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RESUMO

INTRODUGCAO: A hepatite B (VHB) é uma infeccéo dinamica cronica, que apesar de
existir programas de imunizacdo e tratamento antiviral disponivel, existe o risco de
emergéncia de mutacdes de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos (AN) que
devem ser rastreadas, devido as suas implicacdes clinicas. O Brasil disponibiliza
pelo SUS cinco drogas para o tratamento antiviral: IFN, LAM, ADF, ETV e TDF e um
guia de conduta clinica para orientar o tratamento no territério nacional, o Protocolo
de Diretrizes Terapéuticas para Hepatite B e co-infeccbes. OBJETIVO: O objetivo do
presente estudo foi avaliar as mutacfes de resisténcia aos AN, mutacfes de escape
vacinal e gendtipos circulantes em pacientes com hepatite B crénica em dois centros
de referencia em Hepatites, na Bahia (regido Nordeste) e no Acre (regido Norte) do
Brasil. MATERIAL E METODOS: Foi utilizadas ferramentas de biologia molecular e
bioinforméatica, através de nested PCR e sequenciamento direto das amostras, para
rastrear as mutacoes de resisténcia, a regiao alvo foi a transcriptase reversa (RT) do
gene P e as mutacOes de escape vacinal foi a regido do gene S do VHB, como
também os genotipos e subgenotipos do VHB. RESULTADOS: Foram incluidos 527
pacientes durante o periodo de 2011-2015, sendo 320 pacientes do HUPES/BA e
207 do FUNDHACRE/AC. Os pacientes que representam a regido Nordeste foram
59,3 % do sexo masculino e uma média de idade de 44,75+12,4 DP, os pacientes da
regido Norte 42% foram do sexo masculino e a média de idade foi de 40,36+13,9
DP. Todos os pacientes incluidos apresentaram AgHBs persistente por mais de seis
meses e 86,1% apresentaram AgHBe negativo. Foram sequenciadas 296 amostras
dos pacientes com VHB crénica. Foram encontradas mutacdes de resisténcia aos
AN na Regido Norte 1,2% (2), Regidao Nordeste 7,4%(8) e no global 3,8%(20). Os
padrées de mutacdes de resisténcia primaria encontrados foram: rtA194T, (3)
rtL180M+M204V, rtL180M+M204I, rtS202l, rtM2041, rtA181S, rtA181E e rtA184S.
Em relacdo ao escape vacinal a frequencia para a Regiao Norte foi de 7,1% (11),
Regido Nordeste 8,4% (9) e no global 7,6% (20). Nos pacientes virgens de
tratamento (n=189), a frequéncia de mutacdes de resisténcia foi de 6%, somente nas
amostras da regido Nordeste. Ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre o0 grupo com ou sem mutacao dos pacientes virgens de tratamento. Nao foram
encontradas mutacdes de resisténcia nas amostras da regido Norte. Os genotipos
circulantes nas duas regides foram A, D e F, e a regidao Nordeste foi encontrada o
gendtipo C (C2). CONCLUSAO: Os resultados demonstram a importancia de
rastrear e monitorar as mutacdes de resisténcia aos AN e de escape vacinal devido
a importancia epidemiologica e clinica na conduta terapéutica.

Palavras-chave: VHB, Virus da Hepatite B, Mutacdes de Resisténcia, Escape
Vacinal, Analogos de Nucleos(T)ldeos



PACHECO, Sidelcina Rugieri. Evaluation of treatment resistance mutations with
analogues nucleos(t)ide and vaccine escape the hepatitis B virus (HBV ) in patients
with chronic hepatitis.150 f.il. Thesis (PhD em Biotechnology in Health and
Investigative Medicine) - Fundagédo Oswaldo Cruz, Gongalo Muniz Research Center,
Salvador, 2016.

ABSTRACT

INTRODUTION: Hepatitis B virus (HBV) is a chronic dynamic infection, which
although there immunization programs and antiviral therapy available, there is a risk
of emergence of resistance mutations cores analogs (t) ide to be screened, because
of their implications clinics. The Brazil offers the SUS five drugs for antiviral
treatment: IFN, LAM, ADF, ETV and TDF and clinical guide of conduct to guide
treatment in the country, the Therapeutic Guidelines Protocol for Hepatitis B and co-
infections. AIM: The aim of this study was to evaluate the resistance mutations core
analogues (t) ide, vaccine escape mutations and circulating genotypes in patients
with chronic hepatitis B in two reference centers in Hepatitis, Bahia (Northeast) and
Acre (Northern region) of Brazil. MATERIAL AND METHODS: Was used tools of
molecular biology and bioinformatics by nested PCR and direct sequencing of
samples to track resistance changes, the target region is the reverse transcriptase
(RT) P gene and vaccine escape mutations was region of the gene S of HBV, as well
as the HBV genotypes and subgenotipos. RESULTS: 527 patients were included
during the period 2011-2015, with 320 patients HUPES / BA and 207 FUNDHACRE /
AC. Patients representing the Northeast were 59.3% male and an average age of
44.75 + 12.4 PD patients in the northern region 42% were male and the average age
was 40, 36 + 13.9 DP. All patients had persistent HBsAg for more than six months
and 86.1% were HBeAg negative. We were sequenced 296 samples from patients
with chronic HBV. the cores of similar resistance mutations were found (t) ide in the
North 1.2% (2), Northeast 7.4% (8) and 3.8% overall (20). The patterns of primary
resistance mutations were: rtA194T (3) rtL180M + M204V, M2041 + rtL180M, rtS202I,
rtM2041, rtA181S, and rtA181E rtA184S. Regarding vaccine escape the frequency for
the Northern Region was 7.1% (11), Northeast 8.4% (9) and the global 7.6% (20). In
treatment-naive patients (n = 189), the frequency of resistance mutations was 6%,
only the samples in the Northeast. There was no statistically significant difference
between the groups with or without mutation of naive patients. There were no
resistance mutations in samples from the North. Circulating genotypes in the two
regions A, D and F, and the Northeast found the C genotype (C2). CONCLUSION:
The results demonstrate the importance of tracking and monitoring the resistance
mutations similar cores (t) ide and vaccine escape due to epidemiological and clinical
importance in the therapeutic approach.

Key words: HBV, Hepatitis B Virus, Resistance Mutations, Vaccine Escape
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1 INTRODUCAO

O Grupo de Pesquisa em Virologia Molecular do Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz-CPqGM-FIOCRUZ/BA possui equipe multidisciplinar que desenvolve
pesquisas ha mais de 15 anos com hepatites B e C, atuando na prestacdo de
servicos para a populacdo através de diagnostico e genotipagem desses virus.
Durante esse periodo foi estabelecido parcerias com a UFBA, LACEN, HEMOBA,
FUNDHACRE, com outros grupos de pesquisa regionais, nacionais e internacionais,
produzindo trabalhos para a comunidade cientifica. Dentre essas parcerias,
podemos destacar o Hospital Universitario Professor Edgar Santos HUPES-UFBA,
que conta com o Ambulatério Professor Francisco de Magalhdes-Neto,
especializado nas hepatites virais, e uma equipe de pesquisadores e meédicos
reconhecidos no cenério nacional como centro de referencia ao atendimento dos
pacientes com hepatites B e C.

Esta tese de doutorado foi apresentada ao curso de P6s Graduacdo em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa do CPqGM e visa atender a regiao
Norte e Nordeste, através da avaliacdo da resisténcia ao tratamento aos AN,
mutacBes de escape vacinal e genotipagem, realizando um trabalho cientifico
pioneiro, que envolve aspectos clinico-laboratoriais e com um impacto relevante no
desenvolvimento cientifico, formacéo e transferéncia de recursos humanos voltados
para a analise de mutacdes virais e suas implicacbes a para o tratamento da
hepatite B crdnica, tendo como publico alvo, os pacientes assistidos pelo Sistema
Unico de Saude (SUS), sob tratamento e virgens de tratamento acompanhados no
HUPES-UFBA (Salvador-BA) e FUNDHACRE (Rio Branco-AC).

Nos ultimos vinte anos, o tratamento da hepatite B crbnica vem sofrendo
avancos significativos desde o emprego do interferon alfa (IFN-alfa), que possibilitou
alterar a historia natural da doenca, até a gradual incorporacdo dos analogos de
nacleos(t)ideo (AN). O uso de IFN-alfa € limitado pelo alto custo, critérios de
exclusdo e pelos seus eventos adversos, que ndo ocorrem com 0 uso dos AN,
Entretanto, a administracdo dos AN por tempo prolongado, como por exemplo, a
Lamivudina (LAM), que foi utilizada em monoterapia por quase uma década, produz

a emergéncia de cepas resistentes a droga (mutantes YMDD), que ocorre em até
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32% dos pacientes AgHBe positivos, ap6s um ano de tratamento, podendo atingir
70% dos pacientes ap0s quatro ou cinco anos de tratamento.

O advento das mutacdes de resisténcia aos AN costuma agravar o quadro
clinico de hepatite B cronica, trazendo de volta o risco das complicacdes hepaticas
e, por vezes, produzindo periodos de reativacdo necro-inflamatoria hepatica
(“flares”, rebote virolégico com reaparecimento do VHB DNA (“virological
breakthrough”), devido a resisténcia genotipica.

Diante deste contexto e com o intuito de beneficiar os pacientes com hepatite
B crbénica € de grande importancia a genotipagem do VHB, o acompanhamento do
tratamento antiviral e o levantamento das mutacdes que favorecem a resisténcia ao
tratamento e o escape vacinal: para o paciente, que recebe um tratamento de dificil
aderéncia pela necessidade por um tempo prolongado, para o médico e o Sistema
de Saude (SUS), que passam a ter um parametro técnico para avaliar os Protocolos
e Diretrizes Terapeuticas, na decisdo por um tratamento mais eficiente, com
Resposta Virologica Sustentada (RVS) e com menos 6nus ao sistema de saude e

aos cofres publicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO VHB

O virus da hepatite B (VHB) é considerado um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, sendo responsavel por altos indices de morbimortalidade,
podendo evoluir para formas graves como descompensacdo hepéatica, cirrose e
carcinoma hepatocelular (CHC) (Chen et al., 2006). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) considerou recentemente, a hepatite B crénica como pandemia, e
elevou a infec¢do por VHB como uma das suas prioridades (Trepo et al., 2014)

Apesar de existir vacina segura e eficaz para o VHB ha mais de 30 anos,
estima-se que 2 bilhdes de pessoas ja tenham evidéncia soroldgica de infeccao pelo
VHB, aproximadamente 400 milhdes de pessoas estdo infectadas cronicamente e
aproximadamente 800.000 morrem a cada ano em consequéncia da hepatite B
aguda ou crénica (Kane, 1995; Who, 2008).

A transmissdo do VHB pode se dar por diferentes vias, tais como: sexual,
vertical, horizontal e parenteral. A via de transmissdo esta diretamente associada
com o padrao de endemicidade da infeccéo (Ott et al., 2012). O VHB apresenta uma
taxa de infectividade de 50 a 100 vezes maior do que a do HIV I/, e a
susceptibilidade a infec¢cdo sdo globais, sendo que, a imunidade para o VHB pode
ocorrer por meio de infecgédo passada ou vacinacgao (Who, 2010)

O VHB apresenta ampla distribuicdo geografica com prevaléncia global com
diferentes niveis de endemicidade nas varias regides do mundo, sendo classificada
em trés regides endémicas distintas: baixa até 2%, intermediaria 2% a 7% e alta,
com mais de 7%. A classificacdo foi baseada nos resultados dos estudos
epidemioldgicos de prevaléncia sorologica do antigeno de superficie (AgHBSs), que
tanto € um marcador soroldgico de contato como de infec¢do crénica, quando
presente por mais de 6 meses; e/ou marcador de infecgdo pregressa resolvida (anti-
HBc) em uma determinada populacdo. As areas consideradas endémicas sao o
Sudeste Asiatico, a Africa Central, a regido do pacifico Sul e algumas popula¢des
indigenas do norte do Alaska e norte do Canada (Fay, 1990; Silveira et al., 1999;
Merrill e Hunter, 2011).(Figura 1)
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Figura 1. Estimativa da soroprevaléncia do VHB no mundo (CDC, 2012).

O Brasil foi considerado recentemente como uma area de baixa
endemicidade, com prevaléncia do AgHBs menor que 1%. Estes dados foram
resultados do Inquérito Nacional nas Capitais realizado pelo Ministério da Saude
para avaliar a prevaléncia das hepatites virais (Ministério Da Saude, 2011). Devido
ao Brasil ser um pais continental, a infec¢do pelo VHB costuma ser dinamica, uma
vez que sua prevaléncia e incidéncia sofre influéncia dos habitos de vida, relacdes
culturais, condigcbes socioecondmicas, distribuicdo geogréfica, movimentos
migratorios e grau de exposicdo ao risco, por todas essas questdes listadas que
dificultam estabelecer uma realidade da endemicidade, ainda existem poucos
estudos sobre hepatite B no territorio brasileiro muitas vezes restringido a grupos
populacionais especificos (Focaccia, 2007; Moreira et al., 2010; Scaraveli et al.,
2011).

Estudos epidemiolégicos realizados desde a década de 90 demonstraram
altas taxas de prevaléncia para os marcadores sorologicos para VHB, como 0s
estados do Acre, Amazonas e Rondodnia Espirito Santo e oeste de Santa Catarina
(Ferreira e Silveira, 1997; Silveira et al., 1999; Clemens et al., 2000; Ferreira, 2000;
Toledo et al., 2005). Ainda ha evidéncias de uma maior prevaléncia de VHB em
populacdes com menor complexidade urbana, na Amazodnia e em outros bolsdes

regionais do interior do Brasil (Tavares-Neto et al., 2004; Viana et al., 2005).
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No Brasil, a hepatite B é uma doenca de notificacdo compulsoria. As
notificagbes por regibes geograficas, entre 1999 e 2011 demonstraram que o
Sudeste concentra 36,6% dos casos, seguido do Sul, com 31,6%. Nesse periodo,
tanto o pais, quanto as regifes apresentaram crescimento das taxas de incidéncia
(nimero de casos a cada 100 mil habitantes por ano). No Brasil, a taxa passou de
0,3%, em 1999, para 6,9%, em 2010. A regido Sul registra os maiores indices desde
2002, seqguida da regido Norte. Em relacao a provavel fonte/mecanismo de infeccéo
atribuida ao final de investigacdo epidemiologica, em 2011, ainda ha um alto
percentual de ignorados ou deixados em branco (56,1%). No mesmo ano, dos casos
nos quais esse campo foi preenchido, a via sexual é a forma predominante de

transmissdo (52,7%) (fonte: http://www.aids.gov.br/pagina/hepatites-virais-em-

numeros).

2.2 HISTORIA NATURAL E ASPECTOS CLINICOS DO VHB

A infeccéo pelo VHB é um processo dinamico, envolve interacdes entre virus-
hospedeiro. A hepatite B pode se apresentar nas formas aguda crbénica ou
fulminante. Durante a infeccéo pelo VHB, a resposta imune do hospedeiro provoca
tanto dano hepatocelular, quanto a eliminacdo viral. O curso da historia natural da
infeccdo cronica do VHB apresenta cinco fases distintas: tolerancia imunoldgica,
resposta imunolégica AgHBe positiva, inativa, cronica AgHBe negativa, clareamento
do AgHBe, incluindo a infec¢do oculta (Easl e 2012).

Na fase de toler&ncia imunolodgica, observa-se elevada replicagdo viral,
representada pela positividade do AgHBe, pelos altos niveis de VHB-DNA, o0s niveis
de ALT/AST (aminotransferases) normais ou baixos e sem evidéncias de atividade
necroinflamatodria. Esta fase ocorre predominantemente na transmissao perinatal,
sobretudo recém-nascidos de maes AgHBe positivas e, ou nos primeiros anos de
vida. Considerada a fase mais contagiosa (EASL, 2012).

A fase de resposta imunolégica AgHBe positiva é caracterizada pelo inicio do
reconhecimento do virus pelo sistema imune do hospedeiro, apresentando aumento
e flutuacbes das aminotransferases e atividade necroinflamatoria hepatica de
moderada a grave. Embora menor do que na fase anterior, 0os niveis do VHB- DNA
permanecem elevados, e ainda ha evidéncias de les6es hepéaticas na bidpsia (Lok e
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Mcmahon, 2009). Esta fase pode durar semanas ou varios anos de tolerancia imune,
sendo mais freqlente em individuos infectados na idade adulta. Esta fase encerra
guando ocorre a soroconversao do anti-HBe (EASL, 2012).

O estado de portador inativo do VHB € caracterizado por baixos niveis de
replicacdo viral (niveis baixos ou indetectaveis de VHB- DNA no soro, normalizagédo
das aminotransferases e soroconversdo AgHBe/anti-HBe)(Hoofnagle et al., 2007;
Mcmahon, 2010). O estado de portador inativo apresenta baixo risco de evolucéo
para cirrose e carcinoma hepatocelular (EASL, 2012). Para caracterizar um portador
inativo, deve-se acompanha-lo por um ano, a cada 3-4 meses, através dos niveis de
aminotransferases, VHB-DNA. AgHBe negativa é encontrada em individuos que
soroconvertem para o anti-HBe durante a fase imune reativa, ou apdés anos ou
décadas do estado de portador inativo. Representa uma fase imune reativa tardia na
histéria natural da infec¢éo pelo VHB, sendo caracterizada por reativacéo periddica,
flutuagcdo nos niveis de VHB DNA e aminotransferases e hepatite ativa.

A fase AgHBe negativa, apresenta resposta imune tardia, apés anos ou
décadas como portador inativo. Apresentam mutacdes nas regibes Pré-Core e/ou
promotora basal do core, com risco elevado de progresséo para fibrose hepética,
cirrose e carcinoma hepatico (EASL, 2012).

Na fase AgHBs negativa, observa-se baixo nivel de replicacdo viral, com
VHB- DNA detectavel no figado. Geralmente, o VHB DNA nao é detectavel no soro,
mas o anti-HBc com ou sem anti-HBs séo detectaveis. Se a perda do AgHBs for
anterior ao surgimento da cirrose, 0 paciente tera um prognostico favoravel, risco
reduzido de evolugéo para cirrose, descompensacgao e carcinoma hepatocelular. Ao
contrario, se a cirrose jA se desenvolveu antes da perda do AgHBs
espontaneamente ou por tratamento, o risco de carcinoma hepatocelular se mantém,
e 0 paciente deve ser avaliado no minimo cada 6 meses (EASL, 2012).

Embora, alguns fatores podem modificar o curso da histéria natural,
contribuindo para a mudanca do status clinico da doenca e exacerbagcdo da
replicacdo viral. Dentre estes fatores que podem estar envolvidos dentro desse
cenario sdo as coinfec¢des virais, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
virus da hepatite C (VHC) e virus da hepatite delta (VHD). Fatores isolados como o
alcoolismo crénico, uso de drogas hepatotoxicas e imunossupressdo sdo condicdes
que podem alterar o curso clinico da doenca e/ ou exacerbar a replicacdo do VHB

(Ferreira, 2000). No entanto, evidéncias recentes sugerem que as fases ndo sdo tao
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distintas como se acreditava anteriormente, o que desafia as diretrizes de

tratamento.

2.3 O VIRUS DA HEPATITE B (VHB)

O VHB, também conhecido como particula de Dane, com aproximadamente
42 nanbmetros (nm) de diametro, pertence ao género Orthohepadnavirus da familia
Hepadnaviridae. Os membros dessa familia apresentam tropismo por hepatécitos e
possuem uma estrutura morfoldgica semelhante entre si.

O VHB apresenta externamente o envelope viral, constituido principalmente
pelo antigeno de superficie do virus da hepatite B (AgHBs), e internamente, o
nucleocapsideo ou core (Figura 2). Essa estrutura possui simetria icosaédrica,
sendo formada pelo antigeno do core (AgHBc) e pelo genoma viral (DNA), que se
encontra associado a enzima DNA polimerase/transcriptase reversa (Tiollais et al.,
1985; Befeler e Di Bisceglie, 2000).

Protei do lop édia (3)
- ' S + PreS2)
. Proteina do envelope longa ($)

(S ¢ PreS2 + PreS1)

TT—DNA

- Polymerase [P)

Figura 2. Estrutura do virion do VHB.
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2.4 MORFOLOGIA, ESTRUTURA GENOMICA DO VHB

O genoma do VHB é considerado um dos menores dentre 0os genomas de
virus que infectam o homem (Rapicetta et al., 2002). Apresenta uma molécula de
DNA circular de fita parcialmente dupla. A fita incompleta é de polaridade positiva. J&
a fita completa tem polaridade negativa, sendo complementar ao RNA mensageiro
viral. O genoma do VHB possui um comprimento de aproximadamente 3200 pares
de base (3,2 Kb) com quatro regides de leitura aberta (ORF, do inglés “Open
Reading Frame”) que se superpdem: Pré-S1/Pré-S2/S, Pré C/C, X e P. Estes genes
sdo responsaveis pela codificacdo das trés proteinas do envelope ou fita curta (S),
média (M), longa (L), que constituem os antigenos de superficie do VHB (AgHBS), a
proteina do core (AgHBc), proteina nuclear (AgHBe), proteina X e a polimerase viral
(P). A fita longa (fita L, de polaridade negativa) é completa e possui uma
redundancia terminal de 8 a 9 nucleotideos na sua extremidade 5’, na qual esta
ligada uma DNA polimerase pré-elaborada (Ganem, 2001; Kay e Zoulim, 2007). Por
sua vez, a fita curta (fita S, de polaridade positiva) € incompleta e possui um
oligoribonucleotideo ligado a sua extremidade 5’ (Delius et al., 1983; Ganem, 2001,
Rehermann e Nascimbeni, 2005; Kay e Zoulim, 2007). Enquanto a sua extremidade
5 é fixa, a sua extremidade 3’ é inconstante, de modo que confere a fita S um
tamanho variavel, possuindo no minimo até 50% do comprimento da fita mais longa
(Summers et al., 1975; Delius et al., 1983; Kay e Zoulim, 2007). Na extremidade &’
de ambas as fitas estdo presentes pequenos dominios repetitivos (cerca de 11
nucleotideos) denominados DR1 e DR2 (Ganem, 2001).

O ORF do gene P ocupa 80% de todo o genoma e codifica a enzima DNA
polimerase viral que possui A polimerase viral pode ser dividida em quatro regides,
representadas na Figura3: (i) dominio amino-terminal, que atua como proteina
terminal ou primase, sendo importante para o inicio da sintese da fita de DNA de
polaridade negativa, (ii) regido “espagadora”, que parece nao ter fungédo especifica,
(iif) dominio de transcriptase reversa, que contém sete motivos denominados de A a
G e (iv) dominio carboxi-terminal (ou C), que exibe atividade de RNAse H(Seeger e
Mason, 2000; Sablon e Shapiro, 2005). A polimerase viral possui 0 motivo YMDD
(Tirosina-Metionina-Aspartato- Aspartato), que € parte do sitio ativo do dominio C,
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presente também na transcriptase reversa (RT). O uso prolongado de AN pode
favorecer o surgimento de mutagdes de resisténcia do VHB no gene P (Lai et al.,
2003; Craxi et al., 2006).

835

Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do VHB.

2.5 REPLICACAO DO VHB

A replicacdo do VHB ainda néo esta totalmente esclarecida, mas os estudos
apontam que o virus liga-se a um receptor ainda desconhecido na célula hepética do
hospedeiro através das proteinas L, M e S. Ao penetrar na célula, o VHB perde o
envelope e o core e 0 DNA do VHB (VHB-DNA) é transportado até o ndcleo, onde é
convertido em uma molécula de DNA intermediario circular fechado covalentemente
(cccDNA, do inglés covalently closed circular DNA) pelo préprio sistema de reparo
da célula do hospedeiro. O cccDNA servird como molde para a transcricdo do RNAmM
pré-gendmico e RNAm para sintese das proteinas do core, superficie, polimerase e
X. O RNA pré-gendmico migra ao citoplasma e produz a fita negativa do DNA, pela
acao da transcricdo reversa viral, formando um complexo RNA/DNA. Entdo, a fita
negativa do DNA servira como molde para a sintese da fita positiva incompleta pela

acdo da polimerase viral. Por fim, o VHB-DNA ¢é envelopado para produzir novas
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particulas virais ou penetra hovamente no nucleo, para manter o ciclo de replicacédo
viral (Lok, 2001; Madigan, 2003).

Figura 4. Representacdo esquematica da replicagdo do VHB.

2.6 GENOTIPOS DO VHB

A analise filogenética das sequéncias gendmicas dos isolados em varias
regibes geograficas permitiu a caracterizacdo da diversidade do VHB definida em
até o presente momento em 10 gendtipos e 9 subtipos com base nas diferencas das
sequencias de nucleotideos do gene pré S/S ou do genoma completo. Utiliza-se
como padrdo que diferentes gendtipos devem apresentar uma divergéncia = 8% e
que a determinagdo dos sub-gendtipos de um mesmo gendtipo deve apresentar
divergéncia > 4% em sua sequéncia de nucleotideos (Okamoto H, 1988; Norder H,
1994; Stuyver L, 2000; Arauz-Ruiz P, 2002).

O gendtipo A é normalmente € identificado em individuos brancos e negros
encontrados no noroeste da Europa, América do Norte e regides da Africa; os
gendtipos B e C em individuos asiaticos do extremo leste, China e Japao; o D é
cosmopolita, mas prevalece em paises dos Balcas, Oriente Médio, podendo

entender-se até a india; o gendtipo E esta restrito a areas do oeste sub-Saara; o
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gendtipo F é predominante entre indios da América Central e do Sul; o genotipo G é

encontrado nos EUA e Franca; e o genotipo H foi recentemente encontrado na

Ameérica Central (Echevarri’A, 2006; Mitre, 2010). O genotipo | foi descrito no Vietna,

Laos e China e 0 genétipo J no Japao (Locarnini et al., 2013).

Os genotipos circulantes descritos para o Brasil sdo respectivamente o A, D e
F (Sitnik et al., 2004; Mello et al., 2007; De Oliveira et al., 2008). O gendtipo F é mais

frequente na populacéo indigena na regido Norte do pais (Viana et al., 2005; Santos

et al., 2010). O Brasil apresenta uma diferenca em relacdo aos paises da América

Latina, onde a sua grande maioria, 0 genétipo F € o mais frequente e importante

(Alvarado-Mora e Pinho, 2013).
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Figura 5. Distribuicdo dos genétipos do VHB em diferentes regides do mundo (a);
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2.7 TRATAMENTO ANTIVIRAL PARA VHB

Nas ultimas duas décadas, muitos avanc¢os tém sido alcangcados em relacao
ao tratamento para VHB, com reducdo das taxas de morbimortalidade. O objetivo do
tratamento com antivirais é alcancar a resposta virologica sustentada (RVS), com
supressdao da replicacdo do VHB-DNA e negativacdo da carga viral (VHB-DNA) apos
a suspensédo do tratamento, apresentando uma resposta bioquimica, normalizacéo
dos niveis de ALT/AST, melhora histologica hepatica e diminuicdo da progressao
dos danos hepaticos. Entretanto, a eficacia do tratamento antiviral, esta atrelada a
outros fatores que podem comprometer a RVS, como eventos adversos, baixa
aderéncia ao tratamento, tratamento prévio, mutacdes de resisténcia, indicacdo de
tratamento inadequado de acordo com o quadro clinico e variacdo genética do
individuo (Zoulim e Locarnini, 2009).

Entre as opgbes farmacoldgicas para o tratamento do VHB, duas estdo
disponiveis, os Interferons (IFN- a ou IFN-peguilado) e os AN. H& quase 20 anos o
Sistema Unico de Saude (SUS) tem oferecido tratamento para os pacientes com
VHB crénica, inicialmente com o IFN-a e a LAM e na atualidade cinco drogas estao
aprovadas pelo Ministério da Saude: IFN- a, Lamivudina (LAM), Adefovir (ADV),
Tenofovir (TDF) e Entecavir (ETV). Os AN tem a capacidade de interferir na
atividade da transcriptase reversa (RT) do gene da polimerase viral (P) (Tillmann,
2007; Brasil, 2011).

O IFN foi a primeira linha de tratamento utilizado no tratamento para VHB
podendo levar a resposta sustentada (perda do DNA-VHB e do AgHbe) em até um
terco dos casos tratados. O tratamento com IFN tem a vantagem de ser de curta
duracdo, ndo desenvolve resisténcia antiviral e entre as desvantagens esta
relacionada a administragao do Interferon a (IFN- a; de 5 MU a 10 UM trés vezes por
semana, via subcutanea, por, pelo menos, trés meses), e diversos eventos adversos
observados durante o tratamento.

Alguns AN tém demonstrado uma maior aceitacdo, seguranga, menos
contraindicacdes e efeitos colaterais quando comparados ao IFNs (Lok, 2001; De
Souza, 2002). Entretanto, RVS normalmente ndo € atingida apos o periodo de um
ano, levando a tratamentos mais longos ou mesmo com prazo indeterminado.

Apesar da eficicia na atividade antiviral, o uso prolongado dos AN, principalmente a
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LAM, tem demonstrado o potencial para o desenvolvimento de resisténcia do VHB
(Da Silva 2000; Thompson, 2006; Bottecchia, 2008; Haddad, 2010).

Muitas vezes, a resisténcia pode ser evidenciada pela persisténcia do AgHBe
ou pela elevacdo da carga viral durante o curso do tratamento, associadas a
mutagcbes do VHB-DNA, cabendo ao médico analisar os riscos e os beneficios do
tratamento (De Souza, 2002). Entretanto, a pesquisa de mutacdes do VHB-DNA é
preponderante para identificar mutantes resistentes. Quanto maior o tempo de
tratamento maior a probabilidade de surgir mutantes resistentes, apresentando um
coeficiente de incidéncia de 6%, 31% e 51% em 12, 24 e 48 meses respectivamente.
Estima-se que a resisténcia pode aparecer a partir do 9° més de tratamento
(Thompson, 2006). Entretanto, aproximadamente 25% dos pacientes que
continuaram o tratamento depois da deteccdo de mutantes resistentes podem obter
negativacédo do AgHBe (Liaw Yf, 2000).

A LAM foi o primeiro AN a ser aprovado para o uso na hepatite crénica pelo
VHB, em 1998. E um potente inibidor da replicacdo viral, com supressdo do VHB-
DNA em 60-70% diminuindo a taxa de fibrose e a incidéncia de CHC. Todavia,
apresenta entre os AN alta taxa de mutacéo de resisténcia.

O ADV tem eficacia comparavel a LAM, entretanto apresenta como vantagem
menor desenvolvimento de resisténcia. Foi aprovado no Brasil em 2004 para o
tratamento do VHB no SUS (Saude, 2006). No Protocolo de Diretrizes Terapéuticas
do Ministério da Saude, recomenda-se 0 uso como terapia de resgate
principalmente, associado com LAM, ETV ou TDF.

O ETV e o TDF sao a primeira linha de tratamento desde a aprovacéo e
incorporacdo no Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas desde 2009, por
demonstrar nos estudos clinicos, atividade em controlar a replicagdo do VHB, e
estdo associados com minimo risco de desenvolvimento de mutagdes de resisténcia
antiviral, devido a alta barreira genética, mesmo em tratamento longos, como no
caso séo os tratamentos por AN. Outras drogas, tais como emtricitabina e clevudine,
poderdo se tornar, em futuro proximo, novas armas no controle do VHB, entretanto,
essas drogas ainda nao estédo aprovadas pela ANVISA.

O desenvolvimento de antivirais com alta poténcia e novas associacoes de
medicamentos, conjuntamente com a melhor compreensdo dos mecanismos de

resisténcia do VHB s&o importantes conquistas para melhorar a eficacia do
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tratamento e diminuir, a carga global de portadores do VHB (Ferreira e Borges,
2007).

2.8 MUTACOES NO GENOMA DO VHB

Passados quase 30 anos do primeiro estudo que teve como objetivo estimar a
taxa de mutacédo do VHB, através do advento da biologia molecular (Okamoto et al.,
1987), foi observado desde entdo que o VHB apresenta a taxa mais alta de mutacéo
entre os virus de DNA. O VHB tem elevada taxa de replicacdo, com 10* virions
produzidos por dia e uma taxa de mutacdo de aproximadamente 10°
substituicdo/base/ciclo. O equivalente a cerca de 10'°* mutacSes pontuais
produzidos por dia em individuos com replicacdo ativa (Nowak et al., 1996). As
mutacBes cumulativas no genoma do individuo refletem a pressdo seletiva do
préprio virus ou da resposta imune do hospedeiro.

As mutac¢des no genoma do VHB tem ganhado destaque e sendo alvo de
inimeros estudos cientificos pelo o impacto biolégico e clinico, sendo as mais
importantes as mutacfes do pré-core do gene C, escape vacinal no gene S e as

mutacdes de resisténcia aos AN no gene P (Quadro 1).

Quadro 1. Importancia clinica das mutacées do VHB.

Localizagao no

Mutacao VHB Fator de risco Significancia clinica
genoma VHB
Resisténcia , Tratamento com analogos de Desenvolvimento de
P (polimerase)
Antiviral (RT) nicleos(t)ideos (AN) resisténcia aos AN
. Auséncia de producio de
Pré-core C (core)
AgHBe
Aumento do risco de
. “a"determinante do . . i CHC;
Escape Vacinal Vacina e imunoglobulinas
gene 5 Infecco oculta de VHE;

Adaptado de Elgouhari et al., 2008.
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A regido do gene C, é importante para a expressao do marcador de
replicacdo do VHB, o AgHBe. Uma das muta¢cbes mais importantes pela frequéncia
gue ocorrem, a troca da guanina (G) no nucleotideo 1896, por uma adenina (A) que
altera o codon 28 da proteina AgHBe, inicialmente UGG para UAG (cédon de
terminacdo) para a tradugcdo proteica, ndo permitindo a expressdo do AgHBe. Os
pacientes que apresentam a mutacdo na regido do pré-core no gene C, que nao
secretam o AgHBe, tem risco em evoluir para as formas mais graves da doenca
hepatica, como cirrose e também para hepatite fulminante.

O genoma compacto do VHB apresenta uma caracteristica interessante que
esta relacionada a organizacdo das quatro fases de leitura que estdo parcialmente
sobrepostas, onde o gene S é completamente sobreposto pelo gene P. Sendo
assim, uma mutacdo no gene S pode repercutir produzindo alteracées também no
gene P, por consequéncia desta sobreposicdo (Ganem, 2001; Liu et al., 2005).
Igualmente, uma mutacdo no gene da P repercute no gene S, induzindo alteracdes
no mesmo (Stuyver et al., 2001). Esta sobreposicdo entre os genes S e o da P
dentro do genoma do VHB faz com que uma mutacdo no gene S induzida por
imunoterapias, como vacinacdo ou imunoglobulina da hepatite B, pode induzir
também a uma mutacdo no gene da polimerase viral, influenciando, portanto na
replicacéo do VHB.

Vérias mutacdes no gene S tém sido identificadas, sendo consideradas como
mutacBes de escape vacinal, principalmente as localizadas no deteminante “a” do
AgHBs, localizadas entre os aminiodcidos 124-147. A primeira mutacao descrita e
que causa interrupcdo da expressao de determinantes do AgHBs foi a G-145-A,
substituicdo do aminoacido Gly na posicdo 145 pelo aminoacido Arg, sendo
considerada a mais comum e a mais estudada (Carman et al., 1990; Oon et al.,
1999), outras mutacdes também foram descritas como A-144-A, M-133-L, G-129-H,
T-118-V, P-120-T, G-128-R, G-130-N, K-141-E, R-169-P e G-119-E, associadas com
escape imune (Carman, 1997; Cooreman et al., 2001; Khan et al., 2004). Essas
mutacdes geram preocupacao, principalmente, porque 0s virus com essas mutacdes
no gene S, podem nao ser neutralizados pelos anticorpos causando infeccédo pelo
VHB em indiviuos vacinados. Entretanto, podem complicar as estratégias de
vacinagdo, dentre as mutacdes a G-145-A pode se tornar comum nas proximas
décadas (Wilson et al., 1999). As mutacdes do gene S (AgHBs) de escape vacinal
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podem desempenhar futuramente, um papel importante na compreensédo do modelo
de evolucao do VHB (Kay e Zoulim, 2007).

As mutacdes no gene S estdo relacionadas ao escape vacinal, as mutacfes
no gene P, as da regido da rt estdo relacionadas as mutacdes de resisténcias aos
AN. O tratamento antiviral com os AN representa uma pressao seletiva exégena do
qual determina a vantagem de sobrevivéncia das cepas mutantes do VHB (Sheldon
e Soriano, 2008).

As mutacles de resisténcia podem ser de dois tipos, associadas com a falha
terapéutica, sdo as mutacdes de resisténcia priméaria, que sao diretamente
responsaveis pela resisténcia e as mutagfes de resisténcia secundéarias ou
compensatorias, que Sao responsaveis por promover ou aumentar a replicacéo viral
(Lok et al., 2007). Mutacdes secundarias emergem devido a selecao de alteracdes
associadas a resisténcia na polimerase viral, usualmente, com custo na eficiéncia da
replicacdo viral, essas muta¢gfes secundéarias sdo muito importantes no contexto das
mutacdes de resisténcia.

As mutacdes de resisténcia primarias ou secundarias do VHB, séo descritas
através de um consenso que criou um sistema de nomenclatura baseado nas quatro
regides do gene P, sendo elas a amino terminal, espacadora, rt e carboxi-terminal,
que possui 344 aminoacidos. A notacdo da mutacao, inicia-se com a regiao, no caso
das mutacGes de resisténcias aos AN, a rt, seguida do aminoacido original, a
posicdo e o aminoacido resultante da mutacdo, como por exemplo, a mutacdo mais
frequente, associada a LAM, rtM2014I(Stuyver et al., 2001; Lok et al., 2007).

A mutagdo rtM2014l estd localizada na sequéncia denominada YMDD
(Y=tirosina, M=metionina, D= &cido aspartico) localizada no dominio C (dominio
catalitico) do VHB. Uma delas se caracteriza pela substituicdo do aminoacido
metionina na posicdo 204 pela valina (variante YVDD: Y= tirosina; V= valina; D=
acido aspartico; transcriptase reversa M204V, populacdo ocidental) ou isoleucina
(variante YIDD: Y= tirosina; I= isoleucina; D= &cido aspartico; rtM204l, populagéo
oriental). O aparecimento de muta¢des YMDD est4 associado a exarcebagédo aguda
da hepatite B, acompanhada por um rapido aumento da carga viral e dos niveis
sorologicos de ALT(Dettke et al., 2001; Bottecchia, Souto, et al., 2008). No dominio
B, tem sido identificada mutacfes secundarias, de resisténcia a LAM, rtL180M,
rtvV173L e rtA181T\V (Delaney et al., 2003). A LAM apresenta baixa barreira

genética, com desenvolvimento de resisténcia em 14 a 32% dos pacientes, apos 1
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ano de tratamento, podendo chegar a 70% em 4 anos (Lai et al., 1998; Lok et al.,
2003; Chang et al., 2004).

Mutacdes de resisténcia ao ADF sédo encontradas nos dominios B e D, sendo
as N236T e A181T\V, as principais descritas, apresenta em 5 anos de duracéo de
tratamento uma taxa de mutagcéo de 29% (Angus et al., 2003; Villeneuve et al., 2003;
Hadziyannis, 2006). Muta¢@es de resisténcia ao ETV foram mapeadas no dominio B,
rtIl69T, rt1L80M e rtS184G, e no dominio C, rtS202I e rtM204V, no dominio E, a
mutacdo rtM250V, essas mutacBes foram descritas em terapia de resgate com
pacientes com tratamento prévio com LAM, que houve falha de tratamento, sendo as
mutacdes mais frequentes. O ETV é considerado entre as opcdes terapéuticas de
baixa resisténcia, ou seja, com alta barreira genética, em 6 anos de terapia com
pacientes virgens de tratamento a taxa foi de 1,2% de mutacBes de resisténcia
(Tenney et al., 2004; Chang et al., 2010) . Até o presente momento ndo foram
encontradas mutacdes de resisténcia para o TDF em pacientes em monoterapia,
apenas em pacientes co-infectados com HIV, ou pacientes tratados previamente
com LAM, a mutacdo encontrada nesses casos foi a rtA194T, também é
considerado junto com o ETV de alta barreira genética (Sheldon et al., 2005;
Delaney et al., 2006). Dentre as mutagdes de resisténcia mapeadas, observou-se
que oito cédons do VHB do gene P da rt, estavam associados com mutacdes de
resisténcia primaria aos AN: 169,180,181,184,202,204,236,250 (Figura 6)

Durante a terapia antiviral, foi observado que o tratamento com AN podem
induzir mutacdes de resisténcia tanto no gene P da rt, mas também no gene S
(Bartholomeusz e Locarnini, 2006; Hollinger, 2008; Sheldon e Soriano, 2008). Na
literatura, estd bem descrito com os AN, LAM e o ADV onde foi observado mutacdes
tanto no gene P quanto na regido Pré-S1, Pré-S2 e S. A mutacao rtA181T, gera stop
codons na sobreposicdo do gene S no aminoacido 172 (sW172-stop), como
também a mutacao rtM204Il, que gera a mutacao sW196-stop. A mutacdo do ETV,
rtT184M, gera a mutagcdo a sL176-stop (Warner e Locarnini, 2008; Yeh, 2010).
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Figura 6. Localizacdo das mutacfes de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos nos
dominios rt do gene do VHB.

No Brasil poucos estudos foram realizados com o objetivo de rastrear as
mutacdes com terapia antiviral nos pacientes com hepatite B crbnica tratados com
AN ou virgens de tratamento. Apesar do grande nimero de estudos que abordam a
nivel mundial as diferentes estratégias terapéuticas e suas consequéncias clinicas e
virolégicas, apenas alguns poucos estudos relatam a situacao do tratamento antiviral
no Brasil para os pacientes com hepatite B cronica. As maiorias destes estudos se
concentram na ocorréncia de mutacfes de resisténcia a LAM (Da Silva et al., 2001;
Bottecchia, lkuta, et al., 2008; Haddad et al., 2010), principalmente em pacientes co-
infectados com HIV / VHB (Santos et al., 2004; Sucupira et al., 2006; Pessoa et al.,
2008; Mendes-Correa et al., 2010; Silva et al., 2010). Recentemente, foi publicado
um trabalho com pacientes virgens de tratamento, onde foi observada uma baixa
frequéncia (1,6%) de mutacBes de resisténcia nos pacientes ndo tratados. Estes
resultados podem sugerir que a propagacao e selecdo natural de cepas do VHB
resistentes a droga € um evento raro ou a maior parte das cepas podem permanecer
instavel na auséncia de presséo seletiva aos AN (Haddad et al., 2010; Mello et al.,
2012; Gomes-Gouvea et al., 2015).
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2.9 PROTOCOLOS DE TRATAMENTO PARA VHB

Nos ultimos anos com 0s avan¢os no tratamento para VHB e o acumulo de
conhecimento cientifico, incorporando o movimento internacional da Medicina
Baseada em Evidéncias, e na opinido e experiéncia dos profissionais de saude, as
Associacbes do Estudo do Figado como a Americana, Europeia e Asiatica (AASLD,
EASL e APASL), elaboraram normas de orientagdo clinica (guidelines) ou protocolos
de tratamento, um guia racional de decisdo de tratamento pautados no status clinico,
niveis de VHB-DNA, niveis de ALT/AST, status de AgHBe e atividade
necroinflamatoria e fibrose hepatica (Lok, 2015)EASL, 2012).

No Brasil até 2009, o Protocolo de Tratamento para VHB do Ministério da
Saude recomendava apenas o IFN e a LAM como opcdes terapéuticas.
Paralelamente, os Estados adotavam tratamentos independentes da recomendacao
do protocolo clinico. Visando universalizar a nivel nacional, padronizar e centralizar a
compra de medicamentos no ambito do SUS, em 2011 o Ministério da Saude langou
um novo Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o Tratamento da Hepatite
Viral Crénica B e Coinfec¢des, que incorporou o ADF, ETV e TDF e categorizou os
algoritmos de tratamentos, opcdes de terapia de resgate aos pacientes com
resisténcia antiviral e co-infectados. Dentre as opgdes terapéuticas, quando se trata
da prescricdo de AN, o ETV e o TDF despontaram como primeira linha de
tratamento, devido ao baixo risco de desenvolver a longo prazo resisténcia antiviral
(Brasil, 2002; 2011).

Os algoritmos de tratamentos do Protocolo Clinico (2011) foram divididos em:
4.1 - individuos virgens de tratamento, AgHBe reagente e nao cirréticos, 4.2 -
individuos virgens de tratamento, com AgHBe néo reagente e nao cirréticos e 4.3 -
individuos virgens de tratamento, cirréticos, com AgHBe reagente ou nao reagente.

Os pacientes alocados para o algoritmo 4.1, os que apresentarem 0s niveis
de ALT normal, devem ser monitorados a cada trés meses, a bidpsia hepatica é
facultativa, caso ela seja realizada € o resultado seja A2/F2 deve-se indicar como
tratamento o IFN-a. Os pacientes que apresentarem os niveis de ALT alterada,
acima do valor de referéncia devem ser indicados para o tratamento com IFN- q,
com o tempo de tratamento de 16 a 24 semanas. Para os que responderem o
tratamento, os respondedores sorologicos (AgHBe negativo, anti-HBe positivo, deve-
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se monitorar a ALT a cada 6 meses e o0 VHB-DNA anualmente. Os respondedores
parciais (AgHBe negativo e anti-HBe negativo) e 0os nao respondedores (AgHBe
positivo e anti-HBe negativo) deve-se solicitar VHB-DNA, e quando a carga viral for
acima de 10 “ cépias/mL ou >2.000Ul/mL deve-se indicador o tratamento com TDF,
se houver restricdo ao uso, devido a sua nefrotoxidade, indica-se o ETV.

Os pacientes alocados para o algoritmo 4.2, 0s que apresentarem 0s niveis
de ALT normal indica-se monitorar os niveis de ALT e VHB-DNA a cada seis meses.
Para os pacientes que apresentarem os niveis de ALT alterada, e os niveis de VHB-
DNA for <10° (<200Ul/mL), monitorar ALT e VHB-DNA a cada 6 meses, entretanto,
0s que apresetarem os niveis de carga viral acima de 10% (=200Ul/mL) e<10*
(<2000UI/mL), os resultados de biopsia hepatica iram definir a indicacdo ao
tratamento, se for <A2/F2, deve-se monitorar a cada seis meses 0s niveis e ALT e
VHB-DNA, se o resultado for acima de A2/F2 deve-se indicador o tenofovir, até a
conversdo soroldgica do AgHBs e a negativacdo do VHB-DNA, caso haja
contraindicacao, indica-se o ETV.

Os pacientes alocados para o algoritmo 4.3, com cirrose Child B e C, ou seréo
indicados para a lista de transplante ou tratados com ETV ou TDF, caso o paciente
soroconverta para AgHBe negativo, e os niveis de VHB-DNA estejam indectetaveis,
deve-se monitorar os niveis de ALT/AST a cada trés meses e o VHB-DNA a cada 6
meses, o tratamento deve ser encerrado apdés 6 meses da RVS. Os pacientes
classificados como Child A, independente dos niveis de ALT/AST normal ou alterada
e 0s niveis de carga viral, devem ser tratados com ETV ou TDF, os que converterem
0 AgHBs para negativo e VHB-DNA indetectavel, devem continuar o tratamento até
6 meses apos a negativacdo do VHB-DNA e a conversao sorologica.

O protocolo também aborda o manejo para 0s pacientes com resisténcia
antiviral aos AN, simplificando através de um quadro didatico as opc¢les de resgate
ao tratamento (Quadro 2). Apesar ndo estar disponivel no SUS, através das
ferramentas de biologia molecular o rastreamento de mutacdes de resisténcia aos
AN, os pacientes que apresentam falha ou ndo resposta devem realizar a terapia de
resgate.

O futuro do tratamento antiviral para VHB e do manejo dos pacientes com
VHB crénica deve estar pautado na producdo cientifica através das pesquisas e
ensaios clinicos, principalmente nos mecanismos da patogénese, rastreamento das

mutacOes de resisténcia e novas estratégias terapéuticas para o VHB que visa
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aumentar a supressao viral e a prevengdo da resisténcia antiviral e suas
complicagbes, como também um diagnéstico rapido e preciso, que direcione a
conduta terapéutica, tanto para o rastreamento das muta¢cdes, como também para a
prevencdo do CHC. A medicina personalizada vem ganhando atencdo nos ultimos
anos, podendo se tornar uma tendéncia, analisando cada individuo com os seus
fatores genéticos e suas caracteristicas ambientais, sociais e como da propria
doenca, comorbidades, direcionando para o inicio do tratamento, com o maximo de
beneficio, minimizando os eventos adversos e no caso dos pacientes com VHB
cronicos a RVS (Zoulim e Locarnini, 2009; Lok, 2015).

Quadro 2. Manejo de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos.

Terapéutica em uso | 1° opgdo de resgate | 2* opao de resgate

LAM LAM + TDF ou TDF** ETW

LAM+ADF LAM + TDF ou TDF ADF + ETV ou ETV

ADF LAM* + TDF ou TDF== ADF + ETV ou ETV

INFix TOF ETW

ETV ETV + TDF ou TDF ADF + ETW

TDE Até o mnrr]entn._nén ha estudos com Telat-n de
resisténcia do VHE ac tenofowvir

Siglas - LAM: lamivuding; ADF: adefovir; TDF: tenafovir; ETV: entecavir; INFo: interferon-alfa;
WHE: winus da hepatite B

* Sena0 hi uso prévio de lamivading ou resisténcia 8 mesma.

** Intolerdncia ou contraindicagae ao TOF: indicar resgate com LAM + ADF

(Fonte: Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite B)

O protocolo também engloba as coinfec¢des associadas ao VHB, como HIV,
VHC e VHD, oferecendo recomendacdes para que oS pacientes sejam tratados de
acordo com o quadro clinico e dentre o leque de opcdes terapéuticas liberadas pelo
0 Ministério da Saude. Sem duvida, o novo Protocolo Clinico para manejo do VHB,
foi um marco e um avanco para o0 tratamento e incorporacdo de novos
medicamentos, e que devem ser revisados e atualizados periodicamente,

acompanhando a evolu¢édo do conhecimento técnico e cientifico.



35

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de tratamento antiviral e mutacdes de resisténcia ao tratamento com
analogos de nucleos(t)ideos e de escape vacinal em pacientes com hepatite B

cronica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar e tracar o perfil de tratamento comparando ao Protocolo de Diretrizes
Terapéuticas para hepatite B cronica do Ministério da Saude nos estados da
Bahia e Acre;

b) Determinar as mutacfes de resisténcia priméria e secundaria, mutacdes de
escape vacinal e genotipos e subgendtipos circulantes dos pacientes virgens de
tratamento com hepatite B crénica antes do inicio da terapia antiviral,

c) Determinar as mutacbes de resisténcia primaria e secundaria, mutacdes de
escape vacinal e gendtipos e subgenoétipos circulantes dos pacientes em
tratamento com hepatite B cronica;
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3 RESULTADOS

3.1 CAPITULO 1: Avaliagdo do Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para o tratamento para hepatite B crbnica nas

Regibes Nordeste e Norte do Brasil

O artigo 1 refere-se aos objetivo especifico a) desta tese. Este artigo encontra-se
aceito para publicacdo pela Revista Brasileira de Clinica Médica em outubro de

2015. Publicacéo prevista para abril/2016
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Abstract: In Brazil the treatment for Hepatitis B conical, has been provided by the
National Health System for over 10 years. The aim was to evaluate the treatment of
patients with chronic hepatitis B in two reference centers in Viral Hepatitis in the
Northeast and North of Brazil, compared to the Clinical Protocol and Therapeutic
Guidelines Hepatitis B of the Ministry of Health. The study included 527 patients in
outpatient care. In algorithm 4.1 it was observed that there is a difficulty in following
the recommendation of the Ministry of Health in two reference centers, 78.9% and
72% northeast and north respectively. The 4.2 algorithm, the algorithm was
presented in general more than 90% follow-up on the recommendation of the Clinical

Protocol because patients are mostly negative HBeAg. The algorithm 4.3
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approximately 85% of patients in the Northeast was in the recommendation of the
Clinical Protocol for chronic hepatitis B, however, no patients in the Northern Region.
The Clinical Protocol Therapeutic Guidelines for Hepatitis B was a big step and
advance. An important tool within the reality of treatment for hepatitis B and it was
possible to incorporate new drugs and treatment indicators grounded in Evidence-
Based Medicine and the International Consensus by the Ministry of Health.

Key words: antiviral treatment, hepatitis B, guidelines

Resumo: No Brasil o tratamento para hepatite B cOnica, tem sido disponibilizado
pelo Sistema Unico de Saude ha mais de 10 anos. O objetivo foi analisar o
tratamento dos pacientes com hepatite B crénica, em dois Centros de Referéncia em
Hepatites Virais na Regido Nordeste e Norte do Brasil, comparando com o Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Hepatite B do Ministério da Saude. Foram
incluidos no estudo 527 pacientes em atendimento ambulatorial. No algoritmo 4.1 foi
observado que existe uma dificuldade em seguir a recomendacao do Ministério da
Saude, nos dois servicos de referéncia, 78,9% e 72% Regidao Nordeste e Norte
respectivamente. O algoritmo 4.2, foi o algoritmo que apresentou no geral mais de
90% de seguimento na recomendacao do Protocolo Clinico, devido que os pacientes
sdo na sua grande maioria AgHBe negativo. O algoritmo 4.3 aproximadamente 85%
dos pacientes da Regido Nordeste estava dentro da recomendacédo do Protocolo
Clinico para Hepatite B crbnica, entretanto, nenhum paciente da Regido Norte. O
Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para Hepatite B foi um grande passo e
avanco. Uma ferramenta importantissima dentro da realidade do tratamento para
hepatite B e foi possivel incorporar novas drogas e indicadores de tratamento
embasados na Medicina Baseada em Evidencias e nos Consensos Internacionais

pelo Ministério da Saude.

Palavras-chaves: tratamento antiviral-hepatite B, protocolo clinico

INTRODUCAO:
A hepatite B crénica (HBC) é um problema de saude publica mundial, foi
considerada recentemente pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma

pandemia, exisitindo aproximadamente 400 milhdes de infectados no mundo, tendo
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um grande impacto pessoal, social e econémico®. O tratamento da HBC tem como
objetivo a supressdo sustentada da replicacdo do virus, a remissdo do estado
necroinflamatério hepatico e a reducdo dos estagios avancados de fibrose,
prevenindo assim, a insuficiéncia hepatica, cirrose e a evolu¢do para o carcinoma
hepatocelular 22,

No Brasil o tratamento para HBC, tem sido disponibilizado pelo Sistema Unico
de Saude (SUS) ha mais de 10 anos, com a indicacdo do interferon-alfa (IFN) como
primeira linha de escolha. Diversos medicamentos foram aprovados para tratamento
a partir de entdo, atualmente estdo aprovados para o tratamento, os analogos de
nucleos(t)ideos (AN) Lamivudina (LAM), o Adefovir dipivoxil (ADV), Entecavir (ETV),
e Tenofovir (TDF), respectivamente *>°. O AN sdo administrados via oral, inibem a
transcricdo reversa, que ocorre durante o ciclo de replicacédo viral no hepatécito. O
tratamento para HBC é baseado na eficacia, seguranca, incidéncia de resisténcia,
via de administracdo, custo, presenca ou auséncia de cirrose. Entretanto, o
tratamento com AN é a longo prazo, podem favorecer as mutacdes de resisténcia no
genoma de HBV, tendo um forte impacto na resposta ao tratamento e no curso da
doenca *’. Foram organizados consensos terapéuticos (guidelines), na Europa e nos
Estados Unidos que servem como referéncia para outros paises, pautados
principalmente nos niveis sericos de aminotransferases (ALT/AST), carga viral

(HBV-DNA), AgHBe positivo ou negativo, e cirrose 8,

O Ministério da Saude °, através do Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para o Tratamento da Hepatite Viral Cronica B e Co-infec¢des (2011),
amplia, regulamenta e universaliza a nivel nacional os critérios e acesso ao
tratamento para hepatite B, categoriza os algoritmos de tratamento, opc¢bes de
terapia de resgate e as indicacdes para pacientes co-infectados, embasado nas
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude, nas Diretrizes Internacionais
para o HBC e na Medicina Baseada em Evidéncias. A partir de entdo, a
comunidade médica, tem um guia para orientagdo na conduta clinica.

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o Tratamento da Hepatite
Viral Cronica B e Co-infeccdes apresenta basicamente trés algoritmos de
tratamento. O algoritmo 4.1 engloba os pacientes virgens de tratamento, AgHBe +
(positivo) e nao cirréticos, o 4.2 os pacientes virgens de tratamento, AgHBe -
(negativo) e nao cirréticos e o algoritmo 4.3 abrange os pacientes virgens de

tratamento, cirréticos e AgHBe independente se for positivo ou negativo. No
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protocolo h& abordagens para terapia de resgate, para pacientes que foram tratados,
as mutacdes para resisténcia, e situagcoes especiais, como tratamento em criancgas,
co-infectados por HIV, VHC e VHD.

O objetivo deste estudo, foi analisar a conducdo do tratamento para 0s
pacientes com hepatite B cronica, na Regido Nordeste representado pelo
Ambulatorio de Reférencia de Hepatologia do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos (HUPES-UFBA) em Salvador, Bahia e na regido Norte pela
Fundacao Hospitar do Estado do Acre (FUNDHACRE) do Hospital das Clinicas do
Acre, em Rio Branco, comparando a conduta terapéutica , com o Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas da Hepatite Viral Crénica B do Ministério da Saude.

METODOS:

Trata-se de um estudo exploratdrio descritivo do tipo corte transversal, que
abrange o periodo de 2011 a 2015. Foram incluidos 527 pacientes com HBC em
acompanhamento nos Ambulatérios de Referéncias de Hepatologia do Complexo
HUPES (Regido Nordeste) e do FUNDHACRE (Regido Norte). Este estudo foi
submetido de acordo com a resolugdo vigente em 2011 (196/96) do Conselho
Nacional de Salde, tendo obtido parecer favoravel do comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz -Fundacgéao Osvaldo Cruz
(CEP-CPqGM), CEP-HUPES e do CEP-FUNDHACRE.

Todos os participantes com HBC em atendimento ambulatorial foram
convidados a participar do estudo mediante assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Foi realizada entrevista e revisbes de prontuarios dos
participantes a fim de obtermos os resultados de exames sorolégicos (AgHBs,
AgHBe, anti-HBs, anti-HBe, anti-VHC, anti-HDV, VDRL, anti-HIV, anti-HTLV I/Il),
bioquimicos (ALT, AST), virologicos (Carga Viral- HBV DNA), e esquema terapéutico
adotado.

Os questionérios aplicados durante a entrevista apresentavam codificagéao,
ndo permitindo a identificagdo do individuo. Os dados foram analisados através do
pacote estatistico Software SPSS versdo 21.0 para Windows. Os eventos de
interesse foram descritos através de frequéncias e de medidas de tendéncia central
(média, mediana) e dispersao (desvio-padrao).

Os pacientes foram categorizados nos algoritmos 4.1, 4.2 e 4.3, conforme

suas caracteristicas clinicas e resultados laboratoriais para 0 monitoramento ou
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tratamento contidos no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o
Tratamento da Hepatite Viral Cronica B e Coinfecc¢des (2011).

RESULTADOS:

Foram incluidos no estudo 320 pacientes com HBC em acompanhamento no
Ambulatério de Referéncia do Complexo HUPES. A maioria dos pacientes foi do
sexo masculino (59,3%), a faixa etéaria foi de 18 a 83 anos com uma média de idade
e desvio padrdo de 44,75+12,4. O tempo médio de acompanhamento ambulatorial
séo de 8 anos, com uma faixa que se estende de 1 a 20 anos de acompanhamento
(Tabela 01). No FUNDHACRE foram incluidos 207 pacientes em acompanhamento
no Ambulatério de Referéncia de Hepatites, a maioria foi do sexo feminino com
57,0%, a faixa etéria foi de 18 a 72 anos com uma média de idade de 40,36+13,9.
Os pacientes foram todos diagnosticados com HBC, apresentaram AgHBs positivo
(100%) por mais de 6 meses. A maior frequéncia foi dos pacientes AgHBe negativos
com 86,1% (320), AgHBe positivo com 13,9% (63). Entretanto, 74 pacientes nao
tinham no momento da coleta dos dados informacdes para AgHBe.

Os niveis séricos das aminotransferases (ALT e AST) e carga viral detectavel
(VHB-DNA) foram avaliados no pré-tratamento. Os niveis de aminotransferases
ALT/AST dos pacientes do Complexo HUPES 78% estavam com 0s niveis séricos
normais, dentro dos valores de referéncia, e 22% estavam com o0s niveis elevados,
acima do valor de referéncia. O VHB-DNA foi detectavel em 59,3%. Os niveis de
aminotransferases ALT/AST dos pacientes do FUNDACRE 71,4% estavam com 0S
niveis séricos normais, dentro dos valores de referéncia, e 28,6% estavam com o0s
niveis elevados, acima do valor de referéncia. O VHB-DNA foi detectavel em 99,5%
(Tabela 02).

Os pacientes do Complexo HUPES que estdo em tratamento para HBC
correspondem a 41,1% e os néo tratados (virgens de tratamento), que sao os que
nunca utilizaram droga para o tratamento da HBC, correspondem a 58,9%. As
drogas mais utilizadas foram ETV 42,1%, TDF 23,6%, LAM 20%, IFN 14,3%, e ADF
3,6%. Os pacientes do FUNDHACRE que estdo em tratamento para HBC
correspondem a 27,1% e os nao tratados, correspondem a 72,9%. As drogas mais
utilizadas foram IFN 38,5%, ETV 32,7%, TDF 30,8% e LAM 3,8%. (Tabela 03).

Os pacientes do Complexo HUPES que foram avaliados para o seguimento

do Protocolo de Diretrizes Terapéuticas para HBC foram 85% (272), sendo que dos
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320 pacientes que foram considerados com HBC, devido a presenca de AgHBs por
mais de 6 meses, 15% (48) ndo tinham alguns dos critérios descritos nos prontudrios
para que fossem alocados dentro dos algoritmos (4.1, 4.2 e 4.3 ou co-infectados) e
8,4% (24) estdo em tratamento, antes das Diretrizes do Ministério da Saude entrar
em vigor (2011). No algoritmo 4.1 que tem como critérios virgem de tratamento,
AgHBe+, nao cirrético, 78,9 % seguiram o0 que esta preconizado no Protocolo. No
algoritmo 4.2 que tem como critérios virgem de tratamento, AgHBe -, ndo cirrético,
91,5 % seguiram o0 que esta preconizado no Protocolo. No algoritmo 4.3 que tem
como critérios virgem de tratamento, AgHBe + ou -, cirrético, 75 % seguiram o que
esta preconizado no Protocolo. Os co-infectados que sdo menos de 2% dos
pacientes, ndo poderam ser avaliados, devido que estdo ou foram tratados antes da
diretriz entrar em vigor.

Os pacientes do FUNDHACRE que foram avaliados para o seguimento do
Protocolo de Diretrizes Terapéuticas para HBC foram 88,8% (184), sendo que dos
207 pacientes que foram considerados com HBC, devido a presenca de AgHBs por
mais de 6 meses, 11,1% nao tinham alguns dos critérios descritos nos prontuarios
para que fossem alocados dentro dos algoritmos (4.1, 4.2 e 4.3 ou co-infectados).
No algoritmo 4.1 que 72 % seguiram o0 que esta preconizado no Protocolo. No
algoritmo 4.2, 85,6% seguiram o que esta preconizado no Protocolo. No algoritmo
4.3 nenhum paciente tinha os critérios para ser alocados. Para co-infeccbes, 25
pacientes apresentaram reativos para o anti-VHD (hepatite delta), e 24% seguiram a

recomendacao de tratamento (Tabela 04).

DISCUSSAO:

Os Protocolos Clinicos ou Diretrizes Terapéuticas sdo ferramentas que se
configuram como um tipo de tecnologia logica que visam organizar, uniformizar a
conduta dos profissionais da saude diante das diversas situacfes que possam
enfrentar na rotina dos servicos de satde . Eles se propdem a nortear as tomadas
de decisGes e manejo terapéutico desses profissionais através do delineamento de
diretrizes clinicas embasadas no movimento internacional da Medicina Baseada em
Evidéncias *.

Seguindo essa tendéncia mundial, o Brasil desde 2002, inicialmente por meio
de portarias, estabelecem consensos para tratamento para hepatite B ** 3. Um

marco foi alcancado com o lancamento em 2011 do Protocolo Clinico de Diretrizes
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Terapéuticas para 0 manejo da Hepatite B, que tem como objetivo uniformizar a
nivel nacional, o uso racional do arsenal terapéutico, pautado em algoritmos de
tratamento (4.1, 4.2 e 4.3 e co-infec¢des) principalmente na presenca ou auséncia
do AgHBe, niveis de ALT e carga viral (DNA-VHB)°.

O ambulatério Magalhdes Neto, do Complexo HUPES da Regido Nordeste, e
0 Servico de Assisténcia Especializada do FUNDHACRE da Regido Norte sdo
considerados como referéncia para os pacientes com hepatites virais, atuando ha
mais de 20 anos no acompanhamento, monitoramento e tratamento dos pacientes
com hepatite B cronica. Os pacientes em atendimento ambulatorial do Complexo
HUPES sdo na sua grande maioria do sexo masculino, em média 8 anos de
acompanhamento ambulatorial e mais de 70% foram AgHBe-. Os pacientes do
FUNDHACRE foram na sua grande maioria do sexo feminino, e mais de 80% foram
AgHBe-. No geral, 86,1% foram AgHBe-. Os pacientes AgHBe- sdo 0s que tendem a
evoluir clinicamente para as formas mais grave da doenca hepatica crénica. E
muitos trabalhos vém demonstrando, principalmente no Brasil, essa realidade da
maior prevaléncia dos pacientes HBC com marcador sorolégico AgHBe- 14151617,

A avaliacdo do paciente pré-tratamento € fundamental e objetiva selecionar os
individuos que serd@o tratados ou que continuardo a ser monitorados. A conduta
clinica deve ser pautada, no status clinico, exame fisico, histologia hepatica, provas
de funcdo hepética, mas principalmente nos niveis séricos das aminotransferases
(ALT, AST), e sorologias para o VHB (AgHbs, AgHbe/anti-Hbe, anti Hbc (total e
IgM), anti-Hbs), HIV, VHC e VHD (co-infeccdes) e niveis de HBV DNA 2,

Em relacdo aos pacientes que tiveram historico de tratamento, desse
universo, os pacientes virgens de tratamento foram 58,9% do Complexo HUPES e
72,9% do FUNDHACRE. Em relagdo aos pacientes em tratamento, 41,1% do
Complexo HUPES e 27,1% do FUNDHACRE. Nos dois servicos as maiores
frequéncias sdo de pacientes virgens de tratamento, que estdo sendo monitorados
para ALT/AST e HBV-DNA, como prevé o Protocolo de Diretrizes Terapéuticas do
MS.

Para o primeiro esquema terapéutico, as maiores frequéncias de indicacéo
ao tratamento foram AN, ETV e TNF, correspondendo a mais de 60% das
prescricdes. Dois pontos podem ser destacados em relagdo a maior frequéncia
dessas drogas, primeiro que seguindo a recomendacdo do Ministério da Saude, pelo

o Protocolo de Diretrizes Terapéuticas, os pacientes AgHBe- devem ser tratados
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como primeira droga de escolha por ETV e TNF, e segundo sdo drogas que tem
maior barreira genética, diminuindo assim o risco de adquirir a longo prazo
resisténcia antiviral.

O algoritmo 4.1 que abrange o0s pacientes virgens de tratamento AgHBe+ e
ndo cirrdticos, quando apresenta ALT normal, o paciente deve ser monitorado a
cada 3 meses, entretanto, se o paciente apresentar ALT alterada, o tratamento deve
ser iniciado com IFN, independente da carga viral DNA-VHB, isto € explicado porque
0S pacientes que apresentam AgHBe+, existe uma alta probabilidade da carga viral
estar acima de 20.000UI/ml.

O IFN foi & primeira droga aprovada para o tratamento para os pacientes com
HBC, o tratamento tem em média uma duracdo de 16 a 24 semanas. Entretanto foi
observado que existe uma dificuldade em seguir a recomendacdo do Ministério da
Saude, nos dois servicos de referéncia, os que se enquadraram no algoritmo 4.1,
apenas 78,9% no Complexo HUPES e 72% no FUNDHACRE, seguiram o que esta
preconizado no Protocolo Clinico.

Todavia, apesar de ndo estar devidamente documentado no prontuario do
paciente, ha contraindicacdes ao uso do IFN descrito no Protocolo Clinico, como
descompensacao hepética, gestacao, neoplasias, infeccbes ativas, doencas auto-
imunes, granulocitopenia ou plaquetopenia criticas, depressao psiquica acentuada,
além de concomitancias morbidas de maior gravidade pelos eventos adversos
associados ao IFN '8,

O IFN como qualquer outra droga apresenta vantagens e desvantagens,
apesar da administracao ser intramuscular, trés vezes por semana, entretanto tém
como vantagem o periodo determinado de tratamento, maior taxa de reducdo de
AgHBe e AgHBs, a Resposta Viroldgica Sustentada (RVS) nos pacientes e a
auséncia de resisténcia ao IFN. Contudo, sdo diversos os efeitos adversos e sua
utiizacdo é limitada em pacientes com doenca hepatica avancada ou

descompensada *°.

Utilizando os parametros adotados no Brasil, no aspecto
econdmico demonstrou ser a alternativa com a melhor relagéo custo-efetividade. Ou
seja, os efeitos alcancados justificam o valor gasto com a droga *°.

Em relacdo ao algoritmo 4.2 que abrange os pacientes virgens, mas AgHBe-,
guando a ALT alterada e carga viral acima de 2000 Ul/ml, o paciente deve ser
tratado com TDF, caso existe contraindicacdo em pacientes renais cronicos, indica-

se o0 ETV. Os AN como sdo administrados via oral, os eventos adversos sao
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7

praticamente inexistentes, o risco € minimo ou ausente de resisténcia, boa
tolerabilidade e RVS obtida na grande maioria dos pacientes aderentes ao
tratamento 2%. Os pacientes atendidos nos dois servicos, sdo na sua maioria AgHBe
negativo, e sdo os estédo dentro dessa recomendacao do Ministério da Saude, e foi 0
algoritmo que apresentou no geral mais de 90% de seguimento na recomendacéo
do Protocolo Clinico.

O algoritmo 4.3 abrange os pacientes cirréticos, independente da positividade
do AgHBe, da carga viral DNA-VHB e dos niveis de aminotransferases, o critério
central nesse algoritmo € a classificacdo do Child-Pugh. Resumidamente, os
pacientes que foram classificados como Child-Pugh A, AgHbe-, se os niveis de
aminotransferases estiverem normais e a carga viral DNA-VHB estiverem <200UI/ml
0s pacientes devem ser monitorados, agora, se 0s niveis de aminotransferases
estiverem alteradas e o DNA-VHB > 200Ul/ml o tratamento € indicado, como
primeira droga de escolha, o entecavir. Os pacientes classificados como Child- Pugh
B e C, encaminhados para o ambulatério de transplante hepatico. Nesse algoritmo,
aproximadamente 85% dos pacientes do Complexo HUPES estavam dentro da
recomendacdo do Protocolo Clinico para Hepatite B cronica, entretanto, henhum
paciente do FUNDHACRE tinha os critérios para ser alocados dentro desse
algoritmo.

Uma particularidade dos pacientes do FUNDHACRE, como séo pacientes que
estdo na éarea endémica da regido da Amazodnia ocidental, existe uma alta
prevaléncia de co-infecgcdo com o virus da hepatite D (delta), considerada como uma
superinfeccdo podendo evoluir para hepatite fulminante %> #*?*. Dos pacientes do
presente estudo, 12,1% (25) apresentaram co-infeccdo com VHB-VHD, e destes
apenas 24% seguiram a recomendacdo do Protocolo Clinico para co-infecgdes,
entretanto, como trata-se de um estudo de corte-transversal, isto é a realidade no
momento da coleta de dados. Para os pacientes co-infectados com o virus delta,
guando diagnosticado o paciente deve ser tratado com IFN-peg ou se a 0 VHB-DNA
for acima de 2000UI/mL o tratamento deve ser IFN-LAM ambos por 48 semanas.
Como trata-se de uma doenca grave e poucos sdo os estudos clinicos controlados
efetivos e os AN, como LAM e ADF néo apresentaram resultados satisfatorios,
apenas o IFN, o Protocolo Clinico recomenda que todos os casos deverdo ser
seguidos e notificados ao Programa Nacional de Hepatites Virais para que se faca o

monitoramento dos resultados.
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Com base nos resultados discutidos, h4 alguns pontos que devem ser
considerados e apontados para futuras discussdes e adaptacdes do protocolo. Os
pacientes virgens de tratamento, por exemplo, podem apresentar mutacbes de
resisténcia, sendo assim, torna-se importante antes do inicio do tratamento, realizar
o levantamento das mutacdes antes da decisédo da melhor escolha terapéutica, o
rastreamento das mutagdes permite a escolha da melhor droga que pode aumentar
as chances de alcancar a RVS 2>2027,

Outro ponto que deve ser abordado é a quantificacdo do AgHBs que se
destaca como indicador prognéstico e na avaliacdo de resposta ao tratamento. Foi
observado que os pacientes em uso de AN apresentam um padrédo de declinio do
AgHBs variavel, sendo pouco frequente a ocorréncia de clareamento do AgHBs
durante o tratamento com AN ?2?°_ Entretanto, a perda do AgHBs e a soroconversao
para anti-HBs podem ocorrer espontaneamente em 1 a 3% dos casos por ano,
geralmente apds varios anos com HBV-DNA persistentemente indetectavel 30. O
rastreamento das mutacdes de resisténcia e a quantificacdo do AgHBs podem ser
uma mais uma alternativa para auxiliar na tomada de decisdo e no manejo clinico,
que no Brasil ndo estd disponibilizado na Rede Publica, apenas em poucos
laboratérios particulares ou em protocolos de pesquisa.

O Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas para Hepatite B, foi um grande
passo e avan¢o. Uma ferramenta importantissima dentro da realidade do tratamento
para Hepatite B e foi possivel incorporar novas drogas e indicadores de tratamento
embasados na Medicina Baseada em Evidencias e nos Consensos Internacionais
pelo Ministério da Saude. Entretanto, passados quase 5 anos da sua incorporagao,
torna-se necessario atualizar com as novas propostas apresentadas nas revisdes
dos Consensos Internacionais e na producdo cientifica, avaliar as lacunas de
classificagdo dos algoritmos para que todos os pacientes possam ser alocados
corretamente e facilitando que os mesmos possam alcancar a RVS no tratamento

para Hepatite B.
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Tabelas e figuras:

Tabela 01. Caracteristicas so6cio-demograficas dos pacientes com HBC
atendido no HUPES-UFBA e no FUNDHACRE, 2011-2015.

Caracteristicas HUPES FUNDRACRE
demograficas N*=320 %  Média +DP 207 % Média +DP
Sexo
Masculino 179 59,3 87 42
Idade
Min. 18 44,75+£12,4 18 40,36 £ 13,9
Max. 83 72

*Resultado varia de acordo com a disponibilidade dos dados.

Tabela 02 — Resultados dos marcadores bioquimicos ALT/AST e HBV-DNA na
admissdo e no pré-tratamento dos pacientes HBC em acompanhamento
ambulatorial, atendidos no HUPES-UFBA e no FUNDHACRE, 2011-2015.

HUPES FUNDHACRE

Marcadores bioquimicos n:295 % n=196 %
Pré-tratamento
Aminotransferases (ALT\AST)

Normal 238 78 140 71,4

Elevada 67 22 56 28,6
HBV-DNA

Detectavel 175 59,3 195 99,5

*Total varia conforme a disponibilidade do dado na revisdo de prontuario
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Tabela 03. Caracteristicas do tratamento antiviral dos pacientes com HBC
atendido no HUPES-UFBA e no FUNDHACRE 2011-2015.

Tratamento HUPES FUNDHACRE
n: 307 % n:199 %
Historico de tratamento
Né&o tratados 181 58,9 145 72,9
Em curso 126 41,1 54 27,1
Droga antiviral
IFN 20 14,3 20 38,5
LAM 28 20 2 3,8
ENT 59 42,1 17 32,7
ADF 5 3,6
TDF 33 23,6 16 30,8

*Total varia conforme a disponibilidade do dado na revisdo de prontuario
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Tabela 04. Comparacéo do tratamento antiviral indicado para os pacientes com
HBC com o Protocolo de Diretrizes Terapéuticas atendido no HUPES-UFBA e
no FUNDHACRE, 2011-2015.

HUPES FUNDHACRE

Algoritmo de Seguiram a Seguiram a
tratamento  Elegiveis recomendacgao do Elegivei recomendacdo do
n:272 MS % sn:184 MS %

4.1 Virgem

de

tratamento,

AgHBe+,

nao cirrético 38 30 78,9 25 18 72
4.2 Virgem

de

tratamento,

AgHBe-, nao

cirrético 194 178 91,5 134 119 85,6
4.3Virgem

de

tratamento,

AgHBe+ou-,

cirrotico 16 12 75 - - -
Co-infectado

HBV-VHD - - - 25 6 24

*Total varia conforme a disponibilidade do dado na revisdo de prontuario
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3.2 CAPITULO 2: Genotyping of HBV and tracking of resistance
mutations in treatment-naive patients with chronic hepatitis B in the

Northeastern and North regions of Brazil

Manuscrito do artigo 2 refere-se ao objetivo especifico b) desta tese. Este artigo esta
sendo preparado para submissdo para a Revista Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz.
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Summary

Resistance mutations analogues to nucleos(t)ides have been described in
naive patients treated for chronic hepatitis B, with clinical implications. The aim of this
study is to investigate resistance mutations of primary and secondary and genotypes
circulating in naive patients to Chronic Hepatitis B (CHB), in the Northern and
Northeastern regions of Brazil. We conducted a study of resistance mutations and
genotypic characterization of HBV in 189 naive patients chronically infected with
HBV. Only 5 treatment-naive patients of the Northeastern region (n=84) had
mutations RT gene P at positions that may be associated with viral resistance, with a
rate of 6 %. The mutations were rtA194T, rtL180M+M204V, rtS202I, rtM2041 and
rtA181S. No patient had the resistance mutation in the Northern region. In the gene S
region, the frequency of vaccine escape mutations were in the Northeast 2.4% region
and the Northern region 8.6%. This information before the start of treatment may
contribute to clinical decision making, reducing treatment failure and the risk of

progression to cirrhosis and hepatocellular carcinoma for CHB.

Key words: treatment-naive, Chronic Hepatitis B, analogues nucleos(t)ides,
resistance mutation

Funding source: National Counsel of Technological and Scientific Development
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Introdution

Although there is a safe and effective vaccine against the hepatitis B virus
(HBV) since the early 80s, chronic hepatitis caused by this pathogen is far from being
eradicated and continues to constitute a severe public health problem in many parts
of the world, and was considered recently by the World Health Organization (WHO)
as a pandemic. There are 400 million people infected worldwide and, in Brazil, two
million are chronically infected. Brazil has an ethnic, economic and regional diversity
that would be no different for the epidemiology of HBV infection, but also presents a
very heterogeneous distribution (Trepo et al., 2014; Brasil, 2012; Pereira et al., 2009;
Mello et al., 2007). These individuals are exposed to the risk of developing severe
complications including cirrhosis and hepatocellular carcinoma (Di Bisceglie, 2009;
Lok, 2009).
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In the last twenty years in Brazil, significant advances in the treatment for
chronic hepatitis B (CHB) have occurred, initially with the use of IFN-alpha, allowing
to alter the natural progression of the disease. Currently, through the Clinical Protocol
of Therapeutic Guidelines for Hepatitis B (2011), which directs the therapeutic
conduct for HBV, five drugs are available for treatment, IFN-alpha and the
nucleos(t)ide analogues (NA) lamivudine (LAM) adefovir dipivoxil (ADV), entecavir
(ETV) and tenofovir (TDF) (Lok & McMahon, 2009; Brasil, 2011). However, the use
of NAs for a long time can determine the emergence of strains resistant to the drug.

The emergence of antiviral resistance has a close association with NA amino
acid substitutions in the reverse transcriptase (RT region of the HBV genome), which
are classified as primary and secondary self compensatory resistance mutations (Lok
& Zoulim, 2007; Zoulim & Locarnini, 2009). The NA therapy can induce certain
resistance mutations, it is noticed that natural HBV reverse transcriptase mutations
exist even in treatment naive patients (Jardi et al., 2007; Nguyen et al., 2009).

In addition, the HBV genome is complicated, and has been classified into eight
genotypes (A-H) based on differences of 28% in its whole genome sequence. The
HBV genotypes have distinct geographic distribution: genotype A has a universal
distribution, being the predominant genotype in Europe, North and Central America,
sub-Saharan Africa, and India. Genotypes B and C are predominant in Southeast
Asia, China, Japan and Australia. Genotype D is mainly found in the Middle East and
the Mediterranean. Genotype E seems to be predominant in West Africa, whereas
genotype G is distributed throughout the United States, Mexico, and France.
Genotype F is mainly found in Central and South America and Alaska. Finally,
genotype H is unique to Central America and the United States ( Norder et al.,
2004;Deterding et al., 2008; McMahon, 2009). Genotypes A, D and F circulate
among Brazilian HBV carriers (Mello et al., 2007).

The aim of this study is to investigate primary and secondary resistance
mutations in the genotypes circulating in patients naive to CHB in the Northern and
Northeastern regions, represented by the state of Acre and Bahia, and its

implications in the clinical treatment of chronic hepatitis B.
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Methods
Patients

A study of resistance mutations and genotypic characterization of HBV was
conducted in 189 naive patients chronically infected with HBV, 84(Region Northeast)
105 (Region North), during 2011-2015. All patients tested positive for the HBSAg
antigen within at least six months, and tested negative for the human
immunodeficiency virus (HIV), and were naive for treatment of HBV, in two Centers
of Reference for Viral Hepatitis, at the Northeastern region, in the Hospital
Universitario Professor Edgard Santos - HUPES and at the Northern region, in the
Fundacao Hospital do Acre - FUNDHACRE, Brazil.
HBYV gquantification
HBV DNA was detected and quantified by real-time PCR assay. The test procedures
followed the manufacturer's recommendations and were performed automatically at
the laboratory facilities of the Public Health Central Laboratory (Laboratorio Central
de Saude Publica) of the State of Acre and Bahia (LACEN).

Polymerase chain reaction

HBV DNA was extracted from the sera of patients using was extracted from
200 pL of each serum sample using the High Pure Viral Nucleic Acid Kit Kit (Roche,
USA) according to the manufacturer's instructions. The RT region of the HBV gene
(1032 pb) was amplified by a nested polymerase chain reaction (PCR). Primers were
described by Krekulova et al. (2003) and modified to increase sensitivity to PCR. In
the first reaction, the primers used were HB-1 5" TAT TTC CCT GCT GGT GGC TCC
3’ (position 50-71), and HB-4 5° ACT TTC CAA TCA ATA GG 3’ (position 969-986).
In the second reaction, the primers used were HB-5 5> GAA CAG TAA ACC CTG
CTC CG 3’ ( position 78-98) and HB-8 5° TGT ACA ATA TGA TCC TGT GG 3’ (
position 909-929) (Life Technologies, EUA).

For the amplification of DNA, 5.0uL of the sample was used for the first
reaction, and put into a mixture containing: 2.5 pL 10x PCR buffer, 0.5 pL of dNTP
mix (10mM), 1.25 pL MgCl, (50mM), 0.5 pyL of each primer, and 0.2 pL of platinum
Tag DNA polymerase (5U/uL) (Invitrogen, San Diego, CA, USA), resulting in a final
volume of 25 uL. The cycle conditions used initially were 94°C for 2 min for
denaturing, followed by 45 cycles of 94°C for 30 s, 56.0°C for 30 s, 72°C for 2 min,
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and a final extension of 72°C for 7 min in a Mastercycler Gradient Thermal Cycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany).

The second reaction used 1.0uL of the PCR product, into a mixture containing: 5 pL
10x PCR buffer, 1.0 pL of dNTP mix (10mM), 2.5 uL MgCl, (50mM), 5 uL of each
primer, and 0.2uL of platinum Taq DNA polymerase (5U/pL) (Invitrogen, San Diego,
CA, USA), resulting in a final volume of 50 pL. The cycle conditions used initially
were 94°C for 2 min for denaturing, followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 60.0°C for
30 s, 72°C for 2 min, and a final extension of 72°C for 7 min in a Mastercycler

Gradient Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany).

Sequencing of the HBV RT region

The samples were purified with a QIAquick PCR Purification kit (Qiagen,
EUA), sequenced with forward and reverse primers using a BigDye Terminator 3.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), according to the
manufacturer's instructions. The reactions were performed in an automatic ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer Sequencer (Applied Biosystems). The sequencing
project coverage was only 2- and 6-fold corresponding to the sequence obtained
from each primer product (HB-2, HB-3, HB-5, HB-6, HB-7 and HB-8, data not

shown).

Sequence analysis

To confirm the specificity of each amplicon, the sequences obtained were
analyzed using the GenBank BLAST tool. Subsequently, sequences from the same
patient were assembled to a reference sequence and conflicting sites were corrected
by visual inspection (CLC Main Workbench v. 5). Consensus sequence of each HBV
isolate was submitted to a web based software for subtyping and prediction of
phenotypic resistance to genotype-specific mutations in the polymerase gene (rt
mutation) and escape mutation (HBs mutation) (Max-Planck-Institut fir Informatik,
Germany at http://hbv.geno2pheno.org/index.php). One hundred eighty nive
sequences of these analyses were submitted to the GenBank (accession number:
KU847525-KU847634; KU847635-KU847735)

Statistical analyses
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Those were performed using the software SPSS 20.0 (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA). Comparison between groups was performed using a one-way
ANOVA t-test or a chi-square test, as appropriate. HBV DNA concentrations were
expressed on a logarithmic scale. A P value of less than 0.05 was considered

statistically significant.

Ethical considerations

This study was reviewed and approved by the Ethics Committee of
FUNDHACRE, Rio Branco, Acre and the Ethics Committee of HUPES, Salvador,
Bahia - Brazil.

Results

Samples from 189 treatment-naive CHB patients were enrolled in this
retrospective study. Their clinical features were summarized in Table 1. 84
treatment-naive patients at HUPES/Salvador-Bahia (Northeastern Region),
consisting of 50.6% males and 49.4% females, with a median age of 44 years (the
range was 18-72). A high ALT serum level (reference value is >41 Ul/mL) was found
in 38.7% of the patients, with a median of 45.65 Ul/mL. The HBV DNA level in the
serum had a median of 3.3 log (the range was 1.51-8.34) while 86.1% of them were
HBeAg sero-negative. The HBV genotypes distribution found was: A (89.3%), D
(2.4%), F (7.1%) and C (1.2%). Co-infection with hepatitis C was found to be 1.2%.
For the patients of FUNDHACRE/Rio Branco-Acre (Northern Region), there were 105
treatment-naive patients, consisting of 37.1% males and 62.9 % females with a
median age of 40 years (the range was 18-72). a high ALT serum level (reference
value is >41 Ul/mL) was found in 28.3 % of the patients, with a median of 42.63
Ul/mL. The HBV DNA level in the serum had a median of 3.12 log (the range was
1.75-8.04) while 92,9 % of them were HBeAg sero-negative. The HBV genotypes
distribution found was: A (59%), D (21%), F (20%). Co-infection with hepatitis C
(HBV HCV) was found to be 1.9 %, and with hepatitis D (HBV HDV) was found to be
3.8%.
Only 5 treatment-naive patients of the Northeastern region (n=84) had mutations at
positions that may be associated with viral resistance, as described in Table 2. No
patient had the resistance mutation at FUNDHACRE (n=105). The mutations were
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rtA194T, rtL180M+rtM204V, rtS2021, rtM204l and rtA181S. In the pre S/S region,
there was sI195M and sQ129H.

No significant correlation between the group the region Northeast with
mutation and group without mutation was found in our sample described in Table 3.
Discussion

Resistance mutations to NA have been described in naive patients treated for
chronic hepatitis B, with clinical implications. It is important to track changes in
primary and secondary resistance in patients that have not yet been processed
(Nguyen et al., 2009) in order to monitor, optimize and advocate the best treatment,
achieving SVR, and consequently reducing the progression of cirrhosis and the
evolution to hepatocellular carcinoma (Chen et al., 2006).

In this study, the patients evaluated were from two Reference Centers for Viral
Hepatitis in Brazil, one at the Northern Region, which has the highest prevalence
rates for CHB and one at the Northeastern Region, which is considered to have a low
prevalence of CHB. In both Reference Centers, the naive patients had an average
age around 40 years, mostly females, and have the serological marker HBeAg-
mostly, demonstrating a global and Brazilian trend, of the prevalence of CHB patients
with HBeAg- (Hadziyannis & Vassilopoulos, 2001;Galizzi et al, 2010; Chacha et al,,
2011.). However, the patients in the Northeastern Region, when compared to the
ones from Northern Region, showed values above the reference value for ALT
(38.7% vs. 28.3%).

The circulating genotypes already described for Brazil are respectively the A,
D and F (Sitnik et al., 2004; Oliveira et al., 2008; Mello et al., 2007). Being that the
predominant is genotype A, as observed in the Northeastern Region with almost
90%, followed by the genotypes F, D and C. In the Northern Region, genotype A was
also predominant, with almost 60%, followed by the genotypes D and F. And the
proportion of genotype F is more common in the indigenous population in the
Amazon region, compared with other Brazilian regions (Viana et al., 2005, Santos et
al.,, 2010). Besides that genotype F is more frequent in the Amazon region, co-
infection with HBV HDV (delta) is also very common, with a found prevalence of
3,8%, followed by HBV HCV, with 1,8% in the patients studied. Regarding the
frequency of subgenotypes found in the northeast Al (71%), A2 (4%), C2, D2, D3
respectively 1%, and F2 (6%). The frequency of subgenotypes the northern region
were Al (59%), D1 (1%), D2 (2.9%), D3(10.5%), D4 (6.7%), F1 (7.6%) and F2
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(12.4%). The subgenotype Al have been mostly identified in African population and
their descendants. Subgenotype A2 is primarily found among Europeans. (Hannoun
et al., 2005; Kramvis & Kew, 2007). Genotype C is the most prevalente in Asia. In
Brazil, states the region southeast, there was a great migration of descendants of
Asia, therefore, subgenotypes C2 (Alvarado-Mora, 2011). Genotype D was divided in
four subgenotypes (D1, D2, D3 e D4) found in different continents. The genotype F
are considered indigenous to the American continents, and four subgenotypes have
been described, F1, F2, F3 and F4. In Latin American, genotype F is the most
prevalent, with exception of Brazil, where genotype A (Alvarado-Mora & Pinho,
2013).

The presence of resistance mutations in treatment-naive patients has shown
clinical significance due to the pre-existing mutations, which need to be investigated
and traced. In this present study, we used direct sequencing of the HBV's DNA from
the reverse transcriptase (RT) from the polymerase region to track resistance
mutations to NA. In the Northern Region, there were no primary or secondary
resistance mutations found on the NA. In some studies, in treatment-naive patients,
they were not found too (Xu et al, 2015; Liu et al, 2010.). However, in patients in the
Northeastern Region, mutations resistant to NA were found (05/84) corresponding to
a prevalence of 6% of the samples. In several studies in the literature, most of them
being held in the Asian population, resistance mutations rates in naive patients
revolve around 1 to 20% (Pollicino et al, 2008; Liu et al, 2010; Tauseef et al, 2012,
Tan et al, 2012; Nguyen et al, 2009; Selabe et al, 2007). In Brazil, in a recently
published study (Gouveia et al., 2015), with samples from various regions of Brazil,
the resistance rate of mutations associated with NA was found to be 1.6% in naive
patients. Expanding the prevalence for the Northern and Northeastern regions, the
prevalence of resistance mutations to NA was found to be 2.6%.

One of the resistance mutations found in the Northeast was rtA194T, which
can be associated with resistance to TDF, which has shown in vitro reduced
susceptibility to TDF when combined with the resistance mutations to LAM M204V
and L180M. The clinical implication of the rtA194T mutation must be determined
through long-term follow-up clinical studies (Funk et al, 2002; Tenney et al., 2009).
HBeAg- patients may have an increased risk of selecting the rtA194T mutation, and
therefore, antiviral resistance, so another alternative would be an indication of ETV

as a first drug of choice (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2009).
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The other two mutations are associated with resistance to LAM rtL180M +
rtM204V and rtS202l. The rtM204V mutation is considered a primary resistance
mutation due to the susceptibility of HBV to LAM, and the rtL180M and rtV173L
mutations are considered compensatory or secondary mutations (Hoofnagle et al.,
2007), that can increase the viral replication fithess (Zoulim & Locarnini, 2009). The
rtM204V mutation was the most common in studies of naive patients (Feeney et al,
2007; Fung et al, 2008), which is the resistance mutation associated to LAM.
However, by the Clinical Protocol of Therapeutic Guidelines for Chronic Hepatitis B
(MS, 2011), LAM is not indicated as a first-line choice because of its low genetic
barrier and antiviral resistance rate that can reach approximately 80% in 05 years of
treatment (Shaw et al, 2006; Lok et al., 2009). The first lines of choices of antiviral
treatment for treatment-naive patients without cirrhosis are the ETV and TDF,
recommended by the Ministry of Health.

The resistance mutations rtL180M + rtM204V and rtS2021 may be associated
to the presence of mutations in the coding region of the HBsAg envelope region (S of
the HBV), as found in the patterns 1195M, W196L and G145R, indicating vaccine
escape. Mutations in the polymerase region associated with LAM resistance can
produce changes in the envelope region (S), and as they are superimposed, it results
in a reduction of antigenicity of the HBsSAg protein. Another interesting point, these
patterns of mutations found in patients with resistance mutations to NA in the S
region are more described for genotype A, compared to genotype D. In the literature
there are no mutations in the S region associated with the rtA194T resistance
mutation, confirming the results found (Torresi, 2002; Sheldon & Soriano, 2008). The
emergence of adefovir resistant mutant in patients with lamivudine resistance is more
common than in treatment-naive patients. Two major mutations of adefovir resistance
are rtN236T and rtA181V/T, and in the current study we found the mutation rtN236T.
Compared to patients with the resistance mutation to NA and without the mutation,
no clinical evidence was found. Although Zhang et al., conducted a systematic review
of the literature where the work showed that the variables such as genotype, sex, the
HBeAg status, compared to the genotype C, male and HBeAg-, present a clinically
significant association with higher rates compared to the genotypes B and D, female
and HBeAg -. The ALT serum levels showed no influences to the emergence of
antiviral resistance mutations (Zhang et al., 2015). In Brazil, there are few studies

that were conducted that survey resistance mutations to NA on naive patients
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seeking clinical association. However, other studies should be conducted to track
and trace the changes in the mutations profile, crossing with the epidemiological
characteristics of the population, with a larger number of treatment-naive patients
with CHB.

In conclusion, it is important to track the resistance mutations to NA in naive
patients due to pre-existing mutations in the RT region associated with antiviral
treatment, which has a direct impact on public health. This information, before the
start of treatment, may contribute to clinical decision making, reducing therapeutic
failure, and the risk of progression to cirrhosis and hepatocellular carcinoma for
CHB.
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Tables and figures

Table 1: Clinical features of treatment-naive patients for CHB attending two
Reference Centers for Viral Hepatitis between 2011 and 2015.

Northeast North
(n=84) % (n=105) %

Aget (min-max) 18-72 44,3+12,3 18-72 40,5+12,3
Gender (male\female) 40/39 50,6/49,4 39/66 37,1/62,9
ALTT (IU/L) 7-231 45,65+38,9 12-414 42,63+52,3
VR>41 IU/L 29 38,7 28 28,3
HBeAg (+/-) 10/62 13,9/86,1 07/91 7,1/92,9
HBV DNA log10 >4 12 15,6 14 13,3
HBV DNA levelt 1,51-8,34 3,3+1,47 1,75-8,04 3,12+t1,4
HBV genotype
A 75 89,3 62 59
D 2 2,4 22 21
F 6 7,1 21 20
C 1 1,2 0 0
Co-infection
HBV HCV 1 1,2 1,9
HBV HDV 4 3,8

Mutation
Escape vacinal
(sHBV) 5 24 ? 8,6
Mutation resistance
NA ° 0 0

tmedian and Standard Deviation (SD)
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Table 2. Virological and resistence mutation profile of CHB naive patients to

anologue nucleos(t)ides.

Mutation Resistence profile
. Viral load (1

Patient Age Gender "EII_II,-?nE:L}{ %8 Genotype rtHBV SHBV AgHBe Status  LAM ADV ETV TDF
H: 351 56 % 3,72 Al 52021 no reagent S S R S
H:105 G2 % 8.6 Al A194T no reagent S S S R
H:117 48 % 2,21 Al 2041 Q1294 reagent R S R S
H:123 27 % 6,11 F2 AlB1S reagent R R S S
H:226 30 ' 8,3 A2 L180M+M 204V 1195 reagent R S R S

Table 3. Comparing the epidemiological characteristics of patients with resistance

mutations and no resistance mutations in the HBV RT region.

Group with Group without

mutation (n=5) mutation (n=79)

Genotype type A
type non A
Gender male
female
HBeAg positive
negative
Age =40 years old
<40 years old
HBV DNA 2log 4
<log 4
ALT < VR=41 Ul/dL
= VR=41 Ul/dL

W D W N DN WODN WP P> P PS

71
8

36
38
r

60
44
21
10
62
44
26

*There was no significant association at a p <0.05
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3.3 CAPITULO 3: Mutations Associated With Drug Resistance and
Prevalence of Vaccine Escape Mutations In Patients With Chronic

Hepatitis B Infection

Manuscrito do artigo 3 refere-se ao objetivo especifico ¢) desta tese. Este artigo esta

sendo preparado para submisséo para a Revista Hepatology.
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Abstract

Background: The Brazilian public health system (SUS) has provided antiviral
drugs for chronic hepatitis B treatment for over 10 years, but a system for monitoring
for drug-related resistance mutations is not available. Aim: Determine the presence
of HBV mutations associated with resistance to nucleos(t)ide analogs among 81
naive patients with chronic HBV infection and treated at Hospital Universitario
Professor Edgard Santos, Salvador — BA - Brazil. Methods: HBV-DNA was PCR
amplified with primers deduced from the flanking of the rt domain at the HBV P gene,
and sequenced using ABI Prism 3730 (Applied Biosystems, USA), the sequence
extended 1032 bp and encompassed the entire rt domain (from amino acid 1 to 344).
Those sequences were submitted to the HBV drug resistance database (HBVrt DB,
Stanford University, USA) to retrieve each mutation according to the genotype and
treatment. Results: HBV genotype Al (85.2%) was the most prevalent, followed by
genotype A2 (4.9%), F (6.2%), and C1, D2 and D4 (1.2% each). Six patients (7%)
exhibited resistance mutations to LAM, ETV and TDF: two with patterns L180M +
M204V and four with other different patterns: L80I + L180M + M204I; L80V + L180M
+ M204V; M204l; A194T. All of these mutations were present in patients with
genotype A (four A1 and two A2). In addition, four mutations in gene S (three cases
with the sI195M mutation and one with the W196L mutation), associated with
mutations in the rt domain of the P gene were detected, corresponding to a rate of
6% of vaccine escape mutations. Conclusion: In this study, a strong association was
found between the occurrence of HBV resistance mutations and HBeAg positivity,

co-infection with HIV and a history of treatment for HBV and / or HIV.

Keywords: HBV, hepatitis B virus, resistance, nucleos(t)ides analogs.

Introduction

Although the safety and efficacy of vaccines, infections with hepatitis B virus
(HBV) is a public health problem, mainly, being one of the leading causes of death
from infectious disease worldwide. The World Health Organization (WHO) estimates
that one third of the world population has serologic evidence of HBV infection, 350
million people are chronically infected, and 600,000 die each year as a result of acute
or chronic hepatitis B (Kane 1995; WHO 2008). Infected have a high risk of
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developing severe forms of the disease such as cirrhosis, liver failure, hepatocellular
carcinoma, and death (Maddrey 2001) .

The HBV belongs to the Orthohepadnavirus genre of Hepadnaviridae family. It
has partially double-stranded DNA genome of approximately 3,200 nucleotides (nts.).
Although HBV is a DNA virus, it requires the reverse transcriptase activity during the
viral replication cycle. Errors promoted by reverse transcriptase during replication
generate are at a rate of approximately 1.4 and 3.2 x 10-5 substitutions of
nucleotides (nt.) per year (Locarnini 1990). This rate is considered the highest among
DNA virus genomes (Duffy 2008). This phenomenon is responsible to form
heterogeneous groups of sequences of the viral genome in the same host, known as
viral quasispecies.

Under the action of antiviral drugs, the quasispecies population can evolve
through the selection of resistant HBV mutant forms due to the drugs. In order to
prevent the emergence of resistance and to guide treatment decisions, the
continuous monitoring of patients during the antiviral treatment is necessary.
Therefore, viral mutations have virological, laboratory and clinical effects that can
ultimately determine the therapeutic failure (MARTELL 1992; CHEN 2002).

In the last twenty years, significant advances in the treatment of chronic
hepatitis B have occurred, initially by the use of interferon-alpha ( INF-alpha ) , which
allowed changing the natural progression of the disease, and more recently, by the
use of pegylated-interferon (peg-INF) , which helps the patient through its
administration in a single dose (1 dose / week) . However, INFs have restricted its
use due to high cost and mainly because of its side effects. This limitation does not
occur with the use of nucleos(t)ide analogues. However, as mentioned above, the
extended use of nucleos(t)ide analogues can determine the emergence of drug-
resistant (eg, YMDD mutant) strains. This can occur in up to 32 % of patients with the
"e" antigen reagent in the HBV serum (HBeAg or nuclear protein) after one year of
treatment, reaching 70% of patients after four or five years of treatment with
lamivudine (LAM). The advent of mutations that confer resistance to nucleos(t)ide
analogues usually aggravate the condition of chronic hepatitis B, bringing back the
risk of complications and resulting in an increased activity of a necroinflammatory
liver ("flares") (Thompson 2006) .

Moreover, resistance to one drug may predispose to cross-resistance to other

drugs, thus generating many patients infected with multi-resistant viruses. It is also
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known that mutations in the reverse transcriptase (target of nucleos(t)ide analogues)
predispose mutations in the HBV S gene, favoring a possible vaccine escape
(Lacombe 2013).

The international scientific literature has supported research on screening for
genotypic resistance of HBV variants that do not correspond to those found in Brazil.
Therefore, this study may contribute to the association of resistance for the
genotypes Al and F.

Given this context, and in order to benefit patients with chronic hepatitis B, the
monitoring of antiviral treatment is very important: the patient who receives treatment
finds adherence difficult due to the need of its long-term use; and the medical and
health system, will have a technical parameter to evaluate treatment protocols, to
decide upon a more efficient treatment that is less burdensome to the health system.

The purpose of study was to determine the presence of HBV mutations
associated with resistance to nucleos(t)ide analogues among 81 naive patients with
chronic HBV infection and treated at the Hospital Universitario Professor Edgard

Santos, Salvador — BA - Braazil.

Materials and Methods
Study sites and samples

The study was conducted at the Centro de Pesquisas Goncalo Moniz
(FIOCRUZ-BA), Salvador-BA, in collaboration with the Hepatology Service of
Ambulatério Magalhdes Neto, Hospital Universitario Prof. Edgar Santos of the
Universidade Federal da Bahia (HUPES-UFBA), Salvador - BA, the Research
Laboratory of Infectious Diseases (LAPI-BA), Salvador - BA and the Central Public
Health Laboratory (LACEN-BA), Salvador - BA.

We recruited all HBV DNA detectable (viral load above 160 copies / mL)
patients being accompanied at the Hospital Professor Edgar Santos who made blood
draw to evaluate the viral load in the period from July 2012 to May 2015, for the
presence of AgBHSs for more than six months, and with a confirmatory molecular test
represented by a HBV-DNA qualitative. These patients were naive or treated with
nucleos(t)ide analogues (LAM, ETV, ADV and TDF), and agreed to participate by
signing the TCLE that was approved by the Ethics Committee for Research Involving
Human Subjects of FIOCRUZ-BA and HUPES-UFBA.
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Collection and storage of data and samples

Data from interviews and reviews of medical records were registered in a
database protected by password, available at FIOCRUZ, and accessible only by
members of the research team (REDCap, Vanderbilt Univerity, USA). A blood
sample was collected from each participant to carry out the HBV viral load with
COBAS® TagMan kit (Roche, USA) and the analysis of resistance mutations. The
samples were processed within 2 h from the collection by serum separation, then
aliguoted and frozen in a freezer at -80°C until use, to prevent degradation of viral
DNA.

HBV- DNA isolation and sequencing of amplicon.

Total DNA was extracted from 200 ml of each serum sample using the High
Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche, USA) according to the manufacturer's
instructions. Two overlapping regions comprising the whole area of rt were amplified
using primers, CF and S-R2A, and RT-F4 and RT-3a.A, the amplification using the
primes CF and S-R2A was performed with a volume of 60 uL containing 5 uL of the
extracted DNA, 1x PCR buffer without MgClI2-, 0.20 mm of each dNTP, 1.5 MgCl 2,
0.3 mM of each primer and 0.02 U / uL Taq Polymerase Platinum. The reagent
mixture was heated at 94°C for 2 min; followed by 40 cycles of denaturation at 94°C
for 20 seconds, annealing at 57°C for 30 seconds and extension at 72°C for 60
seconds; and finally one more step at 72°C for 5 minutes to finish the extension of
the tapes that were already amplified. RT-PCR amplification with these primers F4
and RT-3a was carried out with 60 uL, with the same reaction conditions, but with the
proposed annealing temperature of 59°C.

The amplified products were subjected to electrophoresis on agarose 1% gel,
prestained with SYBR Safe (Invitrogen, USA) and visualized with the transilluminator
under blue light.

Purification of PCR products was performed using the PureLink PCR
Purification Kit (Invitrogen, USA) according to the manufacturer's instructions. The
material was sent for sequencing of the polymerase gene through the BigDye
Terminator method (ABI 3730).

Assembling sequence and determination of HBV genotypes
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The sequences of at least four (max. 6) of each isolate were assembled along
with a reference sequence of the genotype Al or F (Genbank accession number
AB116092 and AY090459, respectively). Analyses were performed using software
CLC Main Workbench v.6.9 by visual inspection of electropherograms and correction
of conflicting sites. For this analysis, we used the function "assemble sequences to
reference" and the program's default parameters. The contigs had a size of 1032 bp
(corresponding to amino acids 1-344 of the RT HBV) (Stuyver, L. 2000). The
consensus sequence of each isolate was compared to a reference HBV sequence
available in the DB HBVrt database (Rhee Margeridon-Thermet et al. 2010) for
genotyping. The sequences were also analyzed in the MEGA program V.5.05
through the Neighbor-Joining algorithm (NJ) and 100 bootstrap replicates using
analysis (Tamura K 2011).

Analysis of resistance mutation of RTHBV gene

The antiviral resistance mutations for chronic hepatitis B located in rtHBV
L8OV /1, V84M, 1169T, V173L, L180M, A181V / T, T184G, A194T, S202G / I, M2041 /
V /S, 1233V, N236T and M250V were reviewed using an online tool available in the
rtHBV DB database (Stanford University, USA) (Rhee, Margeridon-Thermet et al.
2010). This software also allows searching for mutations that impact on vaccine
escape mutations associated with the rt, located in the S gene rtM2041 (sW196*/ S /
G), rtM204V (sl195M) + rtM204V rtL180M / | (no mutations rtL180M) or rtV173L +
rtL180M + rtM204V / | (SE164D, sI195M).

Data analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 21 program (IBM, USA). The
events of interest were reported with mean and standard deviation. To compare
proportions, the Chi-square test (corrected by Yates) or Fisher's exact test were used
when recommended. The odds ratio (OR) was calculated using the method of cross-

products. In all statistical tests, a significance level of 5% (p <0.05) was used.

Results

A total of 81 patients had a viral load above 160 copies / ml, which allowed the
search for HBV resistance mutations by the standardized method as described
above. In addition, 90% (73/81) had records in HUPES, which allowed for a review of
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clinical and laboratory data. The sample showed a higher frequency (56%) of males
with a mean age (years) of 44.2 + 14.3 (SD = standard deviation). It was observed
that most patients are mono-infected with HBV and with fibrosis F1 - F3.

Only 25% (18/73) of patients with chronic hepatitis B had a history of previous
antiviral treatment or in progress. The treatment was administered in male
predominantly patients (78%) that were HBeAg positive (73%), ALT altered (72%),
with fibrosis F1 - F3 (100%), according to the data obtained upon admission (Table
1).

A chart review was not possible in one patient. The HBeAg seropositivity and
ALT levels were maintained practically unchanged between admission and
pretreatment. One patient did not test for HBeAg before treatment, but this was
positive upon admission. The average viral load of HBV was of 7.3 £ 7.6 log / mL,
much greater than 2,000 copies / mL or 3 log / mL, a value that is recommended by
the Ministry of Health protocols as a standard for indication of treatment (Table 2).
The average duration of treatment was 3 years, the minimum was less than one year
and maximum 11 years. Most patients were treated with a single treatment regimen
(82%) and monotherapy (78%). In our series, ETV was the most frequently
administered drugs (44%), followed by TDF (39%), INF (16%) and LAM (16%) (Table
2).

The timeline of sixteen patients with their treatment history is represented in

Figure 7. The oldest treated patient was admitted in 1998 (T-5), but only started
treatment in 2012, waiting for fourteen years. The time of monitoring and the start of
treatment were influenced by individual clinical features and the availability of
antiviral drugs. INF and / or LAM analogues were administered to patients who
began treatment earlier. Insofar as other antiviral drugs with greater genetic barrier
and less side effects were available, they were gradually being preferably used
(Figure 1).
Amplification and sequencing of HBV DNA for research of resistance mutations was
performed on all samples tested. Altogether, 81 contigs were analyzed with, the size
of 1032 bp, which corresponds to the total area of the rt P gene domain. Among the
isolates tested, the A1l genotype was the most prevalent (85.2%) followed by the A2
genotype (4.9%) F (6.2%) and C2, D2 and D4 (1.2% each).

Six isolates (7%) have mutations associated with the development of

resistance to nucleos(t)ide analogues in the rt P gene domain (genotypic resistance):
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two patients showed the pattern L180M + M204V and four had other standards (L80I
+ L180M + M2041, M204V + L80V + L180M, M204I, A194T).

All mutations were identified in isolates with genotype A. In addition, four strains with
mutations in the S gene mutations associated with the P rt gene domain were
detected. This corresponds to a rate of 6% of vaccine escape mutations. Three
cases presented the sI195M mutation and the sW196L mutation. Although these
codons overlap only in the region of the rtM204V / | mutation, changes in the S gene
were found only between the cases with the compensatory mutations rtL80I / V and
rtL180M (Table 3).

Taking as the outcome, the occurrence of mutations was significantly
associated to this event: positive for HBeAg, co-infection with HIV and history of
treatment for HBV and / or HIV (Table 4). Due to lack of data from some patients and
the sample size, the impact of the pretreatment viral loads on the occurrence of
resistance mutations was not possible to be evaluated.

Discussion

We found that the genotypic profile of the studied populations was very similar
and presented the three genotypes (A, D, F) circulating in Brazil (Araujo, Mello et al
2004; Bottecchia 2008, Gouvéa 2015). Interestingly, a patient with genotype C was
found, although this genotype is characteristic in the East Asian region, it has been
described in Brazil, as of recently (Bertolini OF 2012). Still, it observed a higher
frequency of HBV infection in men and with an average age of 40 years. Data that
corroborate the literature, which indicates a higher hepatitis B infection rate in groups
of men (Bottecchia 2008).

The main resistance mutations are found between the amino acid positions 80
to 250 (M Ghany 2007). And mutations in the YMDD motif at position 204 are the
most frequent and relevant to resistance to lamivudine (DA SILVA 2000; Haddad
2010).

In the study population, we observed the presence of mutation of the following
standards: L180M + M204V and four different patterns: L80I + L180M + M204I; L80V
+ L180M + M204V; M204I; A194T.

Among the factors which predispose HBV resistance to analogues, there are:
the persistence of HBsAg for more than 6 months in serum situation, which

characterizes chronic hepatitis B, and elevated viral load and transaminases before
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the treatment and on the duration (time) of the treatment (Thompson 2006) and the
presence of HBeAg pre-treatment and co-infection with HIV.

In this study we observed a strong association of factors: history of treatment,
pretreatment of HBeAg positive status, and co-infection with HIV to the development
of the resistance mutation (p = 0.01, p = 0.01 and p <0.01 respectively).

As mentioned before, resistance mutations related to lamivudine are mainly in
the YMDD motif. Because of this reason, M204V and M204I are the most frequent
resistance mutations to lamivudine (Z © OLLNER 2004; Thompson 2006; Haddad
2010). It is also reported that the M204V mutation reduces viral fithess when
compared to M2041. By virtue of this characteristic, the M204V mutation is combined
with the compensatory mutation L180M to enhance this replication capacity, while
the M2041 can be more easily found individually (Z * OLLNER 2004; Thompson 2006;
Haddad 2010).

Tenofovir is analogous with higher genetic barrier, so it has little or no
associated resistance mutation. Recently, the A194T mutation has been described
with a resistance mutation, in vitro, associated with the TDF. This mutation has been
described in the literature in a HIV monoinfected case treated with TDF for 6 months
(Lacombe, Boyd et al. 2013). In our study, the patient who had the virus with this
mutation was treatment-naive and had a viral load of <2,000 IU / ml or 3 log / mL.

Although there are still few studies, it is believed that the genotype may also
have influence on the development of resistance to antiviral drugs, and genotype D is
the most frequent for M2041 mutation in comparison to the genotype A. (Z " OLLNER
2004; Bottecchia 2008; Haddad 2010).

In this work, all the mutations found were present in patients with genotype A.
However the association analysis did not show statistically significant results.

The work also includes analysis of changes in the S gene, with impact on
vaccine escape, associated with mutations in the RT. A rate of 6% of sequences was
found to have vaccine escape mutations, lower than the rate reported in studies with
patients coinfected with HIV (Lacombe, Boyd et al. 2013). Those change for the
group of patients coinfected with HIV and have the genotype D, and are in a
prolonged treatment with lamivudine as risk factors for the development of these
mutations. However, in this work, such mutations in the HBV consensus sequences
of three patients coinfected with HIV and monoinfected was observed, all genotypes
A.
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Conclusion

In the population studied, we found a higher frequency of men that were
HBeAg negative patients, 25%, however, among patients treated for HBeAg positive,
the percentage was higher, with 71%. With respect to HBV genotyping, an increased
prevalence of the genotype Al (85.2%) followed by the genotype A2 (4.9%), F
(6.2%) and C2, D2 and D4 (1.2% each) was observed. There was a rate of 7% of
mutant strains resistant to nucleos(t)ide analogues, and a strong association
between the occurrence of resistance mutations for HBV in patients with co-infection
for HIV in the treatment history, and negative anti-HBe was found. In the future, a
study with an analysis of the level of viral quasispecies will be necessary.

Finally, given the results presented before therapy is initiated, it is extremely
important to monitor the viral load and identify the resistance mutations to support
clinical decisions about management of patients and prevent the emergence of

resistant multi-viruses.
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Tables and figures

Table 1. Demographic and clinical characteristics at admission of patients with
chronic hepatitis B treated at HUPES, 2012-2015.
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Treatment history

Characteristics  Naive Treated Total
on admission N=55" Average N =187 Average + N =737 Average
(%) + DP (%) DP (%) + DP
Sex
Male.:Fem. 27:28 14:4 41:32
(49:51) (78:22) (56:44)
Age (years) 439 + 46,9 + 14,7 44,2 +
14,2 14,3
Min. — Max. 17-71 18 -76 17 -76
Serology pos.
AgHBe 5/45 (11) 11/15 (73) 16/60 (27)
anti-HCV 1/39 (3) 0/16 (0) 1/55 (2)
anti-HIV 0/28 (0) 3/13 (23) 3/41 (7)
anti-HTLV I/l 1/18 (6) 1/7 (14) 2/25 (8)
ALT 88,8 + 73,4 + 485 84,7 +
332,1 284,9
>VR =41 18/48 (38) 13/18 (72) 31/66 (47)
ul/dL
Biopsy
/Elastography
FO 3/8 (37) 0/7 (0) 3/15 (20)
F1-F3 5/8 (63) 7/7 (100) 12/15 (80)
F4 0/8 (0) 0/7 (0) 0/15 (0)
Steatosis 13/25 (52) 3/7 (43) 16/32 (50)

T Total vary depending on availability of data. DP = standard deviation.
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Table 2. Clinical and laboratory data pretreatment of patients treated with antiviral
drugs in HUPES, 2012-2015.

Characteristics

N=18T
%

Average + DP

Pretreatment
AgHBe pos. 10/14 (71)
ALT 72,3+67,2
> VR =41 Ul/dL 12/16 (75)
HBV-DNA (log/mL) 73+7,6
Treatment history
Previous 3/17 (18)
In course 14/17 (82)
Duration of treatment 30x4,1
(year)
Min. — Max. <1-11
Number schemes
1 14/17 (82)
2 3/17 (18)
Type of regimen
Monotherapy 14/18 (78)
Conjugada 4/18 (22)
Antiviral drug
INF 3/18 (16)
LAM 3/18 (16)
ETV 8/18 (44)
TDF 7/18 (39)

T Total vary depending on availability of data. DP = standard deviation.
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Figure 1. Patients in the timeline with chronic hepatitis B treated in HUPES-UFBA

Complex, between 2012 and 2015.

Note: The "x" represents the admittance, the dotted line monitoring period and the

rectangle patient treatment period. * Patients seropositive for HIV.

The T17 and T18 cases are patients treated at Couto Maia and CEDAP respectively

and for this reason are not represented on the timeline.

Table 3. Genotypic profile of patients with mutations of resistance to analogues

nucleos(t)ides.

Case Origin Genotype Mutations

Gene P Gene S
T-6 BRA/BA/SSA Al L80V+L180M+M204V [195M
T-11 BRA/BA/SSA Al M204I -
T-17 BRA/BA/SSA A2 L180M+M204V [1195M
T-18 BRA/BA/SSA A2 L180M+M204V [195M
N-1 BRA/BA/SSA Al A194T -
N-2 BRA/BA/SSA Al L80I+L180M+M2041  W196L

N = naive patient; T = treated patient.



Table 4. Clinical and laboratory characteristics of patients with chronic hepatitis B
with / without mutation seen at HUPES between 2012-2015.
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With Mutation Without Mutation
Characteristics N=6" Average N=75" Average zDP P
+DP
AgHBe 0,01
Pos. 3 12
Neg. 0 44
HIV
Serum positive 2 0 <
0,01
Serum, negative 1 37
ALT, Ul/dL 835+ 72,8%
19,0 74,3
Level ALT
>VR=41Ul/dL 3 28 ns
<VR=41UlldL 1 33
Viral load, log/mL 1 6,28 9 5,54 +1,65 nd
Genotype ns
A 6 65
No-A 0 8
Hist. treatment 0,01
Treated 4 14
Naive 1 53
Antiviral drug ns
LAM 1 1
Others 2 13
Duration of treat., 2 76 £ 76 14 30£35 ns
months

T Total vary depending on availability of data. DP = standard deviation. ns = not
significant. nd = not determined.  * Some patients were treated for HIV with other
analogues nucleos(t)ides.
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3.4 CAPITULO 4: Epidemiologia molecular do virus da Hepatite B no

Estado do Acre, Brasil

Manuscrito do artigo 4 refere-se ao objetivo especifico c¢) desta tese. Este artigo esta
sendo preparado para submisséo para Journal Virology
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Resumo

A hepatite B (VHB) é uma infeccdo cronica, em contrapartida apresenta
programas de imunizacdo e tratamento antiviral disponivel, entretanto mutacdes do
genoma do VHB, principalmente no gene S e no gene P da regido da Transcriptase
Reversa (RT), resultam em mutagcOes de escape vacinal e mutacdes de resisténcia
aos andlogos de nucleos(t)ideos que devem ser rastreadas, devido as suas
implicacdes clinicas. O presente estudo demonstrou em uma amostra de 156
pacientes com VHB cronica proveniente do estado do Acre, na regido Norte do
Brasil, uma taxa de mutacdo de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos de
1,2%, as mutagBes primarias encontradas foram rtA181E, e rt rtT184S/T. As
mutacfes de escape vacinal que estdo relacionadas com a reducdo da
antigenicidade do AgHBs, apresentaram uma taxa de 7,1%. Mutacdes
compensatoérias também foram encontradas, sendo que as mais frequentes foram
rtN246S, rtH248N e rtl233V. Os genoétipos circulantes foram A, F e D
respectivamente e os subgenétipos foram Al, D1, D2, D3, D4, F1 e F2. Devido a
emergéncia das mutacdes de escape vacinal e mutacdes de resisténcia ao
tratamento antiviral, e a gravidade da doenca hepatica provocada pelo VHB, o
rastreamento das mutacdes sdo importantes devido ao impacto na conduta

terapéutica.

Introducao

O virus da hepatite B (VHB) é considerado como um dos maiores problemas
de saude publica no mundo. Aproximadamente, 400 milhdes de pessoas estao
cronicamente infectadas com VHB, sendo responsavel por mais de 600.000
registros de oObitos por ano (El-Serag e Rudolph, 2007; Trepo et al., 2014). A
infecgéo pelo VHB apresenta um grande impacto pessoal, social e econdémico, esta
associado com uma significativa morbimortalidade, podendo evoluir para cirrose
hepatica, descompensacéo hepatica e carcinoma hepatocelular (Chen et al., 2006;
Di Bisceglie, 2009; Lok e Mcmahon, 2009).

Apesar de existir vacina segura e eficaz e tratamento antiviral para o VHB,
mutacbes no genoma do VHB tém sido descrita na literatura cientifica com
implicagBes bioldgicas e clinicas. Dentre essas mutagfes, as mutagdes no gene S
estédo relacionadas ao escape vacinal e mutagdes no gene P, precisamente, as da

regido da trascriptase reversa (RT) estéo relacionadas as mutacdes de resisténcias
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ao tratamento antiviral, os analogos de nucles(t)ideos. As muta¢des de resisténcia
podem ser de dois tipos, as mutacdes de resisténcia primaria, que sao diretamente
responsaveis pela resisténcia e as mutacdes de resisténcia secundarias ou
compensatorias, que Sao responsaveis por promover ou aumentar a replicacao viral
(Lok et al., 2007).

A analise filogenética das sequéncias gendmicas dos isolados em varias
regides geograficas permitiu a caracterizacdo da diversidade do VHB definida em
até o presente momento em 10 gendtipos e 9 subtipos com base nas diferencas das
sequencias de nucleotideos do gene pré S/S ou do genoma completo. Utiliza-se
como padrao que diferentes gendtipos devem apresentar uma divergéncia = 8% e
gue a determinacdo dos sub-gendtipos de um mesmo gendétipo deve apresentar
divergéncia > 4% em sua sequéncia de nucleotideos (Okamoto et al., 1988; Norder
et al., 1994; Stuyver et al., 2000; Arauz-Ruiz et al., 2002) (Okamoto H, 1988; Norder
H, 1994; Stuyver L, 2000; Arauz-Ruiz P, 2002).

A distribuicdo geogréfica dos gendtipos do VHB apresenta padrées
caracteristicos. O gendtipo A é mais prevalente no noroeste da Europa, América do
Norte e regides da Africa; os gendtipos B e C em individuos de origem asiatica do
extremo leste, China e Japao; o gendétipo D € cosmopolita, mas a prevaléncia é
maior em paises dos Balcas, Oriente Médio, podendo entender-se até a india; o
genotipo E esta restrito a areas do oeste sub-Saara; o gendtipo F € predominante
entre indios da América Central e do Sul; o genétipo G é encontrado nos EUA e
Franca; e o gendtipo H foi recentemente encontrado na América Central (Stuyver et
al., 2000; Franca et al., 2004; Norder et al., 2004). O gendtipo | foi descrito no
Vietnd, Laos e China e o genotipo J no Japao (Locarnini et al., 2013). Os genotipos
circulantes descritos para o Brasil sdo respectivamente o A, D e F (Sitnik et al.,
2004; Mello et al., 2007; De Oliveira et al., 2008). O gendtipo F é mais frequente na
populacéo indigena na regido Norte do pais (Viana et al., 2005; Santos et al., 2010).

No Brasil, a endemicidade do VHB é heterogénea, sendo a infeccdo mais
prevalente na regido norte do pais, e o Estado do Acre € 0 que apresenta a maior
taxa de deteccdo de VHB entre todos os estados brasileiros, com aproximadamente
60% de casos por 100.000 habitantes (Ministério Da Saude, 2011). S&o poucos 0S
estudos cientificos brasileiros, que aplicam a epidemiologia molecular para a
hepatite B. O presente trabalho teve como objetivo rastrear as mutacdes de escape

vacinal e de resisténcia antiviral, e os gendtipos e subgenatipos circulantes do VHB,
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através da aplicacdo da epidemiologia molecular nos pacientes com hepatite B
cronica no Acre, regiao Norte do Brasil.

Metodologia
Participantes da Pesquisa

Estudo de corte transversal, analitico, envolvendo 156 pacientes com hepatite
B crbnica, amostras coletadas durante o periodo de 2011-2012. Todos o0s pacientes
apresentaram AgHBs positivo por mais de seis meses, e ndo apresentaram co-
infeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os participantes da
pesquisa foram provenientes do Servigo Especializado do Ambulatério de Hepatites
do Hospital Fundacdo do Acre — FUNDHACRE (Hospital das Clinicas) em Rio

Branco, Acre, regido norte do Brasil.

Carga viral do VHB

O VHB-DNA foi detectado e quantificado por ensaio de PCR em tempo real.
Os procedimentos adotados seguiram as recomendacfes do fabricante e foram
realizadas automaticamente nas instalagbes do Laboratério Central de Saude
Publica do Estado do Acre (LACEN).

Reacédo de Cadeia da Polimerase — PCR

O VHB-DNA foi extraido a partir das amostras dos pacientes a partir de 200 ul
de cada amostra de soro utilizando o Kit High Pure Kit de Acido Nucleico viral
(Roche, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante. A regido do gene da RT
do VHB (1032 pb) foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os
iniciadores (primers) foram descritos por (Krekulova et al., 2003) e modificado para
aumentar a sensibilidade da PCR. Na primeira reacdo, os iniciadores utilizados
foram HB-1 5 'TAT TTC CCT GCT GGT GGC TCC 3' (posi¢do 50-71), e HB-4 5
'ACT TTC CAA ATA TCA GG 3' (posicdo 969-986). Na segunda reacdo, 0S
iniciadores utilizados foram HB -5 5 'TAA GAA CAG ACC CTG CTC CG 3' (posicao
78-98) e HB-8 5 'ACA ATA TGT TGA TGT TCC GG 3' (posigdo 909-929) (Life
Technologies, EUA).

Para a amplificagdo do DNA, 5.0uL da amostra foi utilizado para a primeira
reacdo com 0s seguintes reagentes: 2,5 ul de tampéao 10 x de PCR, 0,5 uL de
mistura de dNTP (10 mM), 1,25 ul de MgCI2 (50 mM), 0,5 ul de cada iniciador, e 0,2
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ul de DNA-polimerase Taq Platinum (5 U / mL) (Invitrogen, San Diego, CA, EUA),
resultando num volume final de 25 uL. As condi¢des de ciclos usados inicialmente
foram de 94 ° C durante 2 min de desnaturacdo, seguida de 45 ciclos de 94 ° C
durante 30 s, 56,0 ° C durante 30 s, 72 ° C durante 2 min, e uma extensao final de
72 ° C durante 7 min no termociclador Mastercycler Gradient Termociclador
(Eppendorf, em Hamburgo, Alemanha).

Para a segunda reagao foi utilizado 1.0uL do produto de PCR, com os
seguintes reagentes: 5 ul de tampao de PCR 10 x, 1,0 uL de mistura de dNTP (10
mM), 2,5 mL de MgCI2 (50 mM), 5 uL de cada iniciador, e 0.2uL de platina ADN-
polimerase Taq (5 U / mL) (Invitrogen, San Diego, CA, EUA), resultando num volume
final de 50 uL. As condicbes de ciclos usados foram de 94 ° C durante 2 min de
desnaturacao, seguida de 35 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 60,0 ° C durante 30 s, 72
° C durante 2 min, e uma extensao final de 72 ° C durante 7 min no termociclador

Mastercycler Gradient Termociclador (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Sequenciamento da regidao VHB RT

As amostras foram purificadas com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen,
EUA), e sequenciados com os iniciadores (primers), utilizando o kit BigDye
Terminator Cycle Sequencing 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de
acordo com as instrucbes do fabricante. As reacdes foram realizadas no

sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

A analise da sequéncia

Para confirmar o tipo de virus, as sequéncias obtidas foram analisadas
usando a ferramenta BLAST GenBank. A analise genotipica do VHB foi realizada
por comparacdo das sequéncias referéncias com as sequencias obtidas a partir de
VHB-DNA isolado a partir dos pacientes com sequéncias de consenso do VHB.
Posteriormente, sequéncias de nucleotideos foram analisados utilizando os
softwares DNA Star 5.0 e 4.0 MEGA. MutacBes de resisténcia (RT), genaotipos,
subgenotipos e mutacdes no gene S foram determinadas por analise filogenética
utilizando sequéncias publicadas e foi realizado fenotipagem virtual por dois
algoritmos, disponivel no site da Universidade de Stanford (http: // hivdb.
stanford.edu/HBV/HBVseqg/development/HBVseq.html) e no site do Max-Planck-
Institut fur Informatik, Alemanha (http://hbv.geno2pheno.org/index.php). As 156
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sequéncias destas analises foram submetidas ao GenBank (numero de acesso:
KUB847472-KU847634)

Analises estatistica

As variaveis foram analisadas através do pacote estatistico SPSS 20.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, EUA). Os eventos de interesse foram descritos atraves de
frequéncias e de medidas de tendéncia central (média e mediana) e dispersdo
(desvio padrdo). Concentracdes de DNA do VHB foram expressos em uma escala

logaritmica.

Considerac0es éticas
Este estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica da FUNDHACRE,
Rio Branco, Acre.

Resultados

Os pacientes apresentaram uma idade média com desvio padrdo de
40,9+12,4, e a faixa etéria entre 18 a 72 anos de idade. Os pacientes acima de 40
anos, correspondem a 49,4%, sendo que a maior frequéncia foi do sexo feminino
com 59%. Os pacientes que residem na capital e no interior do Acre foram
praticamente 50% cada.

Os niveis de alanina aminotransferases (ALT) em média com desvio padrao,
foi de 42,63+52,3, sendo que foram observados valores de 12 a 414IU/L e os que
apresentaram ALT acima do valor de referéncia (41Ul/mL) foram 30,3%. A maioria
dos pacientes com VHB crénica, 86,4% apresentaram AgHBe negativo.

Em relacdo a carga-viral do VHB-DNA os valores foram dados em log10, a
média com desvio padrdo foram de 3,47+1,5, com o valor minimo de 1,74 e o
maximo de 8,4log10 coépias por mL. Os resultados acima de 4log copias por mL
correspondem a 23,7%. Os pacientes que nao foram tratados, os pacientes virgens
de tratamento, correspondem a 59,5%, e os pacientes em tratamentos foram 40,5%.
Destes, 7,1% foram diagnosticados com cirrose hepatica.

Os gendtipos circulantes foram o A com 57%, D com 19,9% e o F com 23,1%.
Os subgenotipos foram A1(57%), D1(1,3%), D2(2,6%), D3(9,0%), D4(7,1%),
F1(7,1%) e F2(16%). Os pacientes que apresentam co-infeccdo com VHC, foi 1,9%
e com o VHD foi de 11,5%.
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As mutacdes de resisténcia foram encontradas em dois pacientes em

tratamento que corresponde a uma taxa de 1,2% e 0s que apresentaram mutagoes

de escape vacinal foi de 7,1% (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas epidemiologicas, tratamento e perfil de mutacdes dos

pacientes com VHB crénico, atendidos no Hospital das Clinicas do Acre, no periodo

de 2011-2012.

Caracteristicas (n=156) %
Idadet (min-max) 18-72 40,9+12,4

> 40 anos 77 49,4
Sexo (masculino\feminino) 64/92 41/59
Residéncia

Rio Branco (Capital) 64 49,2

Interior 66 50,8
Niveis de ALT

ALTT (IU/L) 12-414 42,63+52,3

VR>41 IU/L 36 30,3
Status AgHBe 29 38,7

AgHBe (+/-) 20/127 13,6/86,4
VHB-DNA

DNA -VHB log10 >4 37 23,7

DNA-VHB nivel T 1,74-8,4 3,47+1,5
Perfil de tratamento

nao tratados (virgens) 91 59,5

em tratamento 62 40,5
Cirrose 11 7,1
Gendtipos do VHB

A 89 57

D 31 19,9

F 36 23,1
Co-infeccao

VHC 3 1,9

VHD 18 11,5
Mutacoes

Escape vacinal (sHBV) 11 7,1

Mutacéo de resisténcia NA 2 1,2

T valores : média e DP(desvio padrao) * valores variam de acordo com a

disponibilidade dos dados

As mutacdes de resisténcia primaria associada aos analogos de nucleos(t)ideos

encontradas foram rtA181E e rtT184S/T. As mutacfes na regido S, estédo descritas
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na Tabela 2, as mutagdes em negrito estdo relacionadas as mutacdes de escape

vacinal:

Tabela 2. Deteccéo de genatipos e subgenotipos, mutacdes de resisténcia na rt da

polimerase e mutacdes no gene S, em pacientes com VHB cronicos.

Amostra Genotipo Mutacdo Mutacéo no AgHBs

Subgendtipo RT

1016 Al 119R, 127R, 133T

1022 Al 133T, 145A

1048 Al 119R, 121S, 121Y, 123N, 126, 128V, 130N, 133T
1062 F2 140S

1104 Al 117T, 121S, 133L

1111 F2 144E

1116 D2 101H, 120A, 120P, 120S, 120T, 133T
1151 Al 122K, 126N, 134V

1152 F1 181E

1183 D3 120P, 120T

1189 Al 184S

Foram estimadas frequéncias dos padrbes de mutacbes de resisténcia nos
sitios dos dominios da rt da polimerase, dos quais foram relacionados com o
gendtipo. As mutacBes mais frequentes foram: rtN246S (23,7%), rtH248N (5,1%),
rt1I233Ve rtN238H/S/T (3,8%), rtI187L/N, rtI187L/N e rtS219A/S (3,2%), rtL217R/M,
rtL220L/V, rtN248H, rtQ215H/Q, rtV214E/A (2,5%), rtL229M/L/V (1,9%), rtK212N e
rtL207M (1,3%), rtA194S, rtL235S, rtN226H e rtT237P/T (0,6%).
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Tabela 3. Frequéncia dos padrdes de mutacdes, substituicdo de nucleotideos na RT
da polimerase em pacientes VHB cronicos.

Mutacdes na regido da RT Gendtipos No %
rtN246S F 37 23,7
rtH248N D/F 8 51
rt1233Vv A/D 6 3,8
rtN238H/S/T A/D 6 3,8
rtil87L/N A 5 3,2
rtS219A/S A/F 5 3,2
rtL217R/M AlF 4 2,5
rtL220L/V F 4 2,5
rtN248H A/D/IF 4 2,5
rtQ215H/Q AID/F 4 2,5
rtV214E/A A/D 4 2,5
rtL229M/L/V A 3 1,9
rtkK212N A 2 1,3
rtL207M F 2 1,3
rtA194S A 1 0,6
rtL235S A 1 0,6
rtN226H A 1 0,6
rT237P/T F 1 0,6
rtY245H D 1 0,6
Discusséo

No Brasil poucos estudos foram realizados utilizando a epidemiologia
molecular aplicada para hepatite B crénica, com o objetivo de rastrear as mutacdes
de resisténcia com terapia antiviral em pacientes tratados com AN ou virgens de
tratamento, ou as mutacfes de escape vacinal, correlacionando com 0s genotipos e
subgenotipos na regido Norte . Apesar do grande volume de estudos que abordam a
nivel mundial as mutagdes no genoma do VHB suas implicagbes clinicas e
biolégicas, apenas alguns poucos estudos relatam a situagéo do tratamento antiviral
no Brasil para os pacientes com hepatite B crénica. A maioria destes estudos se

concentra na ocorréncia de mutacoes de resisténcia a LAM (Da Silva et al., 2001;
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Bottecchia et al., 2008; Haddad et al., 2010), principalmente em pacientes co-
infectados com (Santos et al., 2004; Sucupira et al., 2006; Mendes-Correa et al.,
2010; Silva et al., 2010).

O presente estudo realizado no estado do Acre, na regido da Amazonia
Ocidental, considerada uma é&rea de alta endemicidade de VHB e co-infeccdo com o
virus Delta (VHD), demonstrou uma média de idade, também encontrada em outras
regides do pais, em torno de 40 anos, sendo que aproximadamente 50%
apresentam mais de 40 anos, entretanto, a maior frequéncia foi do sexo feminino,
podendo sugerir que no estado do Acre, a transmissao que apresenta a maior
frequéncia de infeccado do VHB seja a transmisséo vertical ou perinatal (Victoria Fda
et al., 2008; Dias et al., 2012). O perfil clinico dos pacientes, aproximadamente 90%
apresentaram AgHBe negativo e ndo cirréticos. Os pacientes que apresentaram
valores de referéncia de ALT acima valor de referéncia foram 30% e niveis de VHB-
DNA demonstrando que a maioria dos pacientes mantem os niveis normais de ALT
e de VHB-DNA dentro dos valores preconizados pelo o Ministério da Saude para
serem monitorados a cada 6 meses, refletindo no nimero de pacientes virgens de
tratamento que foram de quase 60%(Brasil, 2011). A maior frequéncia de co-
infeccdo foi com o VHD, o que ja é esperado nessa regido demonstrado em Varios
estudos (Fonseca et al., 1988; Braga Wsm, 2001; De Paula et al., 2001; Viana et al.,
2005)

Os gendtipos circulantes entre os pacientes foram o A, D e F. Estudos
realizados anteriormente, que tentaram caracterizar a distribuicdo genotipica na
regido Norte, encontraram também o mesmo padréo de distribuicdo o genotipo A
seguido do genotipo F (De Oliveira et al., 2008; Castilho Mda et al., 2012; Dias et al.,
2012; Godoy et al., 2013). Os subgendtipos encontrados foram Al, D1, D2, D3, D4,
F1 e F2. O Subgenotipo Al tem sido identificado em populagbes afrodescendentes
(Skelton et al., 2012), no estado do Acre, segundo dados do censo de 2010,
aproximadamente 72% sédo afrodescendentes (IBGE, 2010). Os subgendtipos D (1-
4) tém ampla distribuicdo geografica ndo seletiva e os subgenotipos F sdo descritos
frequentemente em populagdes indigenas da América Latina, sendo que no Brasil,
F1 e F2 sdo os mais encontrados (Mello et al., 2007; Alvarado-Mora e Pinho, 2013;
Mello et al.,, 2013). A implicacdo clinica dos gendtipos na evolucdo do VHB e na
resposta terapéutica ainda € controversa, ndo esta bem definido, como no caso da

infeccdo pela hepatite C (VHC). No caso do gendtipo A e D que sdo 0 mais
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prevalente no Brasil, o genotipo A pode evoluir para a forma mais crénica,
comparado com o genoétipo D, entretanto, outros estudos demonstraram que o
gendtipo A é mais favoravel a eliminagao viral, o “clearance”, em comparagdo com
outros genotipos (Mayerat et al., 1999; Sanchez-Tapias et al., 2002). O genoétipo A
também pode apresentar uma melhor resposta terapéutica com analogos de
ndcleos(t)ideos do que o gendtipo D, com uma menor taxa de mutacfes de
resisténcia associada ao tratamento com Lamivudina na regido do YMDD, na RT da
polimerase do HBV (Zollner et al., 2004). O gendtipo F é frequentemente associado
a hepatite fulminante, devido a co-infeccao ou superinfeccdo com o VHD (Quintero
et al., 2001), em relacdo ao tratamento, estudos devem ser realizados para
preencher essa lacuna.

As mutacdes de resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos, mutacdes
primérias foram encontradas em dois pacientes em tratamento (2/156) apresentando
uma taxa de mutacdo de 1,2% , as mutagOes encontradas foram a mutacao rtA181E
gue esta associada a resisténcia a Lamivudina (LAM) e Adefovir (ADF), e a mutacao
rtT184S estd associada ao Entecavir (ETV). Entretanto, estes dois casos, um nao
estava sendo tratado com analogos de nucleos(t)ideos, e sim Interferon (IFN) e o
outro estava sendo tratado com Tenofovir (TDF). Sendo assim, a mutacédo de
resisténcia ndo compromete o tratamento e a conduta terapéutica adotada.

A taxa de mutacdo de escape vacinal, do gene S (AgHBSs), descritos para 0s
pacientes do presente estudo foi superior comparado aos que apresentaram
mutacdes de resisténcia antiviral, uma taxa de 7,1%, demonstrando a importancia
desses resultados devido ao impacto clinico. Essas mutacdes de escape vacinal
geram preocupacdo, devido que podem complicar as estratégias de vacinacgao,
dentre as mutacdes de escape vacinal, a G-145-A, é a mais prevalente e estudada,
gue pode se tornar comum nas proximas décadas (Carman et al., 1990; Carman,
1997; Oon et al., 1999; Wilson et al., 1999). As mutacdes de escape vacinal podem
desempenhar futuramente, um papel importante na compreensdo do modelo de
evolucéo do VHB (Kay e Zoulim, 2007).

Outros padrdes de mutacOes na regido da RT do gene P da polimerase do
VHB, com substituicdo de aminoacidos também foram observados, e a frequéncia
dessas mutacdes podem acompanhar mutacdes no gene S, devido a sobreposicao
com o gene P, produzindo aminocidos mutantes ou proteinas do AgHBs truncadas

(Torresi, 2002; Cento et al., 2013). Esses padroes de mutacdes em posi¢coes na RT
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descritos e relacionados com mutagbes de resisténcias podem ser mutacoes
secundéarias ou compensatorias, onde alguns estudos sugerem que podem estar
envolvidos com resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos. Dentre as mutacdes
encontradas no presente estudo, as mutacbes compensatorias foram as rtL207M,
rtQ215H/Q, rtL229M/L/V, e as demais mutacdes encontradas nas posi¢cdes da RT,
podem sugerir uma potencial resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos ADF ou
ETV, devido as posi¢cdes que estdo localizadas dentro da regido da RT. Algumas
mutacBes foram encontradas nos trés gendtipos, como a rtQ215H/Q e a rtN248H,
sendo que a mutacao rtQ215H/Q, rtI233V, rtV214E/A e rtN238H/S/T sao mais
frequentes no gendtipo D, entretanto a mutagéo rtN246S, foi encontrada apenas nos
pacientes com gendtipo F (23,7%) (De Maddalena et al., 2007; Amini-Bavil-Olyaee et
al., 2009; Wang et al., 2009; Ji et al., 2012; Fan et al., 2014).

Toda essa diversidade de mutacdes descritas no presente trabalho,
demonstra a variabilidade genética do VHB, sendo um dos virus que apresentam a
mais alta taxa de mutacdo entre os virus de DNA, esse potencial encontra seis
importantes fatores que favorecem essa diversidade, uma carga viral elevada
produzida durante a replicagcéo ativa, baixa fidelidade da atividade corretora da DNA
polimerase, pressao seletiva e barreira genética do tratamento antiviral, fithess viral
do VHB, replicacéo viral dentro do hepatdcito, todos esses fatores favorecem numa
elevada taxa mutacional. Uma grande piscina de quasispécies do VHB é gerado em
gue o virus mais apto, ou seja, o0 virus que tem maior capacidade de replicagéo,
torna-se o virus dominante. Pressfes seletivas, resposta imune resultam em
mutantes de escape vacinal / imunoglobulina e mutacdes de resisténcia antiviral
(Locarnini e Yuen, 2010). Os virus que codificam as alteragbes associadas a
resisténcia antiviral muitas vezes tém reduzido a replicagéo in vitro, mas o acumulo
de mutacbes adicionais ajuda a restaurar o fitnees viral. As mutacdes
compensatorias podem ocorrer ndo apenas no gene P, mas também em outros
genes tais como o gene S, devido a sobreposi¢ao do gene S e do gene P (Sheldon
et al., 2006; Sheldon e Soriano, 2008).

Apesar do VHB ser uma infec¢cédo crbnica com programas de imunizacdo e
tratamento antiviral disponivel, e a conduta terapéutica ser baseada em protocolos e
diretrizes clinicas de tratamento, provenientes de resultados cientificos
internacionais e na opinido dos especialistas, as mutagcdes do genoma do VHB

demostram que devem também ser monitoradas, e o rastreamento também deve ser
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disponivel como uma alternativa de diagnostico, para nortear a conduta clinica,
mesmo antes do paciente iniciar o tratamento, permitindo oferecer um tratamento
gue possa alcancar a Resposta Virologica Sustentada (RVS) dos pacientes crénicos.
Existe uma possibilidade de emergéncia dessas mutacfes de resisténcia e de
escape vacinal, os pacientes tratados e resistentes, visto que o tratamento com
analogos de nudcleos(t)ideos é a longo prazo, existe um risco da recidiva da carga
viral do VHB-DNA, uma recidiva dos marcadores hepaticos, como a ALT, progresséo
da doenca hepatica, como cirrose, incluindo manifestacdes clinicas como
descompensacéo, elevacdo da atividade de replicacdo viral e a possibilidade do
aumento dos casos de carcinoma hepatocelular (Lai et al., 2009).

Os resultados apresentados no presente trabalho, demonstram mesmo com
uma taxa de 1,2% de mutacdes de resisténcia e 7,1% de escape vacinal em uma
amostra proveniente de uma demanda de um servico de salude, que se trata de um
problema de saulde publica, a alteracdo da antigenicidade do AgHBs, que resulta
nas mutacfes de escape vacinal e propagacdo das mutacdes de resisténcia ao
tratamento com analogos de nucleos(t)ideos sdo um realidade e uma urgéncia a ser

enfrentada nos proximos anos.
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4 DISCUSSAO

Apesar de existir medidas profilaticas através da vacina segura e eficaz contra
o virus da hepatite B (VHB) desde o inicio da década de 80, e tratamento antiviral
para a hepatite B crbnica, a infeccdo causada por esse agente esta longe de ser
erradicada e segue constituindo grave problema de salude publica em varias regides
do globo, sendo considerada recentemente pela OMS como uma pandemia. O
Brasil apresenta uma diversidade étnica, econémica e regional, o que ndo seria
diferente em relacdo a epidemiologia da infec¢éo pelo VHB que também apresenta
uma distribuicdo muito heterogénea dos pacientes cronicos.

O presente estudo tracou um retrato do tratamento em duas regifes
brasileiras, a Nordeste e Norte, através dos estados da Bahia e do Acre, abordando
as implicagbes clinicas que podem interferir na resposta e no desfecho ao
tratamento, tracando um perfil da situacdo do tratamento antiviral através dos
medicamentos disponibilizados pelo o Ministério da Saude, desde 2009, com a
incorporacgao de dois AN que séo inibidores potentes com baixa taxa de resisténcia o
ETV e TDF, vindo a substituir a LAM, que apés 5 anos de tratamento alcanca uma
taxa de resisténcia de 70% (Lai et al., 1998; Chang et al., 2004; Lok et al., 2003;
EASL, 2012). O Brasil também deu um grande passo através da elaboracdo do
Protocolo de Diretrizes Terapéuticas para Hepatite B, padronizando a conduta
terapéutica em todo o territério nacional através dos algoritmos de tratamento,
terapia de resgate e co-infec¢bes (Capitulo 1), pautado na medicina baseada em
evidencias, ensaios clinicos e trabalhos cientificos de grande relevancia.

O Capitulo 1 demonstrou que nas duas regides ha uma prevaléncia de
pacientes AgHBe negativo com aproximadamente 90%, que sdo 0s pacientes que
se enquadram no algoritmo 4.2 do Protocolo Clinico de Diretrizes Terapéuticas do
Ministério da Saude, que sdo os que tem indicacdo quando virgens de tratamento e
nao cirrGticos ao tratamento com o0s analogos de nucleos(t)ideos, sendo que a
primeira linha de escolha sdo os NA, ETV e TDF, que no estudo, os que se
encontram em tratamento correspondem a 60% dos que fazem uso desses AN,
sendo o algoritmo que teve o maior seguimento da recomendag¢ao do Protocolo
Clinico, todavia, o algoritmo 4.1 que s&o os pacientes virgens, AgHBe positivo e nao

cirroticos foram o0s que apresentaram uma dificuldade em seguir essa
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recomendacdo, devido que a mediacdo a ser prescrita é o IFN, e provavelmente,
devido a administragdo subcutédnea e os diversos eventos adversos associados,
acaba dificultando a indicacdo terapéutica e a adesdo. Na regidao Norte, a co-
infeccdo com o VHD ficou em torno de 12,1%, demonstrando a alta taxa de co-
infeccdo nessa regido. Na regido Nordeste a prevaléncia é maior do sexo masculino
e na regido Norte do sexo feminino com hepatite B cronica.

Passado, cinco anos da publicacdo do Protocolo de Diretrizes Terapéuticas
para Hepatite B (Brasil, 2011), ndo foi realizado nenhuma avaliacdo sobre o
protocolo, e nem as dificuldades encontradas na aplicagdo dos algoritmos na
conduta terapéutica em Servicos de Referencia para hepatites, e a medida que o
conhecimento avanca, abre-se outras perspectivas de tratamento e também de
diagnostico como o rastreamento de mutacfes e de escape vacinal. O tratamento
para VHB € a longo prazo, permite a supressado da replicacdo do VHB, mas nao a
erradicacdo do virus, devido a persisténcia do DNA circular covalentemente fechado
(cccDNA) no nucleo do hepatocito infectado, o que pode explicar a reativacdo do
virus (Brechot et al., 2001). O VHB é um dos virus DNA, com maior taxa de mutagéo
no genoma, criando possibilidades de emergéncia de mutacdes de resisténcia
antiviral. Além disso, o genoma do VHB integra no genoma do hospedeiro, podendo
favorecer o desenvolvimento de CHC (Pollicino et al., 2011).

No Capitulo 2, foi realizado o rastreamento de resisténcia antiviral de
mutacBes primarias e secundarias, mutacdes de escape vacinal e genotipagem dos
pacientes virgens de tratamento, visando tracar o perfil de mutacdes pré-existentes
nesse grupo, e comparar os dois grupos, O grupo com mutacdo e 0 grupo sem
mutacdo. Foram encontradas mutacdes de resisténcia apenas nos pacientes da
regido Nordeste com uma taxa de 6%, e mutacdes de escape vacinal, a frequéncia
para a regido Nordeste foi de 2,4% e para a regido Norte foi de 8,6%. Os genotipos
circulantes foram A, D e F, e na regido Nordeste foi encontrado o gendtipo C
(subgendtipo C2), proveniente de origem asiatica, muito comum nos descendentes
de imigrantes asiaticos que vieram ao Brasil (Alvarado-Mora et al., 2011). Em
relacdo aos subgenotipos também foi encontrado na regido Nordeste o A2, de
origem europeia, e nao foi encontrado esse genotipo na regido Norte. Entretanto, na
regido Norte foram encontrados os subtipos D1, D4 e F1, que nao foram
encontrados nos pacientes do Nordeste. Ndo houve associagdo significativa na

comparacao dos grupos em relacdo a marcadores de prognostico como idade,
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genotipos, HBV-DNA, status AgHBe e ALT. Dentre as mutacdes de resisténcia os
padrées encontrados nos pacientes virgens de tratamento foram rtA194T, que
sugere resisténcia ao TDF, e rtL180M+rtM204V, rtM204I, rtS2021, rtA181S,
respectivamente resisténcias a LAM+ ETV e ADF+TDF.

O primeiro estudo publicado que rastreou mutacdes de resisténcia em
pacientes virgens de tratamento antiviral no Brasil foi publicado em 2015 onde foi
encontrado mutacdes de resisténcia em pacientes virgens de tratamento com uma
taxa de 1,6% (Gomes-Gouveia et al., 2015). Estes resultados podem sugerir que a
propagacao e selecdo natural de cepas do VHB resistentes a droga € um evento
raro ou a maior parte das cepas podem permanecer instavel na auséncia de pressao
seletiva aos AN (Haddad et al., 2010; Mello et al., 2012; Gomes-Gouveia et al.,
2015).

No presente estudo, a taxa de mutagao de resisténcia em pacientes virgens
de tratamento foi mais alta, em comparagéo com o outro estudo publicado, em torno
de 6%, isto pode ser explicado, devido que a amostra da Bahia foi maior em
comparacao ao outro estudo. Apesar das amostras terem sido proveniente de varias
regides brasileiras, mas a amostra da Bahia foi apenas de 2% (n=19), pode ser que
pelo tamanho amostral, ndo foi possivel encontrar mutacfes de resisténcia aos AN
Embora, para a regido Norte, ndo foi incluido nenhuma amostra da Amazodnica
Ocidental considerada uma area de alta endemicidade de VHB. Nos dois estudos
foram encontradas mutacdes rtA194T que em estudo in vitro sugerem mutacdes de
resisténcia ao TDF, que € a primeira droga de escolha no tratamento para VHB.
Todavia, sdo estudos importantes que vem preencher a lacuna de mutacdes de
resisténcia em pacientes virgens, demonstrando a importancia do mapeamento
dessas mutagfes e também para a conduta terapéutica, como uma opc¢do de
diagnoéstico antes do inicio do tratamento antiviral, visto que as mutacdes estao
circulando nesse grupo de pacientes.

No capitulo 3, também foi realizado o rastreamento de mutacfes de
resisténcia em uma amostra de 81 pacientes da Bahia, agora em todos os pacientes
virgens e em tratamento. O gendtipo Al foi o mais prevalente (85,2%) seguido pelo
genotipo A2 (4,9%) F2 (6,2%) e C2, D2 e D4 (1,2% cada). Seis pacientes (7%)
apresentaram mutacdes de resisténcia para LAM, ETV, TDF: dois com o padrdo
rtL180M + rtM204V e quatro com padrdes diversos (rtL80I + rtL180M + rtM204I
;rtL80V +rtL180M + rtM204V; rtM2041; rtA194T). Todas estas mutacdes foram
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associadas ao genétipo A (quatro Al e dois A2). Além disso, foi encontrado um
paciente com VHB gendtipo C tipico do leste da Asia. Destes pacientes, dois foram
virgens de tratamento e quatro tinham histérico de tratamento para HIV ou VHB.
Foram detectadas quatro mutacfes no gene S (trés casos com a mutacao sl195M e
um a mutacdo sW196L) associadas as mutacbes do dominio rt do gene P,
correspondendo & uma taxa de 6% de mutacdes de escape vacinal. A prevaléncia
das mutacOes de resisténcia as drogas antivirais variou de acordo com a duracéao do
tratamento e com o nivel da barreira genética da droga utilizada. Neste estudo, foi
encontrada uma forte associagado entre a ocorréncia de mutagcoes de resisténcia do
VHB e positividade para o AgHBe, co-infec¢gdo com o HIV e historico de tratamento
para VHB e/ou HIV.

No Capitulo 4, o manuscrito envolve a utilizacdo da epidemiologia molecular,
através da caracterizacdo das mutacbes do VHB, sejam elas de resisténcia
primarias, secundarias ou compensatérias e as que podem sugerir mutacdes de
resisténcia aos AN, as mutacdes de escape vacinal e genotipagem dos pacientes do
estado do Acre, da regido Norte brasileira.

As mutacBes de resisténcia aos AN, mutacdes primarias foram encontradas
em dois pacientes em tratamento (2/156) apresentando uma taxa de mutacdo de
1,2%, as mutacBes encontradas foram a mutacdo rtA181E que esta associada a
resisténcia a Lamivudina (LAM) e Adefovir (ADF), e a mutacdo rtT184S esta
associada ao Entecavir (ETV). Entretanto, estes dois casos, um ndo estava sendo
tratado com AN, e sim Interferon (IFN) e o outro estava sendo tratado com Tenofovir
(TDF). Sendo assim, a mutacdo de resisténcia ndo compromete o tratamento e a
conduta terapéutica adotada.

A taxa de mutagéo de escape vacinal, do gene S (AgHBS), descritos para os
pacientes do presente estudo foi superior comparado aos que apresentaram
mutacdes de resisténcia antiviral, uma taxa de 7,1%, demonstrando a importancia
desses resultados devido ao impacto clinico. Essas mutagfes de escape vacinal
geram preocupacdo, devido que podem complicar as estratégias de vacinacao,
dentre as mutacdes de escape vacinal, a G-145-A, € a mais prevalente e estudada,
gue pode se tornar comum nas proximas décadas (Carman et al., 1990; Oon et al.,
1999; Wilson et al.,, 1999). As mutacbes de escape vacinal podem ter uma
implicacdo epidemiolégica e podem desempenhar futuramente, um papel importante

na compreensdo do modelo de evolucdo do VHB (Kay e Zoulim, 2007). Outros
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padrées de muta¢cBes também foram encontrados e relacionados com os genotipos,
ja descritos na literatura. Entretanto, foi encontrado um padrdo de mutacdo apenas
para o genotipo F, a mutacdo rtN246S, ainda nao foi descrito na literatura, sendo
importante monitorar as novas mutagfes que possam surgir, visto que o genotipo F
é prevalente na regido Norte do pais.

No Brasil poucos estudos foram realizados com o objetivo de rastrear as
mutacBes com terapia antiviral nos pacientes com hepatite B cronica tratados com
AN ou virgens de tratamento. Apesar do grande namero de estudos que abordam a
nivel mundial as diferentes estratégias terapéuticas e suas consequéncias clinicas e
virologicas, apenas alguns poucos estudos relatam a situacdo do tratamento antiviral
no Brasil para os pacientes com hepatite B crénica. A maioria destes estudos se
concentram na ocorréncia de mutacgdes de resisténcia a LAM (Da Silva et al., 2001,
Bottecchia et al., 2008; Haddad et al., 2010), principalmente em pacientes co-
infectados com HIV / VHB (Santos et al., 2004, Sucupira et al., 2006, Pessoa et al.,
2008, Mendes-Corréa et al., 2010, Silva et al., 2010). Estes estudos foram realizados
na sua grande maioria, quando o IFN e a LAM eram as duas Unicas drogas
disponiveis como opc¢édo terapéutica. Apos a introducdo do ETV e TDF, torna-se
necessario monitorar as mutacfes de resisténcia desses AN, como também o
surgimento de outras mutagdes que podem comprometer a RVS. As mutacdes de
resisténcia que ocorrem no gene P, também podem ocorrer no gene S, devido a
organizacdo do genoma do VHB, onde uma mesma sequencia de nucleotideos é
responsavel pela codificacdo de duas ou mais proteinas, devido a essa
sobreposicdo do genoma, as proteinas que coficam as proteinas do envelope (S),
também codificam a da polimerase (P), sendo assim torna-se também importante
monitorar as mutagdes no gene S, principalmente as que reduzem a antigenicidade
do AgHBs, as de escape vacinal.

Existem evidéncias que pacientes tratados com analogos de nucleos(t)ideos
com baixa barreira genética tem resultado na selecdo de mutagBes de resisténcia
antiviral e potencialmente em mutagbes de escape vacinal (Lapinski et al., 2012).
Um dos fatores que pode contribuir para 0o aumento da emergéncia dessas
mutacOes, em varios paises, foi 0 uso por quase uma década da LAM, em
monoterapia, isto ja esta sendo observado em alguns paises da Asia, inclusive em
transmissao vertical (Clements et al., 2010), ou seja, a monoterapia pode promover

a selecéo de virus multi-resistentes (Villet et al., 2006). O Brasil também esta dentro
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dessa realidade, como a LAM foi o Unico anélogo disponivel e aprovado pelo
Ministério da Saude de 2002 a 2009 para o tratamento de primeira linha de escolha
para os pacientes com VHB cronica, foi amplamente indicado em monoterapia,
sendo que os efeitos do uso da LAM por anos podem repercutir na selecdo dos
virus, tornando um problema de saude publica a ser enfrentado.

A emergéncia de mutacdes de resisténcia € uma realidade, j4 descrita nos
pacientes virgens de tratamento e nos pacientes em tratamento. O Protocolo de
Diretrizes Terapéuticas preconiza como primeira linha de tratamento os AN que
apresentam alta barreira genética, e baixa taxa de resisténcia, sendo hoje o
tratamento mais indicado o ETV e TDF, entretanto, o rastreamento das mutacdes
podem uma ferramenta para monitorar o surgimento de mutacdes ja descritas, como
novas mutacdes, visto que o virus do VHB apresenta uma alta taxa de mutacédo do
genoma. As mutacdes de escape vacinal também sdo muito importantes dentro
desse cenario, devido ao impacto epidemiologico nas estratégias e nos programas
de vacinacdo para o VHB. A hepatite B crbnica é uma infec¢do dinamica que esta
longe de ser erradicada, devido a capacidade do VHB de se adaptar as pressfes

seletivas, que permite a sobrevivéncia e a propagacdo dos virus resistentes.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Capitulo 1: Avaliagcdo do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o
tratamento para Hepatite B crénica nas Regifes Nordeste e Norte do Brasil

1. No algoritmo 4.1 foi observado que existe uma dificuldade em seguir a
recomendacdo do Ministério da Saude, nos dois servicos de referéncia, 78,9% e
72% Regido Nordeste e Norte respectivamente, isto se deve que o IFN é a droga de
escolha nesse algortimo, apresenta restricdbes de uso, administracdo subcutanea e
diversos eventos adversos.

2. O algoritmo 4.2, foi o algoritmo que apresentou no geral mais de 90% de
seguimento na recomendacédo do Protocolo Clinico, devido que os pacientes sdo na
sua grande maioria AgHBe negativo, e a droga de escolha nesse algoritmo sdo os
AN, administracdo oral, praticamente sem eventos adversos.

3. O algoritmo 4.3 aproximadamente 85% dos pacientes da Regido Nordeste estava
dentro da recomendacao do Protocolo Clinico para Hepatite B crdnica, entretanto,

nenhum paciente da Regido Norte.

Capitulo 2: Genotyping of HBV and tracking of resistance mutations in treatment-
naive patients with chronic hepatitis B in the Northeastern and North regions of Brazil
4. A taxa de mutacdo de resisténcia nas amostras dos pacientes virgens de
tratamento da regido Nordeste foram de 6%(5/84). Nao foi identificada nenhuma
mutacao de resisténcia nas amostras da regido Norte.

5.As mutacOes de resisténcia primaria foram: rtA194T rtL180M+M204V, rtS202I,
rtM2041 e rtA181S, que apresentam resisténcia a LAM, ADF, ETV e TDF.

6. Mutacoes de escape vacinal foram de 2,4% para a regia, o Nordeste e 8,6% para
a regiao Norte.

7. Os genotipos circulantes nas duas regides foram o A, D e F, sendo que para a
regido Nordeste foi encontrado o gendtipo C (C2).

Capitulo 3: Mutations Associated With Drug Resistance and Prevalence of Vaccine

Escape Mutations In Patients With Chronic Hepatitis B Infection
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8. Seis pacientes (7%) apresentaram mutacoes de resisténcia para LAM, ETV, TDF:
dois com o padréo rtL180M + rtM204V e quatro com padrdes diversos (rtL80I +
rtL180M + rtM204I, rtL80V +rtL180M + rtM204V; rtM2041; rtA194T)

9. o gendtipo Al foi o mais prevalente (85,2%) seguido pelo gendétipo A2 (4,9%) F2
(6,2%) e C2, D2 e D4 (1,2% cada)

10. Foi encontrada uma forte associagcdo entre a ocorréncia de mutacdes de
resisténcia do VHB e positividade para o AgHBe, co-infeccdo com o HIV e histoérico

de tratamento para VHB e/ou HIV.

Capitulo 4: Epidemiologia molecular do virus da Hepatite B no Estado do Acre,
Brasil

11. Taxa de mutacao de resisténcia aos AN de 1,2%, as mutacdes foram rtA181E, e
rt rtT184S/T.

12. Os gendtipos circulantes foram A, F e D respectivamente e 0s subgendétipos
foram A1, D1, D2, D3, D4, F1 e F2.

13. A mutacao rt N246S foi encontrada apenas nas amostras com genoétipo F.
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APENDICE | - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo intitulado, “Avaliacdo da
resisténcia do virus da hepatite B (VHB) as drogas antivirais utilizadas no tratamento
de pacientes com hepatite crénica”. O objetivo deste estudo é avaliar marcadores de
resposta e de resisténcia as drogas antivirais utilizadas no tratamento da hepatite B
cronica.

Para participar vocé deve assinar duas vias deste termo de consentimento (uma via
ficard com vocé e a outra com o pesquisador); autorizar a revisdo do seu prontuario
para obtermos informacdes sobre o tipo de tratamento para a hepatite B, duragéo do
tratamento, historico clinico e os resultados dos seus exames sorolégicos sobre a
infeccdo pelo HIV, Hepatite C, Hepatite D, Sifilis, Doenca de Chagas e HTLVI/II e
bioquimicos, através dos niveis de ALT e carga viral; responder a um questionario
com perguntas soécio - demogréficas e fatores de exposicao; e permitir a cada seis
meses a coleta de uma amostra de 10 mL de sangue para a realizacdo da carga
viral e 0 sequenciamento do material genoma do virus da hepatite B para a pesquisa
de mutacdes de resisténcia ao tratamento antiviral. Os resultados dos exames serao
anexados aos prontuarios para avaliacdo do medico.

N&o existem riscos aparentes diretamente relacionados ao estudo. Entretanto, a
coleta de sangue pode ocasionar pequena hemorragia local ou complicacbes
inespecificas. A fim de proteger os participantes do estudo, as coletas seréo
realizadas por profissionais bem treinados. Por outro lado, participar deste estudo
pode trazer alguns beneficios diretos e indiretos: (1) reconhecer marcadores de bom
progndstico para o tratamento da hepatite B crénica; (2) saber se o virus da hepatite
B apresenta mutacbes no genoma que causam resisténcia ao tratamento
indicado;(3) permitir maximizar recursos e esforcos no tratamento desta doenca; (4)
contribuir para orientar a escolha da melhor droga no tratamento dos pacientes
cronicos para o VHB.

E importante destacar que seu nome e identificacdo serdo mantidos em sigilo. Além
disso, vocé é livre para recusar em participar do estudo ou dele retirar seu
consentimento a qualquer momento sem qualquer transtorno ou interrupcéo de seu

atendimento médico pela unidade de salude onde esta sendo atendido.
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Eu, (nome

do voluntério), li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve 0
estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacdo a qualquer
momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetard meu atendimento

médico. Sei que meu nome nao seréa divulgado e que nao terei despesas. Eu recebi

uma copia do termo de esclarecimento. Eu concordo em participar do estudo.

: / /

Assinatura do voluntério, se maior que 18 anos ou dos pais

ou responsaveis legais dos menores de 18 anos

Impressao digital do

Assinatura do voluntario, se menor de 18 anos

voluntério, pais ou

Assinatura do pesquisador responséavel
Ve, ' s Cclhf [

Cq(

Py /4
R

Impresséo digital do

(v . L.l
CUTIaNu Raleoric Jnva
Tecnolo Saude Publica

Assinatura de testemunhas

voluntario menor (caso

Contatos:

Pesquisador Responséavel: Dr. Luciano

Kalabric Silva

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz,
FIOCRUZ-BA

R. Waldemar Falcao, 121, Candeal de
Brotas

Tel.: 71-3176-2265 / 71-3176-2301 / E-
mail: kalabric@bahia.fiocruz.br

Fax: 71-3176-2289

Comité de Etica em Pesquisa (CEP):
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz,
FIOCRUZ-BA

Tel.: 71-3176-2285 / E-mail:

cep@bahia.fiocruz.br

HUPES, UFBA-BA Tel.: (71) 3283-8043
FUNDHACRE Tel.: 68-3226-4809
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APENDICE Il - Questionario clinico-epidemioldgico e

revisdo do prontuario
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ANEXO | — Cartas de apoio e financiamento
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ANEXO Il - Aprovacoes dos CEPs
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