.(a)   já fez   acupuntura?  

 1. sim 2.não 

  

4-O (a) Sr.(a)    já fez tatuagem ?  

1. sim  2.não    

         

5-O (a) Sr.(a) tem piercing?  

1. sim  2.não          

  

6-O (a) Sr.(a) já manipulou ou teve contato com sangue humano ? 

1. sim  2.não      
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7-O (a) Sr. (a) já usou drogas ilícitas?  

1. Sim        2. Não         Se não passe para o ítem  9 

Quais os tipos de drogas  o (a) Sr. (a) já usou?  

1- Maconha        1. Sim        2. Não 

2-Inalatória          1. Sim        2. Não 

3-Crack       1. Sim        2. Não 

4-Injetável    1. Sim        2. Não 

Outras............................         

   

8-O(a) Sr. (a) usa/usou drogas em grupo, compartilhou seringas ou 

“canudos”?  

1. Sim        2. Não    3. Não se aplica  

  

9-O (a)   Sr. (a) já teve relacionamento sexual:        

 1.Sim           2.Não 

  

10-Em relação aos seus hábitos sexuais como  o(a) Sr.(a) se considera:  

1.  Heterossexual     2.Homossexual        3.Bissexual 

  

11-O(a) Sr. (a) já teve algum parceiro sexual infectado pelo HIV?  

1. Sim        2. Não              3. Não Sabe 

  

12-O (a )  Sr.(a) já teve relacionamento homossexual?  

1. Sim          2. Não                             
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Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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