MINISTERIO DA SAUDE
FUNDACAO OSWALDO CRUZ
INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Programa de Pos-Graduacao em Biologia Parasitaria
Mestrado

FILOGEOGRAFIA E VARIABILIDADE GENETICA DO VIRUS DA HEPATITE B DE
GENOTIPO D NAS AMERICAS.

NATALIA SPITZ TOLEDO DIAS

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2016



Ministério da Salde

FIOCRUZ
Fundacdao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pd6s-Graduacao em Biologia Parasitaria

Natalia Spitz Toledo Dias

FILOGEOGRAFIA E VARIABILIDADE GENETICA DO VIRUS DA HEPATITE B DE
GENOTIPO D NAS AMERICAS.

Dissertacdo  apresentada ao
Instituto Oswaldo Cruz como parte
dos requisitos para obtencédo do
titulo de Mestre em Biologia

Parasitaria.

Orientadora: Prof. Dr2. Natalia Motta de Araujo

RIO DE JANEIRO

Fevereiro de 2016
i



Ficha catalografica elaborada pela
Biblioteca de Ciéncias Biomedicas/ ICICT / FIOCRUZ - RJ

D541 Dias, Natalia Spitz Toledo

Filogeografia e variabilidade genética do virus da Hepatite B de
genotipo D nas Américas / Natélia Spitz Toledo Dias. — Rio de Janeiro,
2016.

xvi, 112 f. :il. ; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Instituto Oswaldo Cruz, Pés-Graduacéo em
Biologia Parasitaria, 2016.
Bibliografia: f. 81-107

1. HBV. 2. Genétipo D. 3. Genoma completo. 4. Variabilidade. 5.
Filogeografia. |. Titulo.

CDD 616.3623




Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Programa de Pos-Graduacéo em Biologia Parasitaria

AUTORA: NATALIA SPITZ TOLEDO DIAS

FILOGEOGRAFIA E VARIABILIDADE GENETICA DO VIRUS DA HEPATITE B DE
GENOTIPO D NAS AMERICAS.

ORIENTADORA: Prof. Dr2, Natalia Motta de Araujo

Aprovada em: 23/02/2016

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Gonzalo José Bello Bentancor — IOC/FIOCRUZ - Presidente
Prof. Dra. Vanessa Salete de Paula — IOC/FIOCRUZ

Prof. Dra. Regina Maria Bringel Martins — UFG

Prof. Dra. Débora Regina Lopes dos Santos — UFRRJ

Prof. Dra. Caroline Cordeiro Soares — IOC/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 23 de Fevereiro de 2016



Ministésio da Saude

Fundagdo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaido Cruz

Ata da defesa de dissertagdo de mestrado em Biologia Parasitaria de Natélia Spitz Toledo Dias, sob
orientagdo da Dr®. Natalia Motta de Araljo. Ao vigésimo terceiro dia do més de fevereiro de dois mil e
dezesses, realizou-se as dez horas, no Auditbrio Emmanuel Dias/FIOCRUZ, 0 exame da dissertagio
de mestrado intitulada: "Filogeografia e variabilidade genética do virus da Hepatite B de Genétipo
D nas Américas” no programa de Pds-graduagdo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz,
como parte dos requisitos para obtengdo do titulo de Mestra em Ciéncias - 4rea de concentragéo:
Genética e Bioguimica, na linha de pesquisa: Estudos Bioquimicos e Moleculares de Parasita, Vetores
e Hospedeiros. A banca examinadora foi constituida pelos Professores: Dr. Gonzalo Jose Bello
Bentancor - IOC/FIOCRUZ (Presidente), Ur*, Vanessa Salete de Paula - IOCFIOCRUZ, D, Regina
Maria Bringel Martins - UFG/GO e como suplentes: Dr*. Debora Regina Lopes dos Santos - UFRRJ/RJ
e Dr.  Caroline Cordeiro Soares —|OC/FIOCRUZ. Apés arguir a candidata e considerando que a
mesma demonstrou capacidade no frato do tema esculhidv v sislematizagdo da apresentagio dos
dados, a banca examinadora pronunciou-se pela _AfZova ¢4 © da defesa da dissertagio de
mestrado. De acordo com o regulamento do Curso de Pés-Graduagio em Biologia Parasitaria do
Instituto Oswalde Cruz, a outorga do titulo de Mestra em Ciéncias cstd condicionada & emissdo de
documento comprobatorio de conclusao do curso. Uma vez encerrado o exame, o Coordenador do
Programa, Dr. Rafael Maciel de Freitas, assinou & presente ata tomando ciéncia da decisdo dos
membros da banca examinadora. Rio de Janeiro, 23 de fevereiro de 2016,

Dr. Gonzalo Jose Bello Bentancor (Presidente da Banca):

J . ~‘:’, A-‘ S
Dr®. Vanessa Salete de Paula (Membro da Banca): VAN S \ S

Dr*. Regina Maria Bringe! Martins (Membro da Banca): ﬁ,w\ S

Dr. Rafael Maciel de Freitas (Coordenador do Programa). " %

Av. Brasil, 4385 Manguinhos Rio de Janekro RJ Brasil CEP: 21040-360
Contatos: (21) 2562-1201 / 2362-1299 E-mail: glendimentoseacfioc. fecruz br Site: www.fiocruz briiocensine

iv



Aos meus amados pais, Ana Paula e Edson, por
todo o investimento, apoio incondicional e amor
que sempre me deram. A minhas irmds Aline e
Leticia,  por  todo  companherismo e
cumplicidade. A meu grande amigo e amor
Bruno, por sempre me incentivar e acreditar na

minha capacidade.



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, por todo amor e ensinamentos dados ao longo da vida,
pela confianca e por sempre acreditarem em mim.

A minha irmas amadas, por todos os momentos compartilhados, de alegria e de
aflicdes, por serem minhas melhores confidentes.

Ao meu querido Bruno, por partilhar meus medos e me acalmar nos momentos de
ansiedade. Por sempre me incentivar a ser melhor e por todo o carinho e paciéncia.

Ao meu amigo Mazzine por todo companherismo, pelas duvidas tiradas, por ser
um étimo amigo sempre disposto a ajudar.

A minha orientadora Dra. Natalia por me dar a oportunidade de realizar este
trabalho que me permitiu aprender muitas coisas novas e conhecer pessoas incriveis que
tém muito a ensinar. Pela paciéncia em me orientar durante todo o projeto, principalmente na
fase final da escrita da dissertacéo.

Ao Dr. Gonzalo por me ensinar grande parte da metologia de bioinformética
utilizada neste trabalho, por toda atencdo dada a mim durante esse processo de
aprendizado, por ter aceitado participar da banca examinadora da minha dissertacdo e por
realizar a reviséo desta dissertagéo.

A todos os membros da banca examinadora por terem aceitado com muito prezo
avaliar essa dissertacdo de mestrado.

Ao Dr. Christian Maurice Niel e a Dra. Selma de Andrade Gomes, pelo constante
suporte em todas as questdes relacionadas ao Laboratério de Virologia Molecular. Obrigado
por todo conhecimento compartilhado e apoio para participacdo em eventos cientificos.

A coordenacdo da P6s Graduacéo em Biologia Parasitaria, pela excelente equipe
docente e contribuicdo para minha formacdo académica, além do apoio financeiro para
participacdo em eventos cientificos.

A FIOCRUZ e a CAPES, pela infraestrutura e auxilio financeiro por meio da bolsa
de mestrado.

A FAPERJ, pela concessao da Bolsa Nota 10.

A Aline dos Santos Moreira, pela colaboracido e realizacdo das reacbes de
sequenciamento das amostras analisadas neste trabalho na Plataforma de Sequenciamento
PDTIS/FIOCRUZ.

A todos os queridos amigos do Laboratério de Virologia Molecular: Agatha,
Juliana, Livia, Junior, Carol, Naty, Oscar, Babi, Maryrose e Waldir. Por todas as conversas,

risadas, momentos e ensinamentos compartilhados.

Vi



RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) representa um grave problema de saude publica
mundial. Dez gendtipos (A a J) foram identificados e alguns deles foram ainda classificados
em subgendtipos. O gendtipo D (HBV/D) tem uma distribuicio mundial e possui nove
subgenotipos (D1 a D9) descritos. A histéria evolutiva do HBV/D nas Américas ndo é bem
compreendida e poucas sequéncias de genoma completo HBV/D estdo disponiveis. O
objetivo deste estudo é analisar a proporcao e a distribuicdo geogréafica dos subgendtipos de
D nas Ameéricas, determinar as sequéncias gendmicas completas do HBV/D isolados de
diferentes regibes geograficas do Brasil e investigar a origem e a propagacdo dos
subgendétipos de D nas Américas. Para identificar os subgenotipos circulantes nas Américas,
foram obtidos do GenBank genomas completos e sequéncias dos genes pré-S/Se S (n =
609). Foram detectados no continente os subgenadtipos HBV/D1-D4 e HBV/D7. O HBV/D1 foi
encontrado na Argentina (83%), Brasil (2%), Cuba (3%) e no Canada (18%), enquanto que
HBV/D2 foi detectado na Argentina (4%), Brasil (17%), Canada (18%), Chile (75%), Cuba
(5%) e EUA (90%). O subgenoétipo HBV/D3 foi o mais frequente no Brasil (56%) e foi
encontrado em todos 0s paises americanos, exceto na Venezuela e Groelandia. O HBV/D4
foi o subgendtipo mais frequente no Canada (35%), Cuba (76%), Haiti (84%), Martinica
(80%) e Venezuela (100%). O subgenoétipo HBV/D7 foi observado apenas em Cuba (8%).
Ademais, amostras de soro HBsAg positivas, coletadas de todas as cinco regides
geograficas brasileiras e caracterizadas como HBV/D foram selecionadas para o
sequenciamento do genoma completo. Quarenta e cinco sequéncias de genoma completo
foram determinadas (D1, n = 1; D2, n = 11; D3, n = 32; D4, n = 1). Para investigar a origem e
a propagacao do HBV/D nas Américas, foram criados diferentes arquivos contendo genomas
completos dos subgenoétipos D1 a D4, incluindo as sequéncias brasileiras sequenciadas
neste trabalho, bem como sequéncias do GenBank de diferentes origens geograficas e data
de coleta conhecida. As analises foram realizadas usando o pacote BEAST v.1.8.2. A
analise filogeografica sugeriu que o HBV/D1 foi introduzido no Brasil por isolados da Siria e,
na Argentina por isolados da Turquia. As sequéncias HBV/D2 brasileiras e argentinas
ficaram relacionadas a sequéncias da Europa Oriental e RUssia, de onde parece ter se
originado os isolados circulantes nestes paises. O HBV/D2 dos EUA parece ter se originado
da india. J4 0 HBV/D3 n&o apresentou uma origem clara nas Américas, mas provavelmente
foi introduzido pelos europeus. A analise do HBV/D4 sugeriu que este subgendtipo foi
provavelmente introduzido pelos escravos africanos trazidos para trabalhar nas Américas.

Nossos resultados sugerem que os subgenétipos de D tiveram diferentes introdugfes no
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continente americano e demonstram a utilidade de ferramentas computacionais

desenvolvidas recentemente para investigar a historia evolutiva do HBV.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) infection is a major global health problem. Ten genotypes (A to J)
have been identified and some of them have been further divided into subgenotypes.
Genotype D (HBV/D) has a worldwide distribution and nine subgenotypes (D1 to D9) have so
far been described. The evolutionary history of HBV/D in the Americas is not well understood
and few HBV/D complete genome sequences are available. The aim of this study is to
examine the proportion and geographical distribution of D subgenotypes in the Americas,
determine the full-length genomic sequences of HBV/D isolates from different Brazilian
regions and investigate the origin and spread of D subgenotypes in the Americas. To identify
the circulating subgenotypes, we downloaded American HBV/D complete and partial (pré-S/S
or S gene) available in GenBank (n=609). It was detected in the Americas the subgenotypes
HBV/D1-D4 and HBV/D7. HBV/D1 was found in Argentina (83%), Brazil (2%), Cuba (3%) and
Canada (18%), while HBV/D2 was detected in Argentina (4%), Brazil (17%), Canada (18%),
Chile (75%), Cuba (5%) and USA (90%).The subgenotype HBV/D3 was the most prevalent
subgenotype in Brazil (56%) and was found in all American countries except Venezuela and
Greenland. HBV/D4 was the most prevalent subgenotype in Canada (35%), Cuba (76%),
Haiti (84%), Martinique (80%) and Venezuela (100%). HBV/D7 was observed only in Cuba
(8%). In addition, HBsAg positive serum samples, collected from all five regions of Brazil and
characterized as having HBV/D strains were selected for full genome sequencing. 45 full-
length sequences were determined (D1, n=1; D2, n=11; D3, n=32; D4, n=1). To investigate
the origin and spread of HBV/D in the Americas, we compiled different data sets of complete
genomes for subgenotypes D1 to D4, using the Brazilian sequences as well as GenBank
sequences from different geographic origins and known collection date. The analyses were
carried out by using BEAST v.1.8.2 software package. The phylogeoghaphic analysis
suggested that HBV/D1 was introduced in Brazil by Syrian strains and in Argentina by
Turkish strains. The Brazilian and Argentinian D2 sequences were closely related to Eastern
Europe and Russian isolates, where are the most probable locations to be the source of this
subgenotype in these countries. The HBV/D2 from from USA seems to have originated from
India. HBV/D3 had no clear introduction in the Americas, but probably was brought by the
Europeans. The analysis of HBV/D4 suggested that this subgenotype was probable
introduced by African slaves brought to work in the Americas. Our results suggest that D
subgenotypes had different introductions in the American continent and demonstrate the
usefulness of recently developed computational tools for investigating the evolutionary history
of HBV.
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I-INTRODUCAO
[.1 — Historico

A histéria das hepatites virais remonta a milhares de anos. A mais antiga
descricdo de "hepatite epidémica”, que pode ou nao ter sido causada devido ao virus da
hepatite B (HBV), é creditada a Hipdcrates (cerca de 450 aC), quase 2500 anos atras.
Relatos de ictericia, como doenca epidémica também podem ser encontrados no Tamulde
da Babil6nia (Sherlock, 1987).

O primeiro caso documentado de hepatite sérica aconteceu na Alemanha, em
1883, quando 191 trabalhadores de um estaleiro em Bremen desenvolveram ictericia
acompanhada por sintomas semelhantes aos da hepatite ap6s serem vacinados com um
mesmo lote de vacina contra a variola estabilizada com linfa humana, num periodo variavel
de dois a oito meses apoés a vacinacdo (Gardner, 1950). Em 1940, a transmisséo parenteral
foi confirmada quando militares americanos apresentaram ictericia apos receberem uma
vacina contra febre amarela que havia sido preparada com soro humano. Nesse periodo,
também se observou que surtos de hepatite associados a utilizacdo de seringas e agulhas
ndo esterilizadas possuiam um periodo de incubacdo mais longo (mais de 100 dias)
(Krugman, 1989).

Em meados da década de 1940, pode-se identificar com clareza a existéncia de
distintos agentes virais para as epidemias de ictericia que ocorreram durante a Il Guerra. Em
1947, MacCallum designou os termos “virus da hepatite A” (HAV) e “virus da hepatite B”
(HBV), referindo-se, respectivamente, aos supostos agentes etiolégicos das hepatites de
periodo de incubacao curto ou infecciosa (18 a 37 dias) e de periodo de incubacéo longo de
transmisséo parenteral (50 a 180 dias) (Hollinger, 1996).

ApoOs esse evento de 1947, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) adotou a
denominacéo de hepatites A e B, em substituicdo, respectivamente, aos termos hepatite
infecciosa e hepatite sérica. Mais tarde, verificou-se, entretanto, a existéncia de um segundo
tipo de hepatite sérica. Inicialmente denominada hepatite ndo A — ndo B, a hepatite C foi
reconhecida no final da década de 1980 (Revisto por Hollinger, 1996).

Em 1965, Blumberg e colaboradores publicaram o primeiro trabalho que buscava
caracterizar tracos polimorficos hereditarios em amostras de soro de diversas regides
geograficas do mundo. Nesse estudo, foi identificado um antigeno em uma amostra de soro

de um aborigene australiano que reagia especificamente com um anticorpo presente no soro



de um paciente hemofilico americano. Denominou-se, entdo, esse antigeno de Australia
(Au), o qual era relativamente raro na América do Norte e Europa ocidental e prevalente em
populacbes africanas e asidticas e entre pacientes com leucemia, sindrome de Down e
hepatite aguda (Blumberg et al., 1967; Bayer et al., 1968). Estudos posteriores (Okochi e
Murakami,1968; Prince, 1968) mostraram que esse antigeno era exclusivamente encontrado
no soro de individuos infectados pelo HBV. Posteriormente, a purificacdo do HBV foi
realizada a partir do soro de portadores do antigeno Au e a particula completa do virus foi
detectada por microscopia eletronica (Dane et al., 1970).

Atualmente, diversos virus hepatotropicos humanos ja foram identificados e
associados a doenca ictérica. A partir da descricdo do HBV em1970, foram caracterizados 0s
virus da hepatite A (HAV) (Feinstone et al.,1973), virus da hepatite D (HDV) (Rizzetto et al.,
1977), virus da hepatite E (HEV) (Balayan et al., 1983) e virus da hepatite C (HCV) (Choo et
al., 1989). Outros virus foram identificados em pacientes com hepatopatias pés-transfucional
nao A-E, porém, uma associacao direta entre as hepatopatias e as infec¢cbes causadas por
esses virus ainda ndo pbde ser confirmada. Dentre esses, destacam-se o virus da hepatite
G (HGV) (Simons et al., 1995), TorqueTeno virus (TTV) (Nishizawa et al., 1997), Torque Teno
Mini virus (TTMV) (Takahashi et al., 2000) e Torque Teno Midi virus (TTMDV) (Ninomiya et
al., 2007).

I.2 — Classificacdo e Morfologia do Virus da Hepatite B

O HBV é o membro protétipo da familia Hepadnaviridae, que engloba um
pequeno numero de virus de DNA com tropismo por células hepaticas. Essa familia é
dividida em dois géneros: Orthohepadnavirus, composto por virus que infectam mamiferos,
incluindo o HBV, e Avihepadnavirus, que compreende os virus que infectam aves (Fauquet
et al., 2005; ICTV, 2014). As principais caracteristicas da familia Hepadnaviridae sao
hepatotropismo, relativa especificidade de espécie e capacidade de causar infec¢cdes agudas
e persistentes com viremia e antigenemia (Glebe e Bremer, 2013). Além do HBV, os
Orthohepadnavirus compreendem espécies virais que sao capazes de infectar roedores de
pequeno ou meédio porte. O HBV infecta humanos e primatas ndo humanos (gorila,
chimpanzé, orangotango e gibao) (Vaudin et al., 1988; Hu et al., 2000; Robertson e Margolis,
2001). Além disso, uma espécie de hepadnavirus de primatas foi isolada a partir do macaco
lanoso do Novo Mundo (WMHBYV - woolly monkey hepatitis B virus) (Lanford et al., 1998).

As particulas infecciosas do HBV (virions), também chamadas particulas de



Dane, sao esféricas, com envelope duplo e cerca de 42-47 nm de diametro (Dane et al.,
1970). Os virions sao formados por um envelope externo de glicoproteinas que constitui o
antigeno de superficie do virus (HBsAg) (Dane et al., 1970; Almeida et al., 1971; Robinson e
Lutwick, 1976). O HBsAg € composto por trés proteinas: L (large), M (middle) e S (small)
distribuidas em quantidades distintas pelo envelope (Tiollais et al., 1985). O nucleocapsideo
possui simetria icosaédrica, sendo formado pela proteina do core (HBcAg) (Almeida et al.,
1971) e pelo genoma viral (Robinson et al., 1974) (Figura 1.1). Estima-se que o soro de
individuos infectados pelo HBV possa apresentar concentracdes superiores a 10° particulas

virais por mL (Ganem, 1996).

Core icosaédrico —— ¢ 0 D o _—Proteina Small (S)
: > .. —Proteina Middle (S + Pré-S2)

Polimerase (P)

Figura 1.1: Estrutura do HBV. Modelo esquematico de particula de Dane. Disponivel em:
<http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html> [Acesso em 15 nov. 2015] (Figura adaptada para

0 portugués).

Além das particulas completas infecciosas, no soro de pacientes infectados podem ser
encontrados outros dois tipos de particulas ndo infecciosas, as esféricas e filamentosas, que
sdo constituidas apenas pelo HBsAg e por alguns lipideos oriundos da célula hospedeira
(Figura 1.2). As particulas esféricas possuem cerca de 20 nm de diametro, e as filamentosas
apresentam, aproximadamente, 22 nm de largura e comprimento variavel (Robinson et al.,
1976; Laub et al., 1983). Elevados niveis dessas particulas ndo infecciosas podem ser
encontrados nas fases aguda e crbnica da infeccéo. Presentes em concentracdes superiores

a 10 particulas por mL de soro, essas particulas ndo promovem infeccdo, pois nao



possuem o genoma do virus (Rizzetto, 1998). Apesar disso, as particulas subvirais sdo
altamente imunogénicas e eficientes em induzir a resposta neutralizante de anticorpos anti-
HBs (Ganem, 1996).

Polimerase
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4

T R

Figura 1.2: Particulas infecciosas e ndo infecciosas do HBV. A- Microscopia eletrbnica. B-

Representacdo esquematica.

A- Disponivel em: <http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html>. [Acesso em 22
agos. 2014] (Figura adaptada).

B- Fonte: Datta et al., 2012. (Figura adaptada).

[.3 — Organizacdo Genémica do HBV

O genoma do HBYV, um dos menores dentre os virus que infectam o homem, é
constituido por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla (ambas as fitas ndo
se encontram covalentemente fechadas), com aproximadamente 3.200 pares de base (pb)
de tamanho. A fita mais longa é complementar ao RNA pré-genémico e, por convencao,
possui polaridade negativa (Gerlish e Robinson, 1980). Na fita de polaridade positiva, a
posicao da extremidade 5’ terminal é fixa, enquanto a posi¢cao da extremidade 3’ terminal é
variavel. Desta forma, o comprimento da fita positiva varia de 50% a 90% do comprimento da
fita complementar (Ganem, 1996). Préxima as extremidades 5 de ambas as fitas, ha duas
pequenas sequéncias diretamente repetidas, de aproximadamente 11 nucleotideos (nt)
cada, “direct repeats” (DR1 e DR2). Essas sequéncias sdo importantes para a inicializacao
da replicacdo do HBV (Seeger et al., 1986; Lien et al., 1987; Will et al., 1987). A extremidade

5’ da cadeia negativa do DNA codifica a primeira DR, denominada ‘DR1', enquanto a fita
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positiva comega com outra repeticao direta a ‘DR2’. A cadeia negativa também tem uma
proteina terminal, que é uma parte da polimerase viral, covalentemente ligada a sua
extremidade 5. A fita positiva contém um pequeno oligbmero de RNA derivado da
extremidade 5 do RNA pré-gendmico, que funciona como iniciador da sintese da fita
negativa do DNA (Seeger et al., 1986; Lien et al., 1987).

A numeracdo mais comumente utilizada em relagdo aos pares de bases do
genoma do HBV se inicia a partir de um sitio Unico de restricdo para a enzima EcoRl,
localizado no inicio da regido pré-S2 ou em sitios homoélogos, caso 0 mesmo esteja ausente.
Entretanto, outros métodos de numeracéao, a partir do primeiro nucleotideo de cada gene sao
utilizados para analise de cada uma das regides individualmente (Stuyver et al., 2000).

O genoma do HBV possui quatro fases de leitura aberta (Open Reading Frames
- ORFs) designadas de pré-S/S, pré-C/C, P e X (Shafritz e Lieberman, 1984). As ORFs sao
totalmente codificantes e estdo parcialmente sobrepostas, permitindo que o HBV codifique
50% mais proteinas do que seria esperado devido ao reduzido tamanho do seu genoma
(Heermann et al., 1984; Ganem e Varmus, 1987) (Figura 1.3). A sintese de quatro RNAs
virais € regulada por quatro promotores, pré-S1, pré-S2, pré-C/C e X presentes nas ORFs e

dois elementos potencializadores (enhancers) (Enhl e Enhll) (Ganem e Varmus, 1987).

[.3.1 — ORF pré-S/Ss

O gene pré-S/S inclui as regides pré-S1, pré-S2 e S, com trés codons de
iniciacdo na mesma fase de leitura. Esse gene codifica as proteinas que comp&e o HBsAg, a
proteina estrutural que forma o envelope viral. A transcricdo é regulada por regides
promotoras especializadas separadas, permitindo regulacéo variavel da expressao proteica.
A proteina L ou large, a de maior tamanho (cerca de 400 aminoacidos), é codificada a partir
do cbédon de iniciagdo localizado no comecgo da regido pré-S1 e sua sintese se estende
pelas regides pré-S1, pré-S2 e S. A proteina M ou middle, que é constituida por 281
aminoacidos, é codificada pelas regides pré-S2 e S, a partir do segundo codon de iniciacao
localizado no inicio da pré-S2. A proteina S ou small, a menor das proteinas (226
aminoacidos), € codificada a partir do terceiro codon de iniciacdo localizado no inicio da
regido S. Todas as proteinas tém sua sintese interrompida no mesmo codon de parada,
localizado no final da regido S (Seeger e Mason, 2000).

Essas proteinas ndo sédo encontradas de maneira uniforme entre os diferentes

tipos de particulas virais (Heermann et al., 1984). As particulas subvirais, ndo infecciosas,



sdo compostas predominantemente pela proteina S, apresentando quantidade variavel de
proteina M e pouca de L. Entretanto, as particulas virais infecciosas séo enriquecidas de
proteina L. Como essa proteina é a que possue os sitios de ligacdo do HBV aos receptores
dos hepatdcitos (Neurath et al.,, 1986; Klingmuller e Schaller, 1993), é coerente que a
particula infecciosa possua um numero consideravelmente maior de proteina L quando
comparada as particulas ndo infecciosas, as quais sendo mais numerosas poderiam

competir com os virions pelos receptores dos hepatécitos (Ganem et al., 1996).

1.3.2 — ORF pre-C/C

O gene pré-C/C apresenta-se como a regido mais conservada do genoma viral,
é responsavel pela sintese das proteinas HBcAg, constituinte do core viral, e HBeAg, que
funciona como um importante marcador sorolégico de replicacdo viral. Os cdédons de
iniciacdo localizam-se na mesma fase de leitura aberta (Nassal e Rieger, 1993; Nassal e
Schaller, 1996).

O HBeAg € uma proteina ndo estrutural, sintetizada a partir do primeiro cédon de
iniciacdo localizado na regido pré-C, e sua sintese se estende por toda a regido C. O
primeiro peptideo precursor produzido € composto de 214 aminoé&cidos, contendo os 29
aminoacidos da regido pré-C e o restante constituinte do gene core. Essa sequéncia da
regido pré-core € responsavel pela translocacdo do HBeAg para o reticulo endoplasmaético,
onde o mesmo sera processado pela clivagem nas duas extremidades, resultando em uma
proteina final com 159 aminoacidos. Essa proteina € secretada nos estagios iniciais da
infeccdo aguda e nas fases replicativas da infecgdo cronica (Nassal e Rieger, 1993). O
HBeAg é um importante marcador sorolégico de replicacdo viral ativa (Garcia et al., 1988;
Nassal e Rieger, 1993); no entanto, ainda ndo se sabe ao certo seu papel na biossintese
viral.

Ja o HBCcAg € uma proteina estrutural composta de 185 aminoacidos que
compde o nucleocapsideo viral, sendo codificada a partir do segundo cddon de iniciacao
localizado no inicio da regido C. O nucleocapsideo da particula viral € composto por 180
mondmeros do HBCcAg, que espontaneamente se aglutinam formando uma estrutura
icosaédrica denominada core ou cerne viral (Nassal e Schaller, 1996). Essa proteina é capaz
de induzir a producdo de anticorpos (anti-HBc) pelo hospedeiro, sendo importante, assim

como o HBsAg, no diagnadstico sorolégico da infeccao (Milich e McLachlam, 1986).



.3.3-0ORF P

O gene P, o maior dos genes do HBV, cobre aproximadamente % do genoma
viral e codifica a polimerase viral (Pol), uma enzima multifuncional com 832 aminoacidos.
Essa proteina é funcionalmente dividida em quatro dominios: o dominio aminoterminal, com
atividade de DNA primase, necessério para o inicio da sintese da fita de DNA de polaridade
negativa; uma regido espacgadora, sem fungcdo ainda definida; o dominio da transcriptase
reversa, fundamental para a sintese do DNA a partir do RNA pré-genémico; e o dominio
carboxiterminal que possui atividade de RNAse H. No gene da polimerase, esta presente o
motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD), essencial para a atividade de transcricdo reversa (Toh et
al., 1983), o qual € bem conservado em todas as transcriptases reversas virais, constituindo
0 sitio mais comum de aparecimento de mutagdes de resisténcia a farmacos (Frangois et al.,
2001; Gaillard et al., 2002; Kim et al., 2012).

[.3.4 - ORF X

A ORF X codifica a proteina viral HBx, um polipeptideo composto por 154
aminoacidos que pode ser detectado em hepatdécitos infectados pelo HBV (Seeger e Mason,
2000).

O gene X apresenta elevada similaridade dentre os orthohepadnavirus, mas esta
ausente nas linhagens que causam infeccdo em aves, 0 que sugere que a ORF X nao
desempenhe um papel crucial nos eventos de replicacdo. Entretanto, ja foi verificado o papel
dessa proteina como um regulador viral multifuncional que modula o processo de
transcricdo, participa de diversas vias de sinalizacdo, degradacao de proteinas e resposta
celular a estresses; atribuicbes que afetam a replicacdo e a proliferacdo viral direta ou
indiretamente (Murakami, 2001).

A proteina X é um regulador viral multifuncional que modula a replicacdo do
HBV, a transcri¢cao celular, o sinal de transducao, a atividade do proteossoma e progressao
do ciclo celular (Kim et al., 1991; Xu et al., 2010), e pode induzir a apoptose diretamente ou
sensibilizar hepatdcitos a uma variedade de estimulos apoptéticos (Kim et al., 2005). HBx
também tem sido relacionado a inflamac&o e imunomodulacdo. Em linhagens celulares de
hepatoma humano, HBx induz a transcricdo de citocinas inflamatorias, tais como TNF-q,
IFN-c e IL-6 (Lara-Pezzi et al., 1998; Lee et al.,2010; Xiang et al., 2011). HBx também

aumenta a expressdao de moléculas que sao importantes na resposta imune, como 0



complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Zhou et al., 1990).

Figura 1.3: Modelo esquematico do genoma do HBV (Fonte: Datta et al., 2012). Os circulos
vermelhos representam as fitas de polaridades negativa e positiva do DNA viral. A linha
verde indica as posi¢cdes em nucleotideos do genoma viral. As setas coloridas representam
as ORFs do genoma do HBV. As linhas mais externas semicirculares com setas representam
os quatro RNAs (gendmicos e subgendmicos) correspondentes as ORFs. As setas indicam

as posicoes dos codons de iniciacao diferentes dentro de cada ORF.

I.4 — Replicacéo do HBV

A replicacao do HBV realiza-se por um mecanismo unico dentre os virus de DNA
animais, uma vez que apresenta uma etapa envolvendo a producédo de um intermediario de
RNA e a sua conversdao em DNA pela acao da transcriptase reversa viral (Ganem, 1996;
Nassal e Schaller, 1996).

A infeccdo pelo HBV tem inicio a partir da adsorgcéo viral aos receptores nos



hepatocitos e penetracdo do virion na célula. Uma vez no citoplasma do hepatdécito, o virus
perde seu nucleocapsideo, sendo transportado até o nucleo celular, onde libera o seu
genoma (Ganem et al., 1996).

Inicialmente, o DNA viral € convertido em uma forma de dupla fita circular
covalentemente ligada (cccDNA). Para tanto, a fita positiva € complementada pela DNA
polimerase celular. O cccDNA é transcrito em RNAs gendmicos e subgenémicos pela RNA
polimerase Il celular. Os RNAs subgenOmicos atuam exclusivamente como RNAs
mensageiros para a traducdo das proteinas do envelope e da proteina X. Ja os RNAs
gendmicos servem tanto de molde para a sintese de DNA viral (sendo chamado, neste caso,
de RNA pré-gendmico) como de RNAs mensageiros para a traducéo da proteina do core, da
polimerase viral e do HBeAg. Os transcritos de RNA s&o, entdo, transportados para o
citoplasma celular onde serdo traduzidos em suas respectivas proteinas. Um sinal de
encapsidacao (¢), localizado na extremidade 5 do RNA pré-gendmico é responsavel pelo
empacotamento, no citoplasma, desse RNA nos capsideos imaturos durante a replicacdo
(Kidd-Ljunggren et al., 2002). A transcricdo reversa € iniciada no interior do capsideo, onde a
fita negativa € sintetizada a partir do molde de RNA viral, o qual é concomitantemente
degradado pela atividade de RNAse H da polimerase. A fita de polaridade positiva é
sintetizada a partir da fita negativa. Durante esse processo, o genoma do HBV é
circularizado com a peculiaridade da fita positiva ndo ser completamente sintetizada,
resultando em um genoma de fita parcialmente dupla. O nucleocapsideo pode, entéo,
retornar ao nudcleo, liberar o DNA viral (que pode ser convertido nhovamente em cccDNA)
para a amplificacdo de novos genomas (Tuttleman et al., 1986), ou seguir para membranas
intracelulares do reticulo endoplasmatico ou do complexo de Golgi contendo as
glicoproteinas do envelope do virus para ser envelopado, e posteriormente, secretado
através da via de secrecdo constitutiva (Figura 1.4) (Pollack e Ganem, 1993;
Papatheodoridis et al., 2002; Ganem e Prince, 2004).
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Figura 1.4: Modelo esquematico do ciclo replicativo do HBV (Fonte: Ganem e Prince, 2004 —

Figura adaptada para o portugués).

.5 — Transmissao do HBV

O HBV pode se manter infeccioso fora do seu hospedeiro durante pelo menos
sete dias. O periodo de incubacdo do HBV é de em média 75 dias, mas pode variar de 30 a
180 dias. O virus pode ser detectado dentro de 30 a 60 dias ap0s a infec¢do e pode persistir
e desenvolver para uma hepatite crénica (WHO, 2015).

A transmissdo do HBV ocorre, principalmente, por meio da exposi¢cdo
percutdnea ou da mucosa a fluidos corporais infectados, incluindo saliva, fluidos menstrual,
seminal e vaginal, que tém sido implicados como veiculos de transmissdo humana (Mast et
al., 1999).

A transmissdo sexual do virus da hepatite B pode ocorrer quando héa relagéo
sexual sem uso do preservativo. A transmissdo do HBV também pode ocorrer por inoculacéo
acidental de pequenas quantidades de sangue ou fluido durante procedimentos médicos,
cirargico e dental, ou por meio de laminas de barbear ou objetos similares contaminados
com sangue infectado; uso de seringas e agulhas esterilizadas inadequadamente; uso de
drogas injetaveis; tatuagem; piercing corporal; e acupuntura (WHO, 2015).
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A transmissdo perinatal € a principal via de transmissdo do HBV em muitas
partes do mundo e um fator importante para manter o reservatério da infeccdo em algumas
regides, particularmente na China e Sudeste Asiatico. Na auséncia de profilaxia, uma grande
proporcdo de maes virémicas, especialmente as HBeAg positivas, transmite a infeccéo para
seus filhos no momento ou em um curto periodo apds o nascimento (Beasley et al., 1983). O
risco de infecgdo perinatal também é maior se a mae tem hepatite B aguda no segundo ou
terceiro trimestre de gravidez, ou no prazo de dois meses apds o parto. Apesar do HBV
poder infectar o feto no Utero, isso € incomum e parece estar geralmente associado a
hemorragia pré-parto e descolamento de placenta. O risco de desenvolvimento da doenca
cronica durante a infeccdo perinatal é de 90% (até os seis meses de idade), mas essa
porcentagem cai para 20-60% nas idades de 6 meses a 5 anos (Beasley et al., 1983;
McMahon et al., 1985).

Também importante é a transmissdo horizontal, especialmente em paises em
desenvolvimento, por contato intimo ndo sexual ou por formas pouco conhecidas. Especula-
se gue tais mecanismos envolvam infeccdo percutanea por meio da saliva, tracos de
sangue, compartilhamento de objetos, escarificacéo, rituais, instrumentos néo esterilizados,
dentre outros (Kiire,1996).

I.6 — Patogenia da infeccédo pelo HBV

O principal alvo do HBV é o hepatécito, uma célula parenquimatosa do figado.
Quando o HBV entra no hepatdcito via interagcdo com receptores celulares, o nucleocapsideo
transporta o DNA genémico do HBV para dentro do nacleo, onde o DNA circular € convertido
em DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) como molde para os RNAs virais
(Rehermann e Nascimbeni, 2005). Muitas evidéncias suportam que o HBV ndo é
diretamente citotoxico para as células infectadas. Primeiro, o HBV replica persistentemente
em linhagens celulares de hepatoma transfectadas (Sells et al., 1987; Quasdorff et al., 2008)
ou em hepatécitos humanos primarios infectados sem danos ou morte celular (Schulze-
Bergkamen et al., 2003). Segundo, ratos transgénicos com HBV ativo (replicacao viral) ndo
mostram evidéncia de inflamacdo no figado. Entretanto, a transferéncia de células T
citotdxicas para o rato transgénico provoca inflamacgéo intra-hepatica (Guidotti et al., 1995), o
que sugere que a inflamagé&o hepatica ocorre devido a inducéo da resposta imune adaptativa
pela infeccdo do HBV e ndo diretamente pelo virus. Por ultimo, durante a fase inicial da

infeccdo aguda, antes do recrutamento das células T para o figado, ndo ha evidéncia
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histoldgica ou bioquimica de dano hepatico em chimpanzés infectados com HBV (Guidotti et
al., 1999; Thimme et al., 2003). Em pacientes e modelos animais imunocomprometidos a
replicacdo viral ocorre em niveis altos no figado sem causar danos, reforcando que o HBV
replica ndo citopaticamente no figado e que a lesdo hepatica seria causada pela resposta
imune induzida pelo HBV (Chisari e Ferrari, 1995; Ferrari et al., 2003; Ganem e Prince,
2004).

A célula natural killer (NK), uma célula inflamatoria ndo especifica para um
antigeno, é conhecida por participar no processo inflamatério antes do recrutamento das
células T citotoxicas para o figado. Posteriormente, células T citotdéxicas especificas para o
HBV sdo responsaveis por significativa citotoxicidade e tém um papel central (direta e
indiretamente) na patogénese viral. Além disso, as células T auxiliares, células B e células
apresentadoras de antigeno também estdo associadas com a patogénese da infeccéo pelo
HBV. Estudos sugeriram ainda que as células inflamatérias ndo especificas para o HBV
exacerbam a imunopatologia induzida por células T citotoxicas e que plaquetas aumentam o
acumulo de células T citotéxicas no figado (lannacone et al., 2005; Sitia et al., 2012).

A apoptose de células infectadas contribui para a defesa antiviral, limitando a
propagacao inicial do virus. No entanto, a apoptose pode também ajudar na propagacéo viral
(Servet-Delprat et al., 2000). O HBV nao precisa destruir a célula para que haja a liberacéo
de progénie infecciosa. Desse modo, permanece controverso se 0 HBV sensibiliza os
hepatdécitos a apoptose para a propagacao viral no figado (Terradillos et al., 1998; Su et al.,
2001). Resultados de vérios estudos sugerem que proteinas do HBV sdo capazes de induzir
respostas anti ou pro-apoptética em diversas condi¢cdes ambientais dependendo do diferente
contexto celular, sugerindo que a habilidade do HBV de induzir ou suprimir a apoptose pode

ser contradit6ria durante o curso da infeccao pelo HBV (Oh e Park, 2015).

I.7 — Aspectos Clinicos e Marcadores Sorolégicos da Hepatite B

O HBV pode causar hepatite aguda, fulminante e cronica, podendo, nesse caso,
haver evolucdo para um quadro de cirrose hepética e/ou carcinoma hepatocelular (Goncales,
1997).

A hepatite B aguda caracteriza-se pela presenca do antigeno HBs no soro do
individuo infectado, dos anticorpos anti-HBc da classe IgM, e do antigeno HBe (marcador de
replicacdo viral ativa), além da detec¢cdo do DNA do HBV (Sjogren, 1994). A maioria dos

adultos com infeccdo aguda pelo HBV desenvolve doenca autolimitada com resolucdo do
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quadro em até seis meses. No entanto, uma minoria (1%) evolui para hepatite fulminante em
decorréncia da lise macica, imunomediada, dos hepatdcitos infectados. Hepatite fulminante é
definida como desenvolvimento de encefalopatia e coagulopatia até oito semanas apos o
inicio dos sintomas e apresenta altas taxas de letalidade. A probabilidade de um individuo
com infeccdo aguda tornar-se cronicamente infectado depende da idade na qual o individuo
adquire a infeccao (Mendonca et al., 2006).

Durante a fase de convalescenca, os titulos de anti-HBc IgM decaem, ao passo
que os titulos de anti-HBc 1gG aumentam, normalmente permanecendo detectaveis por toda
a vida. Nessa fase, o HBsAg e o HBeAg tendem a desaparecer, e surgem 0s anticorpos anti-
HBe e anti-HBs. Esse Ultimo, um anticorpo protetor que neutraliza o virus apos infeccéo
aguda (Figura 1.5). Em individuos vacinados contra o HBV, o anti-HBs aparece como
marcador isolado, indicador de imunidade protetora (Sjogren et al., 1994).

A hepatite B cronica é definida pela persisténcia do HBsAg no soro por mais de 6
meses apos a infeccdo (Figura 1.5). Os marcadores de replicacéo viral e as manifestacfes
clinicas evoluem de forma dependente da interagdo virus-hospedeiro (Sjogren, 1994).
Dentre os individuos com infeccdo cronica, aproximadamente 70% evoluem para
estabilizacdo da infeccdo, 30% apresentam progressdo da doenca com evolucdo para
cirrose e destes, 1/4 desenvolve descompensacdo hepéatica em cinco anos e de 5-10%
desenvolvem CHC (Mendonga et al, 2006).

Curso Sorolégico da hepatite B aguda Curso Sorolégico Tipico da Infeccao Cronica pelo HBV
Cutso Sorologico Tipico Curso Sorolégico Tipico
Sintomas T Anlle I PO
" AcHBe | I——————-——-—-—-.-r:va,r— ——e AQHUE J = e
T —==v AgHBs
o antl-HB«¢ I W ° anti-HBe
E 3
= £
— ' ' -
AgHBs p—
// —
'
4 U . ) y
v T T T L L ¥ L L T ”w 1 LA T 13 Lo lre o8 B S LA T o T " Racs
0 4 B 12 16 20 24 28 32 36 52 100 04 812162024283236 52
Semanas apos a exposicao Semanas apos a exposicao

Figura 1.5: Curvas sorologicas nas infec¢des aguda e cronica.
Disponivel em <http://www.cdc.gov/ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_b/slide_3.htm> e
<http://www.cdc.gov /ncidod/diseases/hepatitis/slideset/hep_b/slide_4.htm> [acesso em 16

Jan. 2008] (figuras adaptadas para o portugués).
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Os portadores crbnicos constituem o principal reservatério do HBV, devido a
persisténcia viral no organismo. Em funcédo disso, pacientes com a infeccdo cronica
representam um sério risco de transmissdo da doenca (Coursaget et al., 1991; Elghouzzi et
al., 1995; Flichman et al., 2014; Moresco et al., 2014).

Os principais fatores associados a progressao da hepatite cronica incluem a idade
na qual o individuo foi infectado, que € inversamente proporcional ao risco de cronicidade
(Figura 1.6), e o status imune, destacando-se a imunossupressao, cComo a que ocorre em
individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes renais crénicos
que fazem hemodidlise ou pos-transplante e leucémicos. A infeccdo dos recém-nascidos,
apesar de geralmente assintomatica, representa um risco de cerca de 90% de evolucao para
a forma crbnica da doenca. Acredita-se que o estado de imaturidade do sistema imune nos
muitos jovens seja importante no desenvolvimento desse tipo de infeccdo (Strauss et al.,
2003).
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Hepatite B aguda

HBsAg +
Anti-HBc +
HEeAq +
Cura Hepatite cronica Hepatite fulminante
Aqultus ~90% Adultos ~10% 10
Criancas ~10% Recém-nascidos ~00%
HBsAg - HBsAg +
Anti-HBe + Anti-HBc +
Anti-HBEe +
HB +
Anti-HBs + eAg
Fortador assintomatico
HEsAg +
Anti-HBC +
HBeAg +ou-
Anti-HBe +ou-
Cirrose Obito
‘ Frogressio
lenta/quadros
HCC primario néo fibrdticos

Figura 1.6: Fluxograma da infeccdo pelo HBV (Fonte: Farrel, 1998). Adaptado.
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.8 - Relac&o do Hepatocarcinoma com o HBV

A associagao entre a infeccéo cronica pelo HBV e o desenvolvimento de CHC foi
primeiramente reportada em 1975 (Blumberg et al., 1975) e a hepatite B tem sido
reconhecida como a principal causa desse tipo de tumor (Kew, 2010). No mundo, 55% dos
casos de CHC é causado pela infeccdo pelo HBV (Ferlay et al., 2001; Bosh et al., 2004).
Estima-se que dos 360 milhdes de portadores cronicos para o HBV, 25% deles
desenvolverdo CHC (Beasley e Hwang,1984; IARC, 1994). A infeccdo pelo HBV aumenta o
risco da hepatocarcinogénese em 100 vezes, quando comparada a individuos néao
infectados (But et al., 2008), enquanto a infec¢do pelo HCV aumenta o risco em 20 vezes
(Sun et al.,, 2003; McDonald et al., 2008). Em pacientes com cirrose com etiologia por
infecgao pelo HBV, o risco aumenta 1.000 vezes (Gomaa et al., 2008).

A hepatocarcinogénese envolve mudltiplos mecanismos que afetam os
hepatécitos. Os dois processos principais que afetam as células do figado séo alteracdes
genéticas e lesbes cronicas dos hepatdcitos (Coleman, 2003). Na maioria dos casos, a
cirrose é a etapa intermediaria para o desenvolvimento de CHC, porém néo é fundamental
para que isso ocorra (But et al., 2008). A hepatite crbnica e outras causas de danos no
figado estdo associadas ao processo recorrente de lesdo seguido de regeneracdo que
origina a cirrose. Esse processo aumenta o risco do surgimento de anomalias genéticas que
podem resultar na ativacdo de genes relacionados a oncogénese e na inativacdo de genes
supressores de tumor (Coleman, 2003). O HBYV, diferente do HCV, é capaz de integrar seu
genoma nas células hospedeiras e induzir mudancas que podem promover a carcinogénese
(Feitelson et al., 2002; Anzola, 2004).

Estudos recentes indicam que alguns fatores podem ser associados ao
desenvolvimento do CHC como a carga viral do HBV, o gendtipo do isolado infectante e a
presenca de determinadas mutacdes em regifes especificas do genoma do HBV (Kao et al.,
2003; Miyakawa e Mizokami, 2003; Asim et al., 2010; Zhang e Cao, 2011). A supresséao da
replicacdo do HBV e eventual perda do marcador HBsAg no soro dos pacientes resultam em
um menor risco de desenvolvimento de CHC (Fattovich et al., 1997). A replicacdo viral,
representada pela presenca do marcador HBeAg no soro do paiente, estd associada ao
aumento do risco do desenvolvimento de CHC (Yang et al., 2002). A carga viral do HBV DNA
maior que 10* copias/mL é um importante preditor da hepatocarcinogénese em pacientes
assintomaticos, independente da presenc¢a do marcador HBeAg, do nivel das transaminases

e da presenca de cirrose (Chen et al., 2006).
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Muitos estudos indicam que a infeccéo pelo gendtipo C do HBV em comparacao
com o gendtipo B, aumenta o risco de hepatocarcinogénese (Kao, 2003; Chan et al., 2004;
Chan et al., 2008; Yang et al., 2008). Em alguns destes estudos o gendtipo C esta associado
a cargas virais altas, porém outro trabalho demonstrou que o gendtipo C e alelos especificos
da regido do promotor basal do core (BCP) estdo associados ao desenvolvimento de CHC,
independente da carga viral (Yang et al., 2008). Ao comparar a infec¢ao pelo genotipo A com
a infeccdo pelo gendtipo D, estudos demonstram que a infeccao pelo gendtipo D esta mais
associada a uma lesdo mais grave no figado e uma maior incidéncia de CHC (Kao, 2002;
Gomaa et al., 2008).

Vérios isolados mutantes do HBV, principalmente os que apresentam mutacdes
no BCP, no pré-core e dele¢cdes na regido pré-S foram associados a uma maior
patogenicidade, aumentando a probabilidade de progresséao para cirrose e CHC (Hunt et al.,
2000; Zhang et al., 2011). As principais mutacdes s&o: A1762T e G1764A no BCP, o que
promove uma diminui¢do da producéo do antigeno HBeAg (Guo et al., 2008; Liu et al., 2009;
Yin et al., 2011; Zhang et al., 2011), G1896A no pré-core, que gera um codon de parada da
traducao, impedindo a producdo de HBeAg (Zhang et al., 2011; Yin et al., 2011) e delecdes
encontradas na regido gendmica pré-S (Sugauchi et al., 2003; Fang et al., 2008; Yin et al.,
2010; Xie et al., 2010), que apresenta varios epitopos para as células B e T do sistema
imune (Kay e Zoulim, 2007). Nenhum estudo sobre muta¢des do HBV relacionadas ao CHC
foi ainda realizado no Brasil, para confirmar se estas mutacfes estariam também associadas

ao desenvolvimento do CHC em pacientes brasileiros.

.9 — Variabilidade do HBV

Diferente de outros virus de DNA, o HBV precisa de uma transcriptase reversa para
sua replicacédo. Pelo fato da transcriptase reversa nao possuir capacidade de revisdo de
incorporacdo de nucleotideos (proofreading), mutacées no DNA ocorrem frequentemente
durante a replicagcdo. Se por um lado, o uso de uma enzima transcriptase reversa na
replicagdo, com auséncia de atividade de proofreading, tende a manter niveis elevados de
mutacdo no DNA viral; por outro, o fato de possuir um genoma totalmente codificante,
contendo quatro fases de leitura parcialmente sobrepostas, reduz relativamente a ocorréncia
de mutacgdes, uma vez que uma substituicdo, mesmo que silenciosa em uma fase de leitura

poderia alterar o funcionamento da fase de leitura a ela sobreposta, inviabilizando a particula
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viral (Chen e Oon, 1999; Kidd-Ljunggren et al., 2002).

Os primeiros relatos de variabilidade no HBV foram descritos em 1971 por Le
Bouvier (Le Bouvier, 1971), que identificou dois determinantes antigénicos, d ey, localizados
no antigeno de superficie do HBV, compartilhando um epitopo conformacional comum, o
determinante “a”, (Levene e Blumberg, 1969). Dois determinantes adicionais, w e r, foram
subsequentemente enunciados, em 1972, por Bancroft e colaboradores (Bancroft, et al.,
1972). Os determinantes antigénicos mutuamente exclusivos, d ou y e w ou r, estdo
associados a variacbes de aminoacidos nas posicbes 122 e 160, respectivamente.
Diferencas no epitopo resultam em quatro subtipos principais (adr, adw, ayr and ayw) e dez
subtipos (Figura 1.7) (Couroucé-Pauty et al., 1983). Os subtipos mostram diferentes
distribuicdes geograficas e afetam as caracteristicas antigénicas do HBV (Le Bouvier et al.,
1972; Norder et al., 1992). Anticorpos contra o determinante “a” conferem imunidade a todos
0s subtipos do HBV. A subtipagem de amostras do HBV pode ser utilizada em estudos
epidemiologicos e, em alguns casos, para verificar a possibilidade de infecgdo nosocomial
(Kidd-Ljunggren et al., 2002).

HBV

Lys122 Argl22

! ] ]
Lys160 Arg160 L Lys160 Arg160 ayr
i | ———
] | 1 1 1 ] ]
Pro127 L Thr127 { Ile122/Leul27 L Val177 { Ala177 L Pro127 \; Thr127 L lle/Leu127

adw2 adw3 adw4 adrg+ adrg- ayw3 aywd
[
1 : ]
[ Alal59 ouPhe134 L N&o Alals9 e Phel34
aywl ayw2

Figura 1.7: Algoritmo para determinac&o do subtipo do HBV a partir da estrutura primaria do
gene S. (Fonte: Yano et al., 2015).
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O HBYV ¢é classificado em pelo menos 10 gendtipos (A - J) que sao distintos entre si
pela estrutura e tamanho do genoma, com no minimo 8% de divergéncia no genoma
completo entre eles (Norder et al., 1994; Arauz-Ruiz et al., 2002; Tatematsu et al., 2009). Os
genatipos A-D e F sdo também divididos em subgenotipos, baseados numa divergéncia de 4
a 8% do genoma completo (Magnius e Norder, 1995; Arauz-Ruiz et al., 2002; Norder et al.,
2004). Alguns estudos tém demonstrado que os gendtipos e subgendtipos apresentam
distribuicbes geograficas distintas (Tabela 1.1), e divergem quanto a progressdo e
prognostico da doenca e a resposta ao tratamento antiviral (Kao et al., 2000; Kramvis et al.,
2005).

Os gendtipos do HBV possuem distribuicdo étnica-geografica caracteristica.
Alguns sao amplamente distribuidos pelo mundo, como os genétipos A e D. O primeiro é
muito difundido na Africa Subsaariana e ocidental e Norte da Europa (Liu e Kao, 2013), ja o
segundo é dominante na Africa, na Europa, nos paises do mediterraneo e na india (Liu e
Kao, 2013; Sakamoto et al., 2013). Os genoétipos B e C sdo comuns na Asia, sendo o C
encontrado principalmente no sudeste asiatico (Ghosh et al., 2013). O gendtipo E circula na
Africa subsaariana. O genétipo G tem sido reportado na Franca, Alemanha e nos Estados
Unidos (Prasetyo et al., 2013); e os gendtipos H e F sédo prevalentes na América Central e
do Sul (Schaefer, 2007; Liu e Kao, 2013). O gendtipo | foi proposto apds ser observado no
Vietnd (Tran et al., 2008). Posteriormente o gendtipo J, foi isolado de um paciente Japonés
(Tatematsu et al., 2009).

No continente americano, Canada e Estados Unidos apresentam maior
prevaléncia dos gendétipos A e D; no entanto, no Canada, também ja foram encontrados os
genodtipos B, C, E, F, G, H e | (Igbal et al., 2015; Osiowy et al., 2015; Schwarz et al., 2015).
Nos Estados Unidos, além dos gendtipos A e D também ja foram detectados B, C, E, F, G e
H (Ramachandran et al., 2014, Igbal et al., 2015; Schwarz et al., 2015). O México apresenta
maior predominancia do gendétipo H, seguido de A, D e G (Sanchez et al., 2002; Sanchez et
al., 2007; Roman et al., 2010; Panduro et al., 2013; Roman e Panduro, 2013). Na América
Central, o genotipo mais frequente é o F (Arauz-Ruiz et al., 1997; Panduro et al., 2013). Na
regido do Caribe, o genétipo mais prevalente no Haiti € o A, mas também séo observados os
genatipos D e E (Andernach et al., 2009); na Martinica, assim como no Haiti, o genotipo mais
comum € o0 A, seguido do D e F (Brichler et al., 2013). Em Cuba, o gendétipo predominante é
0 A, seguido do D. Os genotipos E e H também ja foram detectados (Loureiro et al., 2015).
Estudos tém demonstrado que, na Colémbia, Bolivia, Venezuela, Peru e Chile, encontra-se

com maior frequéncia o gendétipo F (Casey et al., 1996; Palumbo et al., 2007; Devesa et al.,
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2008; Khan et al., 2008; Di Lello et al., 2009; Alvarado-Mora et al., 2011). Na Argentina, os
gendtipos mais encontrados sédo A, D e F; no entanto, j& foram descritos casos de infec¢ao
pelo HBV de gendtipos B e C (Pifieiro Y Leone et al., 2008; Pezzano et al., 2011). A
distribuicdo dos gendtipos do HBV na América Latina esta representada na Figura 1.8.

No Brasil, os genotipos prevalentes sdo o A, D e F, com suas frequéncias
variando nas diferentes regiées geograficas (Moraes et al., 1999; Mello et al., 2007). Nas
comunidades indigenas, o gendtipo mais comum € o F (Castilho et al., 2012). Os genotipos
B e C ja foram descritos no Brasil, mas geralmente estao relacionados com descendentes de
asidticos (Sitnik et al., 2004; Santos et al., 2010). A distribuicdo dos principais genaétipos

circulantes no Brasil pode ser observada na Figura 1.9.
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Tabela 1.1: Subgendétipos, subtipos e distribuicdo geogréafica do HBV. (Fonte: Zehender et

al., 2014. Adaptado.)

Subgendtipo Subtipo Origem geogréafica Genoma (pb)
A1 (Aa, A) adw2, aywl Africa, Asia, América do Sul
Norte da Europa, América do Norte, Africa
A2 (Ae, A-A) adw2, aywl
do Sul
A3 (Ac) Camardges, Gabao, Ruanda
A A4 Mali, Gdmbia 3221
AS Nigéria, Ruanda, Camar6es, Haiti
(populagéo Africana)
A6 Congo, Ruanda
A7 aywl, adw2, ay Camardes, Ruanda
B1 (Bj) adw?2 Japao
B2 (Ba) adw2, adw3 Asia excluindo Jap&o
B3 adw2, aywl Indonésia, Filipinas
B B4 aywl, adw2 Vietnd, Camboja 3215
B5 Filipinas
B6 Alaska, Norte do Canadé, Groelandia
B7-B9 Indonésia
Sudeste Asiatico (Vietnd, Miamar, Tailandia,
C1 (Cs) adrg+, ayr, adw2, aywl )
Sul da China)
Extremo Oriente (Coréia do Sul, Japéo,
C2 (Ce) adrg+, ayr )
Norte da China)
llhas do pacifico (Micronésia, Melanésia,
C3 adrg—, adrg+ o
C Polinésia) 3215
C4 Australia
C5 Filipinas, Vietna
C6 Indonésia, Filipinas
C7 Filipinas
C8-C16 Indonésia
Europa, Oriente Médio, Asia, Tunisia, Egito,
D1 ayw2, adwl, aywl ) ) )
Brasil, Argentina, Nova Zelandia
Argentina, Brasil, Estados Unidos, Europa,
D2 ayw3, aywl . o
Indonésia, Marrocos, India
Africa do Sul, Asia, Europa, Estados Unidos,
D3/6 ayw3, aywz2, ayw4 . .
Canada, Brasil
L . _ 3182
Austrdlia, Japdo, Papua Nova Guiné,
D4 ayw2, ayw3 .
Oceania
D5 Leste da india, Jap&o
D7 Tunisia, Marrocos, Madagascar
D8 Nigéria
D9 Leste da india
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Subgenotipo Subtipo Origem geogréfica Genoma (pb)

Africa subsaariana, Reino Unido, Franga,

E ayw4, ayw2 3212
ywe ay Arébia Saudita
Fla adw4, ayw4 América Central e do Sul
Flb adw4 Argentina, Japédo, Venezuela, Estado Unidos
América do Sul (Brasil, Venezuela,
F F2 adw4 o 3215
Nicaragua)
F3 adw4 Venezuela, Panama, Colémbia, Bolivia
F4 adw4 Bolivia, Francga, Argentina
Estados Unidos, Alemanha, Japao, Franga,
G adw2 ) 3248
México

H adw4 Estados Unidos, Japéao, Nicaragua 3215
| 11 adw?2 Laos, Vietnd, Noroeste da China 3215

12 ayw2 Laos, Vietna
J ayw Japéao 3182
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Figura 1.8: Distribuicdo dos genotipos do HBV na América Latina. (Fonte: Alvarado-Mora e
Pinho, 2013)
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Il Genétipo A

[ Genotipo D
[] Genotipo F

Figura 1.9: Distribuicdo dos genoétipos do HBV em diferentes regifes do Brasil. Mapa
representando a distribuicdo dos genoétipos do HBV em todas as cinco regides geogréficas
brasileiras (1 — Norte; 2 — Nordeste; 3 — Centro-Oeste; 4 — Sudeste; 5 — Sul). (Fonte: Mello et

al., 2007 — Figura adaptada para o portugués).

[.10 — Gendtipo D do HBV

Comparado aos outros genoétipos, o HBV/D possui 0 menor genoma, com 3182
nucleotideos, sendo caracterizado por uma delecédo de 33 nucleotideos no inicio da regido
pré-S1 (Kramvis et al., 2005).

O genatipo D é o mais prevalente no nordeste Europeu, no Mediterraneo Oriental
e Central, Norte da Africa, e no Oriente Médio. Além disso é muito frequente no
subcontinente Indiano e em um grupo de ilhas do Oceano indico com alta endemicidade
para o HBV (Andaméo e Nicomar) (Murhekar et al., 2008), e também tem sido identificado
na Oceania (Norder et al., 2004).

O HBV/D apresenta algumas caracteristicas clinicas especificas. Alguns estudos
demonstraram que pacientes com hepatite B aguda infectados com esse gendétipo possuiam

uma taxa de cronicidade maior do que aqueles portadores dos genotipos B e C (Kobayashi
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et al., 2004; Wai et al., 2005). Ele também é caracterizado pela conversao do HBeAg para
anti-HBe na adolescéncia ou no inicio da idade adulta. Tal soroconversao geralmente esta
associada a mutacdes na regido pré-core. Esse periodo pode resultar em uma fase de
portador inativo ou em hepatite B crénica HBeAg-negativa/anti-HBe positiva, que mais tarde
pode levar a cirrose e hepatocarcinoma (Grandjacques et al.,, 2000; Hadziyannis e
Vassilopoulos, 2001; McMahon, 2009). Além disso, tem sido descrita uma maior associacéo
do gendtipo D com doenca hepatica mais grave e hepatocarcinoma quando comparado com
0 gendtipo A (Thukar et al., 2002). Outro estudo realizado no Alasca sugeriu que o genétipo
D estaria significativamente associado a vasculite relacionada ao HBV (poliartrite nodosa)
quando comparado aos gendtipos A2, B6, C2 e F1 (Hurlburt et al.,, 2007). O gendtipo D
também esta associado a uma menor resposta ao tratamento com interferon. Diversos
estudos demonstraram que o tratamento com interferon foi mais efetivo para os portadores
do gendtipo A ou B do que para os gendtipos C e D (Tanwar e Dusheiko, 2012; Zhang et al.,
2013).

Até o momento, foram descritos nove subgenétipos do gendétipo D, nomeados de
D1 a D9. O subgendtipo D1 é o mais prevalente na Grécia, Turquia e norte da Africa
(Bozdayi et al., 2005; Garmiri et al., 2011). Um estudo realizado na Turquia mostrou que
mutacfes especificas no promotor basal do core estdo associadas com doenca hepéatica
crénica no subgendtipo D1 do virus da hepatite B. Foi demonstrado que esse subgendétipo é
caracterizado por uma soroconversao precoce do HBeAg e carga viral baixa (Sunbul et al.,
2013). Um trabalho de Yousif e Kramvis de 2013 também revelou uma maior frequéncia da
mutacdo G1896A do pré-core, relacionada com a abolicdo da traducdo do HBeAg, no
gendtipo D1. O D2 é o mais frequente no nordeste Europeu (RuUssia, Belarus, Esténia) e
Albania (Tallo et al., 2008; Zehender et al., 2011). O subgendtipo D3 é predominante na Itélia
e na Sérvia (De Maddalena et al., 2007; Lazarevic et al., 2007). Em um surto de hepatite B
aguda na Dinamarca e na Inglaterra, o D3 foi reportado como o subgenotipo predominante
em infec¢des agudas pelo HBV relacionadas com o uso de drogas injetaveis (Christensen et
al., 2001; Fisker et al., 2004; Andersson et al., 2012). O D3 também foi responsavel pela
maioria das infec¢cdes pelo HBV entre os usuarios de drogas no Canada (Panessa et al.,
2009) e na ltalia (De Maddalena et al., 2007). Esses estudos sugerem gue a transmisséo do
referido subgendtipo esteja relacionada ao uso de drogas injetaveis (Alestig et al., 2013). O
D4 é um subgendtipo relativamente raro, mas dominante na Oceania (Norder et al., 2004) e
um dos mais comuns em Cuba (Loureiro et al., 2015), e também ja foi descrito no Haiti
(Andernach et al., 2009), no Brasil (Santos et al., 2009; Santos et al., 2010; Barros et al.,
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2014), Marrocos (Baha et al., 2012), em Ruanda (Hubschen et al., 2009), Somalia (Norder et
al., 2004), Quénia (Kwange et al.,, 2013) e Gana (Candotti et al., 2006). O D5 € o
subgenétipo prevalente em tribos primitivas na india onde outros subgenoétipos também s&o
verificados (Banerjee et al., 2006); o D6 na Papua e Indonésia, e o D7 na Tunisia e no
Marrocos (Meldal et al., 2009; Kitab et al., 2011). Foram, ainda, descritos o D8 e o D9. O
subgendtipo D8 foi encontrado na Nigéria, sendo reconhecido como um recombinante D
com E (Abdou et al., 2010), e o D9 foi observado na india e reconhecido como recombinante
D com C (Ghosh et al., 2013). A Figura 1.10 mostra a distribuicdo global dos subgendtipos
de D.

Um trabalho realizado por Yousif e Kramvis, em 2013, demonstrou falta de suporte
estatistico para que os subgenétipos D3 e D6 fossem classificados como subgendétipos
diferentes. As sequéncias do subgendétipo D6 ficaram agrupadas com as do D3 com um alto
suporte (bootstrap = 99%), além de apresentarem uma divergéncia intergenotipica no
genoma completo menor do que 4% (Yousif e Kramvis, 2013), necesséria para a
classificacdo do HBV em diferentes subgenoétipos (Magnius e Norder, 1995; Arauz-Ruiz et
al., 2002; Norder et al., 2004).

Na Ameérica Latina, o gendtipo D é encontrado na América Central, Argentina, no
Chile e no Brasil (revisado por Alvarado-Mora e Pinho, 2013). No Brasil, o HBV/D é
observado em todas as regifes geograficas (Mello et al., 2007), sendo o genoétipo mais
prevalente na Regido Sul do Pais, onde ja foi verificado a circulacdo dos subgenétipos D1,
D2 e D3, com uma maior frequéncia do HBV/D3 (Bertolini et al., 2012; Mello et al., 2014;
Gusatti et al., 2015). Um trabalho realizado em Rondénia, Regido Norte do Pais, identificou o
gendtipo D como mais prevalente, sendo encontrado os subgenétipos D2, D3 e D4, com
maior frequéncia do HBV/D3 (Santos et al., 2010). O estudo de Barros e colaboradores
(2014), realizado no Maranhdo, observou maior frequéncia do HBV/D4, mas também

verificou a presenca dos subgenadtipos D2 e D3.
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Figura 1.10: Distribuicdo global dos subgendétipos de D. (Fonte: Yousif e Kramvis, 2013)

[.11 — Origem e Evolugédo do HBV

Até o momento ndo existe um consenso sobre a origem do HBV, mas trés
principais hipoteses tém sido propostas para explicar a origem desse virus em seres
humanos e outros primatas. Uma das hipoteses € que a sua origem teria ocorrido no Novo
Mundo e teria se espalhado globalmente devido a colonizacdo europeia nos ultimos 400
anos (Bollyky et al., 1998). No entanto, essa hipotese conflitua com a observagédo de uma
grande dipersdo do HBV em macacos selvagens do velho mundo (chipanzés, orangotangos
e gibdes), e com o achado do HBV em uma mumia coreana datada do século XVI (Kahila
Bar-Gal et al., 2012). Uma segunda hipétese prop6e que o HBV teria co-divergido com seus
hospedeiros primatas num periodo de 10-35 milhGes de anos atras, mas a referida hipotese
implicaria numa taxa evolutiva muito lenta (MacDonald et al., 2000), incompativel com
estimativas de relégio molecular indicando taxas evolutivas mais rapidas (Orito et al., 1989;
Hannoun et al., 2000; Fares et al., 2002; Zehender et al., 2008), além disso seria esperado

26



uma maior diversidade entra as linhagens do HBV humanas e ndo humanas, o que nédo é
observado (Locarnini et al., 2013; Paraskevis et al., 2015). Uma terceira hipétese sugere que
0 HBV estaria presente nos humanos anatomicamente modernos e teria se espalhado como
resultado das migra¢des nos ultimos 100.000 anos (Norder et al., 1994; Magnius e Norder,
1995, Soares et al., 2012). Suporte para essa terceira hipotese foi encontrado no recente
trabalho de Paraskevis e colaboradores (Paraskevis et al., 2015), onde compararam a
histéria demografica do HBV e dos humanos. Eles observaram que as mudancas no
tamanho populacional do HBV e dos humanos coincidem, sugerindo que o aumento do
namero de infec¢des pelo HBV seguiu as mudancas populacionais dos humanos no periodo
Neolitico (Figura 1.11).
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Figura 1.11: Estimativa bayesiana da histéria do tamanho da populacdo do HBV. (Fonte:

Paraskevis et al., 2015 — Figura adaptada para o portugués).

Baseando-se na teoria de que o HBV estaria presente nos humanos
anatomicamente modernos e utilizando o genoma completo do HBV, Paraskevis e
colaboradores (Pareskevis et al., 2015) estimaram a taxa evolutiva desse virus utilizando
uma calibracdo externa baseada nos movimentos migratérios humanos. Propondo que as
linhagens do HBV de humanos modernos, assim como as linhagens de outros primatas, se
originaram de uma fonte comum ha aproximadamente 35 mil anos atras. Os genoétipos do
HBV teriam divergido e surgido no Neolitico como resultado da disperséo regional (efeito
fundador) de linhagens ancestrais que j& haviam seguido as rotas das grandes migracdes
humanas. Especificamente, essas linhagens dos genotipos, depois de dispersarem para fora
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da Africa, seguiram de trés grandes eixos de expansdo, provavelmente a partir da Asia
Central: para o sul da Europa e norte da Africa; para o leste e sudeste asiatico e dai para as
Américas; e de volta para a Africa (Figura 1.12). Neste mesmo estudo, estimaram uma taxa

evolutiva de 3,7 X 10°, uma das taxas mais lentas ja propostas para o HBV.

: %
Gendtipos v )j ) .

°5 oo eF

Figura 1.12: Padréo de dispersdo da expansdo geografica do HBV (proposto por Paraskevis
e colaboradores), dando origem a atual distribuicdo geogréfica dos genétipos do HBV,
excluindo os padrdes gerados como um resultado das recentes migracbées humanas (por
exemplo, a presenca dos genoétipos A e D na América). (Fonte: Paraskevis et al., 2015 —

Figura adaptada para o portugués).

Na investigacdo de Zhou e Holmes (Zhou e Holmes, 2007), utilizando sequéncias
de genoma completo, a taxa evolutiva do HBV foi estimada aplicando uma calibracao interna
(baseada na data de coleta das sequéncias), encontrando a taxa de 7,7 x 10 (95% HPD 8,4
x 10 — 8,61 x 10™). Nessa investigacao, eles também calcularam a taxa de evolucdo das
regides do genoma com e sem sobreposicdo separadamente, observando que as regioes
sem sobreposicédo evoluem mais rapidamente do que as com sobreposi¢ao. Esse resultado
também foi verificado no trabalho de Paraskevis (Paraskevis et al., 2015), onde observaram
uma taxa de evolugao da regido do genoma do HBV com sobreposi¢cdo 40% mais lenta do
gue a sem sobreposi¢ao.

A taxa evolutiva do HBV/D ja foi calculada em diversos trabalhos utilizando
abordagens distintas, variando de 1,21 x 10* a 5,4 x 10® (Michitaka et al., 2006; Zhou e

28



Holmes, 2007; Zehender et al., 2008; Harrison et al., 2011; Zehender et al., 2012a; Ciccozzi
et al.,, 2013). Em 2006, Michitaka e colaboradores estimaram a taxa evolutiva do HBV/D
usando sequéncias concatenadas de regides do genoma do HBV sem sobreposi¢do e uma
calibracdo baseada na data de coleta das sequéncias, encontrando a taxa de 5,4 x 107
(95% HPD 4,0 x 10 — 7,21 x 10®). No estudo de Zhou e Holmes (2007), a taxa de evolucéo
do HBV/D foi estimada em 4,30 x 10* (95%HPD 1,16 x 10® — 7,26 x 10™) ao utilizar
sequéncias de genoma completo com datas de coleta informadas. Zehender e
colaboradores (Zehender et al.,, 2012a) encontraram uma taxa proxima & observada por
Zhou e Holmes (4,4 x 10 95% HPD 2,6 x 10 — 6,2 x 10™) utilizando sequéncias do gene
da polimerase com datas de coleta informadas. Dois estudos realizados em locais diferentes
(Italia e Japdo) propuseram uma origem relativamente recente para o genoétipo D do HBYV,
que teria se originado no inicio do século XX e que um crescimento exponencial de sua
epidemia teria ocorrido nos anos 1940 e 1950 (Michitaka et al., 2006; Zehender et al., 2008).

Estudos baseados em métodos de calibracdo externa (baseados em eventos
remotos) sugerem que o HBV seria um virus de evolugéo lenta, enquanto os baseados numa
calibracdo interna (amostras heterocrénicas) indicam uma variabilidade alta do virus com
taxa evolutiva comparavel a dos retrovirus (Simmonds e Midgley, 2005; Paraskevis et al.,
2013; Paraskevis et al., 2015). Essa incerteza em determinar a taxa evolutiva do HBV causa
grande variacdo nas taxas calculadas, fazendo com que as estimativas variem entre 10 e
10 (Zhou e Holmes, 2007; Holmes, 2008; Paraskevis et al., 2013). A Tabela 1.2 mostra as
principais taxas de substituicAo obtidas por diferentes autores utilizando diferentes

abordagens.
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Tabela 1.2: Principais taxas evolutivas do HBV encontradas na literatura. (Fonte: Zehender
et al., 2014. Adaptado).

Genotipo  Taxa evolutiva 95% HPD Referéncia

A 9,0 x 10° 1,2x10°-1,7 x 10 Zehender et al., 2008
8,6 x 10™ 43 x10%-14,3x10* Harrison et al., 2011

A2 9,1 x10° 1,1 x10°-1,7 x 10* Zehender et al., 2008
3,23 x 107 5,6 x 10%-9,0 x 10° Fujisaki et al., 2011
2,72 x 10 1,73 x10*-58x 10*  Ciccozzi et al., 2013

C 2,0 x 10* 54 x 10%—3,61 x 10* Harrison et al., 2011
3,73 x 10* 4,7x10°-7,15x10%  Zhou e Holmes, 2007

D 6,3 x 10™ 48 x10%-7,8x10" Zehender et al., 2012a
4,4 x 10 26x10%-6,2 x10™ Zehender et al., 2012a
1,21 x 10 1,83 x 10*-2,27 x 10* Harrison et al., 2011
4,30 x 10 1,16 x 10*-7,26 x 10* Zhou e Holmes, 2007
3,67 x 10™ 28x10%-4,5x 10* Zehender et al., 2008
5.4 x 107° 4,0 x 10°-7,21 x10°  Michitaka et al., 2006

D3 3,29 x 10 29x10%-3,7 x10* Zehender et al., 2008

D1 4,2 x 10 3,0x10%-6,6 x 10™ Ciccozzi et al., 2013

E 9,29 x 10 1,8x10°-2,0x107° Harrison et al., 2011
2.4 %10 55x 10°-554x10*  Forbi et al., 2010
3,2 x10* 22x10%-4,5x10" Alvarado-Mora et al., 2010
1,9 x10% 1,9x10°-38x10* Andernach et al., 2013

F 1,67 x 10 9.4 x10°-2,37x10*%  Torres et al. 2011
1,0x10° 0,6 x10°-6,1x10° Torres et al. 2011

Raiz 7,7 x 10* 8,4 x10°-8,61x10*  Zhou e Holmes, 2007
2,2 x10° 15x10%-3,0x10° Paraskevis et al., 2013
3,7x10° Paraskevis et al., 2015
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.12 — Filogeografia

O estudo da origem, emergéncia e dispersao de infeccdes virais em populagdes
humanas € uma das areas de pesquisa em biologia evolutiva moderna mais ativas e
produtiva (Sharp, 2002). Tal sucesso se da em grande parte devido a rapida taxa a que
muitos virus evoluem. A filogeografia € o estudo da relacdo entre as populacdes e sua
localizacdo na Terra. Esses estudos auxiliam as investigacdes de eventos histéricos e
geograficos e seus efeitos na distribuicdo de genes e microorganismos, descrevendo sinais
genéticos geograficamente estruturados dentro e entre espécies (Avise, 2000). Por meio
dessa analise, € possivel associar 0s processos historicos e geograficos com migracoes,
guerras, e catastrofes, entendendo melhor & migragdo do virus entre populacdes e prever
possiveis rotas de virus, contribuindo assim para a prevencao e controle de doencas virais.
Entretanto, ao analisar a filogeografia deve-se tomar cuidado ao interpretar as arvores e as
rotas migratérias propostas, uma vez que a analise fica limitada aos dados disponiveis,
podendo sugerir as vezes rotas incompativeis com os dados epidemiol6gicos e histéricos.

Em 2013, Kramvis e Paraskevis publicaram um estudo onde utilizaram a
filogeografia do subgendtipo A1 do HBV (HBV/AL) para tracar as migracées humanas para
dentro e fora da Africa. Utilizando sequéncias da regido S para a reconstrucao filogeografica,
eles observaram que a origem mais provavel do HBV/A1 seria o Sul da Africa, e propuseram
provaveis rotas de migracdo do HBV/Al que estdo representadas na Figura 1.13. Dentre
elas, uma das origens do subgendétipo Al no Brasil teria sido Mo¢cambique. Na Bélgica, esse
subgenétipo teria sido introduzido por sequéncias da Africa Central. Os isolados circulantes
na Tanzania, Uganda e na Republica Central Africana podem estar refletindo expedi¢cdes em
terra dos traficantes de escravos éarabes de Zanzibar. Parece ter havido multiplas

introducBes do HBV/A1 no Haiti, a partir do Malawi, India e da América Latina.
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Figura 1.13: Provaveis locais de origem e rotas de migracdo do HBV/AL. (Fonte: Kramvis e
Paraskevis, 2013).

Andernach e colaboradores (Andernach et al., 2013) realizaram a reconstrucao
filogeografica do gendtipo E do HBV (HBV/E) utilizando sequéncias de genoma completo
com data de coleta informada. A referida analise apontou a Nigéria como local de origem do
HBV/E. A partir dessa regido o virus parece ter se espalhado ao longo da costa oeste da
Africa, na regido da Guiné para a Republica Centro-Africana e, posteriormente, para 0s
paises orientais e meridionais, como o Sudao, Angola e Republica Democréatica do Congo
(Figura 1.14).
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Figura 1.14: Dispersao filogeografica do HBV/E. (Fonte: Andernach et al., 2013).

Também em 2013, Mello e colaboradores publicaram um estudo onde realizaram
a reconstrucao filogeografica do genotipo F do HBV (HBV/F) no Brasil utilizando sequéncias
de genoma completo do HBV/F e uma taxa evolutiva fixa de 1,0 x 10 (Torres et al., 2011).
Os autores sugeriram que a Venezuela tenha sido a origem do HBV/F2a no Brasil, que
depois se espalhou pelo Pais seguindo um fluxo de Norte para Sul. Ja os subgenotipos
HBV/F1b e HBV/F4 teriam se espalhado pelo Brasil do Sul para o Norte apos ter sido
introduzido pela Argentina no Brasil.
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A filogeografia do HBV/D foi abordada em dois estudos distintos. O primeiro,
publicado em 2012 (Zehender et al., 2012a), fez uma reconstrucdo espacial do HBV/D na
Europa e na Bacia Mediterranea, utilizando sequéncias do gene da polimerase dos principais
subgenotipos de D circulantes nessa regido (D1, D2, D3, D5 e D7). O resultado obtido por
eles sugere que, por volta do século XIX, o ancestral do HBV/D saiu do Subcontinente
Indiano chegando a Asia Central, onde os subgendétipos D1, D2 e D3 divergiram. A Asia
Central foi provavelmente a fonte de disperséo do HBV/D para Europa e para a regiao
Mediterranea, de onde o virus teria seguido pelo menos duas rotas, uma cruzando o Oriente
Médio e atingindo o norte da Africa e o sudeste do Mediterraneo, e outra que teria cruzado a
antiga Unido Soviética chegando a Europa Oriental e ao Mediterraneo através da Albania
(Figura 1.15).

Outra investigacdo que utilizou a filogeografia para o HBV/D foi publicada, em
2013, por Ciccozzi e colaboradores. Nessa, 0s autores tinham como objetivo reconstruir a
histéria epidemioldgica do HBV/D1 na Turquia. Utilizando sequéncias do gene da polimerase
do HBV/D1, os autores observaram auséncia de uma separacao geografica significativa das
sequéncias D1, sugerindo uma insercao relativamente recente do HBV/D1 na regido da
Turquia por meio de multiplos eventos de introducéo, provavelmente resultado de migracées
com paises da fronteira. Também foi observada uma grande importancia epidemiolégica da
Turquia na dispersdo do HBV/D1 na regido da Eurasia (Figura 1.16). Ndo ha estudos

publicados que tenham realizado reconstrucao filogeografica do HBV/D nas Américas.

34



Figura 1.15: Provaveis rotas de dispersdo do HBV/D suportadas por um Fator de Bayes = 6.
(Fonte: Zehender et al., 2012a)

Figura 1.16: Rotas epidemioldgicas do HBV/D1 com Fator de Bayes> 3. (Fonte: Ciccozzi et
al., 2013).
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[I- JUSTIFICATIVA

Diversos estudos tém demonstrado que o0 quadro clinico, a resposta ao
tratamento e o prognéstico da hepatite B séo distintos dependendo do gendtipo/subgendtipo
do virus que tenha infectado o paciente (assunto revisado em McMahon, 2009). O gendtipo D
€ 0 mais amplamente disseminado pelo mundo e tem sido associado, juntamente com o
genadtipo C, a um pior prognostico da doenca hepéatica e ao desenvolvimento mais frequente
de cirrose e hepatocarcinoma (Thukar et al., 2002; McMahon, 2009; Lin e Kao, 2011). Além
disso, um estudo demonstrou que mutagcbes associadas ao hepatocarcinoma, tais como
Al1762T e G1764A no promotor basal do core, sdo mais frequentes em determinados
subgenotipos de D do que em outros (Yousif & Kramvis, 2013). Portanto, € de grande valia
conhecer quais sao os subgenoétipos de D circulantes nos diferentes paises do continente
Americano e a frequéncia das mutagfes associadas ao hepatocarcinoma nos diferentes
subgenotipos identificados.

Estudos de filogeografia viral envolvem anélises de uma arvore filogenética em
seu contexto espacial. Tais estudos sao ferramentas importantes de monitoramento e controle
epidemioldgico, pois sdo capazes de fornecer informagdes sobre locais de origem de alguns
virus, bem como localidades emergentes e difusGes futuras para populacdes de hospedeiros
(Holmes, 2008). Esse tipo de abordagem tornou-se possivel apenas recentemente devido,
dentre outros fatores, ao aumento da quantidade de sequéncias disponibilizadas nos bancos
de dados biol6gicos. Contudo, sdo poucas as sequéncias disponiveis de genoma completo do
HBV de isolados brasileiros, havendo para o genétipo D apenas 15 sequéncias. Portanto, a
contribuicdo de sequéncias do Brasil nos estudos filogenéticos do HBV é ainda limitada.
Dessa maneira, 0 sequenciamento do genoma completo realizado nesta dissertacdo de
isolados do HBV do gendétipo D oriundos das cinco regides geogréficas brasileiras, além de
permitir uma melhor compreenséo da diversidade e variabilidade do HBV no Brasil, contribuira

para os futuros estudos filogenéticos desse virus.
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[lI- OBJETIVOS

l1l.1 - Objetivo Geral:

Analisar a distribuicdo geogréafica e variabilidade genética do gendtipo D do HBV
nas Américas e investigar a origem e disseminacdo desse gendtipo e seus subgendétipos no

continente sob o enfoque da evolucédo molecular e filogeografia.

l1l.2 — Objetivos especificos:

. Identificar quais sdo os subgenoétipos de D e as suas frequéncias nos paises do
continente Americano, por meio da construcdo de uma base de dados com todas as
sequéncias do genotipo D destas localidades disponiveis no GenBank;

. Fazer o sequenciamento do genoma completo de isolados do HBV provenientes das
cinco regides geograficas do Brasil e representativas dos subgenétipos de D circulantes no
Pais;

. Determinar a frequéncia de mutagbes associadas ao desenvolvimento do

hepatocarcinoma nos diferentes subgenaétipos de D identificados nas Américas;

. Identificar os subtipos presentes nos principais subgenétipos de D circulantes nas
Américas;
. Realizar andlise filogeografica para reconstruir a dindmica espacial e temporal do

gendtipo D e seus subgendtipos nas Américas.
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IV - MATERIAL E METODOS

IV.1 - Levantamento dos Subgendtipos de D Circulantes no Continente Americano

Foi realizada uma busca no GenBank por sequéncias de HBV do gendtipo D
provenientes de paises do continente Americano utilizando como palavras-chave: 1) Hepatitis
B Virus, 2) genotype D, 3) country= “nome do pais”. Foram adicionadas ao banco de dados
sequéncias de genoma completo, sequéncias da regiao pré-S/S, do gene S e da regido pré-
core/core que possuiam subgenotipo de D determinado e local de origem informado. No caso
de sequéncias brasileiras, também foi necesséaria a informacdo da regido geografica de
origem da sequéncia. Sequéncias sem subgenoétipo determinado, mas com local de origem
informado e mais de 1000 nucleotideos (nt) foram submetidas a uma analise filogenética
utilizando o método de Neighbor-Joining com 1000 replicatas usando o programa MEGA v.6.0

(Tamura et al., 2013), para classificacdo em subgenotipos.

V.2 - Amostragem

Cento e vinte e duas amostras de soro estocadas em freezer a -20°C no
Laboratério de Virologia Molecular, contendo isolados do HBV previamente genotipados como
sendo do gendtipo D, foram utilizadas neste estudo para a amplificacdo do genoma completo
do HBV. Estas amostras foram coletadas no periodo de 2003 a 2013 e sdo provenientes de
pacientes crénicos para o HBV (com sorologia positiva para o HBsAg), sendo alguns
pacientes oriundos de hospitais e outros de LACENSs localizados nas diferentes regides
geograficas brasileiras. Dessas amostras, 10 sdo do Estado do Amazonas, sete do Amapa,
12 de Goiés, 42 do Mato Grosso do Sul, trés de Pernambuco, 13 do Rio de Janeiro, 33 de
Santa Catarina e duas do Rio Grande do Sul.

Aspectos éticos: A utilizacdo dessas amostras de soro para 0 estudo da
variablidade genética do HBV teve a aprovacdo no CONEP (n° de registro 9604, n° do parecer
736/2004), no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
da UFRJ (n° protocolo 139/10) e no Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz

(n° do parecer 1.358.935) (arquivos em anexo).
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IV.3 - Extracdo do DNA Viral

O DNA do HBYV foi extraido a partir de 200 pL de soro utilizando o High Pure Viral
Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics, Alemanha). Esta técnica consiste na lise viral por meio de
incubacdo da amostra com tampado de ligacdo juntamente com a enzima proteinase K.
Posteriormente, os acidos nucléicos se ligam especificamente a fibra de vidro na matriz da
coluna na presenca de sais caotropicos. Apds lavagem dos contaminantes, o DNA é eluido

em solucdo com baixa concentracdo de sal.

IV.4 - Amplificagdo do Genoma Completo

O DNA extraido foi amplificado por PCR (reacdo da polimerase em cadeia)
utilizando os oligonucleotideos P1 e P2 (Tabela 4.1) (Gunther et al., 1995), para obtencédo do
genoma completo do HBV/D (3182 nt). Quatro microlitros de DNA foram adicionados a
mistura de reacdo contendo 200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 500 mM KCI, 1,5 mM de MgCl,, 0,2
UM de dNTPs, 10 pmol de cada oligonucleotideo e 1 U de Platinum Tag DNA polimerase
(Invitrogen, San Diego, CA), em um volume final de 50 pL. A mistura foi submetida as
seguintes condi¢bes: uma desnaturacao inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 10 ciclos
(94°C - 40 seq, 55°C - 1 min, 72°C - 3 min), 10 ciclos (94°C - 40 seg, 60°C - 1 min, 72°C - 5
min), 10 ciclos (94°C - 40 seg, 62°C - 1 min, 72°C - 7 min) e 10 ciclos (94°C - 40 seqg, 62°C - 1

min, 72°C - 9 min), seguidos de uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

Tabela 4.1: Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do genoma completo do HBV/D

Oligonucleotideos Sequéncia Direcéo Posicao
P1 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA Senso 1821 - 1841 nt
P2 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTGCATGGTGCTGG Antisenso 1823 - 1806 nt

Oligonucleotideos publicados em Gunther et al., 1995.

IV.5 - Eletroforese
Os produtos de PCR foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a

1%. O gel foi feito utilizando-se 1g de agarose em 100 ml de TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X
(TrisBase 6,95 mM, EDTA 25 mM pH 8,0, acido acético glacial 19,9 mM) e 5 pL de brometo
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de etidio (10 mg/mL). As corridas foram realizadas em uma cuba com o tamp&o de corrida
TAE 1X. As bandas de DNA no gel foram visualizadas sob luz ultravioleta no transiluminador
MultiDoc-it Imaging System (UVP, Upland, CA).

IV.6 - Purificacdo dos Produtos de PCR para Sequenciamento

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega, WI, USA), para a remocdo do excesso de nucleotideos e
oligonucleotideos. A purificacdo do DNA foi realizada diretamente do produto de PCR, ou a
partir do corte da banda do produto de PCR no gel de agarose a 1% (no caso de haver a
presenca de bandas inespecificas) apds corrida eletroforética. O DNA se liga a membrana de

silica na presenca de sais caotropicos e o DNA é eluido em agua livre de nucleases.

IV.7 — Sequenciamento e Anélise do Genoma Completo do HBV/D

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento
utilizando o kit comercial Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Em uma placa de 96 pocos, foram aplicados 2,5 yL do produto de PCR
purificado, 1 pL do oligonucleotideo a 3,2 pmol e 4 pL de agua Mili-Q para completar um
volume final de 7,5 pL por poco ou tubo. Em seguida, foram adicionados 2,5 pL da mistura de
reacao (1 pL do BigDye + 1,5 pL do tampdo de diluicdo 5X). Para sequenciar todo o genoma
do HBV, foram utilizados 16 oligonucleotideos que flanqueiam em diferentes regiées o
genoma viral (Tabela 4.2). A reagéo foi submetida a 40 ciclos de 94°C por 10s, 50°C por 5s e
60°C por 4 min. Apés a reacdo de sequenciamento, foi realizada uma precipitacdo com
isopropanol 75% das amostras, para a retirada de nucleotideos livres que poderiam interferir
na leitura da sequéncia de DNA.

Em seguida, a placa (protegida da luz) foi incubada a temperatura ambiente por
15 min e entdo centrifugada a 4000 rpm por 45 min. Apos a centrifugagéo, a placa foi vertida
para que o isopropanol fosse totalmente removido. Foram adicionados 50 pL de etanol 75%
em cada poc¢o, em seguida a placa foi centrifugada por 15 minutos a 4000 rpm. Finalmente, o
sobrenadante foi descartado e a placa aquecida a 60°C por 10 min sob abrigo da luz, e
armazenada até ser submetida ao sequenciamento. A leitura automatica das sequéncias foi
realizada no sequenciador automatico de 48 capilares ABI 3730 DNA Analyzer (Applied

Biosystems) da Plataforma de sequenciamento de DNA do Instituto Oswaldo Cruz.
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Tabela 4.2: Oligonucleotideos utilizados no sequenciamento do genoma completo do HBV/D

Oligonucleotideos  Sequéncia Direcéo Posicao

PS1 CCATATTCTTGGGAACAAGA Senso 2826 — 2845 nt
PS2 GGTCCCCAGTCCTCGAGAAG Antisenso 143 — 124 nt
PS4 ACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTG Senso 3194 - 3218 nt
S1 CTTCTCGAGGACTGGGGACC Senso 124 — 143 nt
S2 GGGTTTAAATGTATACCCAAAGA Antisenso 841 —-819 nt
S18 GGATGATGTGGTATTGGGGGCCA Senso 743 — 765 nt
P3 AAAGCCCAAAAGACCCACAA Antisenso 1019 — 1000 nt
C8 GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG Antisenso 2391-2371 nt
C1 CTGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGC Senso 1935 — 1958 nt
P1 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA Senso 1821 1841 nt
P2 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTGCATGGTGCTGG Antisenso 1825 — 1806 nt
X1 ACCTCCTTTCCATGGCTGCT Senso 1363 — 1382 nt
X5 ACTCTTGGACTCBCAGCAATG Senso 1662 — 1682 nt
PS8 TTCCTGAACTGGAGCCACCA Antisenso 82 -63 nt

PO1 GGACTCATAAGGTGGGGAA Senso 2470 — 2488 nt
S4 TGCTGCTATGCCTCATCTTCT Senso 416 — 436 nt

IV.8 — Andlise e Edicdo das Sequéncias Obtidas

Apds o sequenciamento automatico, as sequéncias geradas foram editadas e

analisadas manualmente no programa MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2013). As sequéncias

foram entdo alinhadas usando o programa ClustalW implementado no programa MEGA v.6.0.

Para verificar a possivel presenca de recombinacgéo, as sequéncias dos genomas completos

foram submetidas ao programa Simplot versao 3.5.1 (Lole et al., 1999).

IV.9 — Distancia Genética e Analise Filogenética dos Genomas Completos Brasileiros

Para calcular a distancia genética dos genomas completos brasileiros em relagéo

aos genomas completos de outros paises, foram criados arquivos com 0s genomas completos

brasileiros gerados neste estudo, além de todas as sequéncias de genoma completo dos
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subgendtipos D1 a D4 disponiveis no GenBank e com local de origem informado. A distancia
genética intersubgenotipica das sequéncias brasileiras em relacdo as dos outros paises foi
entdo calculada pelo modelo "Maximum Composite Likelihood" implementado no programa
MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2013).

Os genomas completos recuperados neste trabalho foram alinhados com
sequéncias de referéncia dos subgenétipos de D, além dos outros gendétipos do HBV,
utilizando a ferramenta de alinhamento ClustalW inclusa no programa MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013). O modelo de substituicdo nucleotidica (GTR+I+G) foi selecionado pelo programa
JmodelTest v. 2.1.4 (Posada, 2008) de acordo com Akaike Information Criterion (AIC; Akaike,
1974). A andlise filogenética foi realizada utilizando o método de Méaxima Verossimilhanca
com o programa PhyML (Guindon e Gascuel, 2003) usando o servidor online (Guindon et al.,
2010). O suporte dos ramos foi estimado com o approximate likelihood-ratio test (aLRT)

(Anisimova and Gascuel, 2006).

IV.10 — Inferéncia Bayesiana de Eventos Migratorios

Para a analise filogeogréafica, foram obtidas do GenBank sequéncias de genoma
completo do HBV pertencentes aos principais subgenétipos de D circulantes nas Américas e
qgue possuiam informacdo da data de coleta e do local de origem. A busca foi realizada
utilizando como palavras-chave: 1) Hepatitis B Virus, 2) genotype D, 3) country= “nome do
pais”, 4) complete genome. Foram criados quatro datasets, um para cada subgenétipo de D
circulante nas Américas (D1, D2, D3 e D4), onde foram adicionados os genomas completos
brasileiros recuperados neste trabalho e duas sequéncias do gendtipo E como grupo externo.
Localidades super-representadas foram submetidas ao servidor online CD-HIT, que identifica
sequéncias similares e as agrupa. Sequéncias com similaridade maior que 97,2% para o
subgenotipo D1, e maior que 99% para o subgendtipos D2 e D3 foram agrupadas pelo CD-
HIT e apenas um representante (o com data de coleta mais antiga) foi mantido no dataset
(Tabela 4.3), para evitar que houvesse super-representacdo dessas localidades, o que
poderia causar um viés na estimativa da localizagdo do ancestral. No caso do subgenétipo
D1, além do limiar de similaridade, também foi imposto um limiar para o numero total de
sequéncias, que nao poderia ultrapassar vinte sequéncias por localidade. O total de
sequéncias por localidade no dataset final esta representado na Tabela 4.4. As sequéncias
foram alinhadas utilizando o programa ClustalW inserido no MEGA v. 6.0 (Tamura et al.,
2013).
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A taxa de evolucdo do genoma completo, assim como as possiveis rotas de
dispersédo do HBV/D, foram simultaneamente estimadas usando o programa BEAST v.1.8
(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond et al., 2012). Para estas
reconstrucdes, foi utilizado o método bayesiano de Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
implementado no BEAST. O modelo de substituicdo nucleotidica que melhor se adapta a cada
dataset (GTR+I+G) foi selecionado pelo programa JmodelTest v.2.1.4 (Posada, 2008) de
acordo com Akaike Information Criterion (AIC; Akaike, 1974). Foi usado um modelo de
coalescéncia flexivel, o Bayesian Skyline Plot (BSP) (Drummond et al., 2002, Drummond et
al., 2005), e um modelo de dispersdo geogréfica discreto e reversivel (Lemey et al., 2009).
Para identificar localidades com uma significativa relacdo epidemioldgica, usamos o método
de Bayesian Stochastic Search Variable Selection (BSSVS), que identifica a descricdo mais
parcimoniosa do processo de difuséo filogeogréafica e constréi um teste de fator de Bayes (BF)
entre as localidades. S&o consideradas significativas as transices que apresentem BF>3,
fortemente apoiadas as que possuem BF>10 e conclusivas as transicdées com BF>100 (Kass
e Raftery, 1995). O BF das rotas migratérias foi calculado utilizando o programa SPREAD
v.1.0.6 (Bielejec et al., 2011).

A taxa de evolucao foi calculada baseando-se na heterogeneidade da data de
coleta das sequéncias, utilizando um modelo de relégio molecular relaxado (Uncorrelated
Lognormal relaxed clock) e utilizando intervalo de 10 a 10°, referente as taxas de evolucédo
calculadas anteriormente para o HBV (Paraskevis et al., 2012; Zehender et al., 2012a). Este
modelo permite variacbes na taxa de evolucdo ao longo da filogenia sem assumir uma
autocorrelacdo de taxas entre ramos ancestrais e descendentes (Drummond et al., 2006).

As analises de MCMC correram entre 70 e 820 milhdes de geracbes, amostrando
a cada 7 a 82 mil geracdes. A convergéncia das cadeias foi avaliada pelo calculo do Effective
Sample Size (ESS) ap6s um burnin de 10% usando o programa Tracer v.1.6. Foram aceitos
apenas ESS’s = 200. A arvore de maxima credibilidade (Maximum Clade Credibility, MCC),
arvore com maior produto de probabilidades posterior, foi selecionada usando o programa
TreeAnnotator (incluido no pacote do BEAST) ap0s um burnin de 10%. As arvores finais
foram visualizadas e manipuladas no programa FigTree v.1.4.2. Os eventos migratérios

inferidos foram visualizados por meio do aplicativo SPREAD.
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Tabela 4.3: Localidades super-representadas antes e depois do CD-HIT

Localidade n antes CD-HIT n ap6s CD-HIT Limiar de similaridade
india 60 7 99%
Ira 79 16 97,2%
Libano 35 14 97,5%
Nova Zelandia 32 8 99%
Siria 30 18 98,8%
Turquia 42 20 97,5%

Localidade n antes CD-HIT n ap6s CD-HIT Limiar de similaridade
EUA 80 4 99%
india 23 10 99%
Japéao 23 16 99%

Localidade n antes CD-HIT n ap6s CD-HIT Limiar de similaridade
Argentina 22 20 99%

Brasil 32 17 99%

india 39 11 99%

Italia 34 19 99%




Tabela 4.4: Quantidade de sequéncias por localidade para cada subgenétipo de D

D1 D2 D3 D4
Localidade n Localidade n Localidade n Localidade n
Argentina 9 Argentina 6 Argentina 20 Austrélia 3
Brasil 1 Bélgica 4 Bélgica 7 Brasil 15
Lest? I_Europ(?u . 3 Brasil 10 Brasil 17 Canada 3
(Polbnia e Sérvia)

'(Acsigeur;ggo Leste Europeu
azaq s 5 (Estdnia, Polonia 18 Canada 3 Cuba 5
Tajiquistéo e e Sérvia)
Uzbequistéo)
Asia Central (Ir3, ) y
China 14 Libano, Siria e 3 Carlpg (Cuba, Haiti e 4 india 12
. Martinica)
Turquia.)
. Polinésia (Fiji, Kiribati,
Ird 16 Espanha 6 CHN_M.NG (China e 8 Papua, Nova Zelandia, 18
Mongdlia)
Samoa e Tonga)
Libano 14 india 10 Indonésia 5 Haiti 3
Mongdlia 7 Japédo 16 Orlent.e Médio (Ira, Siria e 7 Martinica 5
Turquia)
Oriente Médio . .
Nova Zelandia 8 (Ird, Libano, Siria 14 $ubpontlnent§ Irjdlano 12
. (India e Paquistéo)
e Turquia.)
Subcontinente
. - . E I (E h
Indiano (India e 8 Nova Caledénia 5 n;:igfa do Sul (Espanha e 21
Paquistéo)
Europa do Sul . -
(Espanha e Italia) 8 Russia 14 Suécia 6
Siria 18 Taiwan 4 EUA 8
Tunisia 13 EUA 4
Turquia 20
Europa Ocidental 13

(Bélgica e Franga
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V — RESULTADOS

V.1 - Subgendtipos de D Circulantes no Continente Americano

A busca por sequéncias do genotipo D, provenientes dos paises do continente
americano e disponiveis no GenBank, gerou um total de 609 sequéncias (genomas
completos; genes pré-S/S, S e precore/core). As sequéncias do gendtipo D recuperadas
foram origindrias da Argentina, Brasil, Canada, Chile, Colémbia, Cuba, Estados Unidos
(EUA), Groelandia, Haiti, Martinica e Venezuela. Na Tabela 5.1, encontra-se o niumero de

sequéncias obtidas por pais.

Tabela 5.1: Paises e quantidade de sequéncias do GenBank adicionadas ao banco de dados

Pais Numero de sequéncias
Argentina 134
Brasil 215
Canada 17
Chile 4
Colombia
Cuba 94
EUA 89
Groelandia 10
Haiti 38
Martinica S
Venezuela 2
Total 609
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As sequéncias obtidas do GenBank permitiram observar a distribuicdo dos
subgendtipos de D circulantes no continente americano, onde foram encontrados os
subgendtipos D1 (20%, 122/609), D2 (22%, 133/609), D3 (28%, 169/609), D4 (28%,
168/609) e D7 (1%, 7/609). Na Argentina, observou-se a circulacdo dos subgendétipos D1,
D2 e D3, sendo o D1 o subgenotipo verificado em maior porcentagem (111/134, 83%). No
Brasil, foram recuperadas sequéncias pertencentes aos subgenoétipos D1, D2, D3 e D4,
constatando-se 0 D3 como subgenoétipo mais prevalente, apresentando 56% (120/215) das
sequéncias como pertencentes a este subgenoétipo. Assim como no Brasil, no Canada,
notou-se a circulacdo dos subgenotipos D1 (3/17, 18%), D2 (3/17, 18%), D3 (5/17, 29%) e
D4 (6/17, 35%). Foram recuperadas do GenBank quatro sequéncias do Chile, uma
pertencente ao subgenoétipo D3 e trés ao subgendtipo D2. Foi possivel obter apenas uma
sequéncia da Colémbia correspondente ao subgenoétipo D3, e duas da Venezuela ao
subgenotipo D4. As sequéncias do gendtipo D cubanas pertenceram aos subgenadtipos D1,
D2, D3, D4 e D7, sendo o D4 o mais prevalente, com 76% (71/94) das sequéncias do
gendtipo D analisadas. Nos EUA, encontraram-se os subgenétipos D2 em 90% (80/89) e D3
(9/89) em 10% das sequéncias. No Haiti e Martinica, foram observados os subgendétipos D3
e D4. Em ambos o0s paises a maioria das sequéncias pertencia ao subgenoétipo D4 (Haiti =
32/38, 84%; Martinica = 4/5, 80%). As sequéncias do genétipo D da Groelandia nao tiveram
seu subgenétipo determinado. No estudo onde foram publicadas, formaram um clado
separado dos diferentes subgendtipos de D, apresentando maior similaridade com
sequéncias HBV/D1 e HBV/D2 (97,7% e 97,4%, respectivamente) (Kowalec et al., 2013). A

distribuicdo do gendtipo D nas Américas pode ser observada na Figura 5.1.
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Figura 5.1: Distribuicdo dos subgenotipos de D nas Américas.

No Brasil, o gendtipo D foi encontrado em todas as regides geograficas. O Sul do
Pais foi a regido que deteve o maior nimero de sequéncias desse genotipo (57%, 122/215),
seguida pela regidao Nordeste (23%, 49/215), Norte (9%, 20/215), Sudeste (9%, 19/215) e
Centro-Oeste (2%, 5/215). Os subgendétipos verificados no Brasil foram: o D1,
correspondendo a 2% (5/215) das sequéncias obtidas; D2, 17% (37/215); D3, que foi o
subgenotipo mais prevalente, 56% (120/215); e D4, 25% (53/215).
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Na Regido Norte, 50% (10/20) das sequéncias pertenceram ao subgenoétipo D3,
35% (7/20) ao D4 e 15% (3/20) ao D2. No Nordeste, o HBV/D4 apresentou uma alta
prevaléncia, correspondendo a 92% (45/49) das sequéncias obtidas, mas também foram
observados os subgenoétipos D2 (2%, 1/49) e D3 (6%, 3/49). No Centro-Oeste, 80% (4/5)
das sequéncias foram classificadas como HBV/D2 e 20% (1/5) como HBV/D3. Na Regido
Sudeste, foram encontrados os subgenétipos D2 (26%, 5/19) e D3 (74%, 14/19). A Regido
Sul foi a Gnica a apresentar os quatro subgenotipos de D circulantes no Brasil (D1= 4%,
5/122; D2= 20%, 24/122; D3= 75%, 92/122; D4= 1%, 1/122), e a Unica regido onde se
observou o subgendtipo D1. A distribuicdo dos subgendtipos de D nas diferentes regides

geograficas brasileiras pode ser observada na Figura 5.2.

15%
35% (3/20)

7/20
(7/20) Norte

50%
(10/20)

Nordeste (1/49)3/40)

92%
Centro - Oest (45/49)
Sudeste
D1 (4/5) (5/19)

74%
(14/19)

D2
2) r?zf?lza
D3
20
D4 [z4}f22)

75%
(92/122)

Figura 5.2: Distribuicdo dos subgenotipos de D nas diferentes regides geogréaficas do Brasil.
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V.2 — Sequenciamento de Genomas Completos Brasileiros e Filogenia

Apés a identificacdo dos subgendétipos de D que circulam no Brasil, 122 amostras
foram submetidas a reacdo de PCR para a amplificacdo do genoma completo. Destas, 45
(trés do Nordeste, quatro do Sudeste, cinco do Norte, 16 do Centro-Oeste e 17 do Sul)
tiveram o genoma completo do HBV amplificado e sequenciado com sucesso.

Todos os genomas completos apresentaram 3182 nt (ORF C: HBe 639 nt, HBc
552 nt; ORF X: HBx 465 nt; ORF Pré-S/S: L 1170 nt, M 846 nt, S 681 nt; ORF P: Pol 2499
nt), com excecdo de uma sequéncia (BR 32) que apresentou genoma completo de 3062 nt
por possuir uma delecdo de 120 nt na regido pré-S1. Os genomas completos foram
subgenotipados por andlise filogenética pelo método de maxima verossimilhanca (Figura
5.3). Das 45 sequéncias, uma foi classificada como D1 (proveniente da Regido Sul), 11
como D2 (uma do Sudeste, trés do Centro-Oeste e sete do Sul), 32 como D3 (13 do Centro-
Oeste, nove do Sul, cinco do Norte, trés do Nordeste e duas do Sudeste) e uma como D4
(Sudeste).

Os genomas completos HBV/D3 da Regido Norte deste trabalho foram os
primeiros genomas completos do HBV da Regido amazbnica e 0s primeiros genomas

completos HBV/D3 do Brasil ja publicados (Spitz et al., 2015; Artigo em anexo).
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Figura 5.3: Analise filogenética baseada em sequéncias do genoma completo do HBV.

Arvore filogenética construida pelo método de méaxima verossimilhanca utilizando 45

genomas completos brasileiros do genétipo D do HBV recuperados neste trabalho mais 25

sequéncias referéncia dos subgenétipos de D e dos outros gendtipos do HBV. Os numeros

nos ramos indicam o suporte estatistico aLRT. As sequéncias brasileiras obtidas neste

estudo estéo indicadas por esferas pretas.

A distancia genética intersubgenotipica entre 0s genomas completos brasileiros e

os de outros paises dos subgendtipos D1-D4 foi calculada pelo método de Maximum

Composite Likelihood. A sequéncia D1 brasileira apresentou menor distancia genética em

relacdo as sequéncias argentinas (0,014). As sequéncias D2 brasileiras ficaram mais

proximas a uma sequéncia do Cazaquistéo (0,013). As sequéncias do Haiti e da india foram
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as que apresentaram menor distancia genética em relacdo as sequéncias do Brasil para os

subgendtipos D3 (0,013) e D4 (0,017), respectivamente (Tabela 5.2).

Tabela 5.2: Distancia genética intersubgenotipica entre os genomas completos HBV/D

Brasileiros e outros paises

Subgenétipo D1

Subgenétipo D2

Subgenétipo D3

Subgenétipo D4

Pais (n) Pais (n) Pais (n) Pais (n)
Brasil (1) Brasil (11) Brasil (32) Brasil (16)
Argentina (9) 0,014 Cazaquistéo (1) 0,013 Haiti (2) 0,013 india (12)
Uzbesquistéo (1) 0,015 Estonia (11) 0,014 Martinica (2) 0,015 Haiti (3)
Cazaquistéo (1) 0,017 Russia (14) 0,014 Cuba (1) 0,016 Papua (2)
Paquistéo (2) 0,018 Tajaquistéo (2) 0,018 Alemanha (1) 0,017 Samoa (2)
Siria (39) 0,018 Nova Caledénia (5) 0,019 Franca (2) 0,017 Tonga (1)
india (59) 0,019 india (23) 0,023 india (44) 0,017 Kiribati (8)
Nova Zelandia (40) 0,019 Japéo (23) 0,023 Mauritus (1) 0,018 Africa do Sul (1)
Bélgica (14) 0,02 Bélgica (4) 0,025 Siria (1) 0,018 Cuba (5)
China (6) 0,02 Poldnia (5) 0,025 Suécia (6) 0,018 Nova Zelandia (1)
Sudéo (1) 0,02 Sérvia (2) 0,025 Africado Sul (6) 0,019 Espanha (1)
Polbnia (2) 0,021 Espanha (6) 0,028 Sérvia (3) 0,019 Fiji (4)
Mongoélia (11) 0,022 Siria (2) 0,029 Japéo (1) 0,02 Austrdlia (3)
Indonésia (1) 0,023 Argentina (7) 0,03 Paquistéo (1) 0,021 Martinica (5)
Ira (147) 0,023 Ira (5) 0,03 Russia (2) 0,021 Canada (3)
Libano (35) 0,023 Libano (7) 0,031 Bélgica (7) 0,023
Sérvia (1) 0,023 Turquia (2) 0,031 Canada (3) 0,023
Tunisia (14) 0,023 Malasia (2) 0,032 Indonésia (5) 0,023
Turquia (46) 0,024 Taiwan (4) 0,033 Ird (5) 0,023
Franca (1) 0,025 Cuba (1) 0,037 China (1) 0,024
Espanha (1) 0,026 Estonia (2) 0,024
Italia (7) 0,028 Turquia (2) 0,024
Tajiquistéo (3) 0,032 Argentina (20) 0,025

Espanha (2) 0,025

Italia (34) 0,027

EUA (6) 0,028

Mongdlia (2) 0,03

Colémbia (1) 0,044

0,017
0,025
0,027
0,028
0,028
0,029
0,03

0,032
0,032
0,033
0,033
0,034
0,034

0,039
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V.3 — Mutacdes Relacionadas ao Desenvolvimento do Hepatocarcinoma

Os genomas completos do continente americano dos subgendtipos D1-D4,
obtidos do GenBank, juntamente com as sequéncias geradas neste estudo, foram
submetidos a uma busca pelas mutacdes relacionadas ao desenvolvimento do
hepatocarcinoma nas posi¢cdes C1653T (na regido enhancerll); T1753A/C/G, Al762T,
G1764A (promotor basal do core); e G1896A e G1899A (regido do pré-core). A Figura 5.4A
representa o grafico das mutacdes encontradas nos subgenoétipos de D circulantes nas
Américas. Pode-se observar que nenhuma das mutacdes analisadas foi encontrada nas
sequéncias do subgenotipo D1, enquanto o HBV/D2 apresentou todas as mutacdes sendo a
G1899A encontrada numa maior porcentagem (27%). Assim como o HBV/D2, o HBV/D3 e o
HBV/D4 apresentaram todas as mutacdes buscadas; no entanto, a mais encontrada foi a
G1896A (HBV/D3 = 49%; HBV/D4 = 59%).

Para que fosse feita uma comparacdo entre o panorama geral da frequéncia
dessas mutacBes no mundo e o encontrado apenas nas Américas essas mutacdes também
foram analisadas nos genomas completos de outros paises (excluindo paises do continente
americano) obtidos do GenBank (Figura 5.4B). Pode-se observar, nos demais continentes,
uma maior frequéncia das mutacées A1762T (36%), G1764A (38%), G1896A (55%), T1753
A/CIG (28%) no subgendtipo D1 do que nos outros subgendtipos. Nos quatro subgenétipos,
a mutacdo mais frequente foi a G1896A (HBV/D1 = 55%; HBV/D2 = 36%; HBV/D3 = 44%;
HBV/D4 = 34%), diferindo do perfil encontrado nas sequéncias americanas, onde nao foi
encontrada nenhuma mutagcédo no subgendétipo D1 e a mutacdo mais prevalente no HBV/D2
foi a G1899A. No panorama mundial, as sequéncias D4 apresentaram apenas trés (G1764A
= 6%; G1896A = 34%; G1899A = 14%) das seis mutacdes pesquisadas, divergindo do perfil

encontrado nas sequéncias D4 americanas.
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Figura 5.4: Gréfico de distribuicdo das mutacbes associadas ao desenvolvimento do
hepatocarcinoma nas regides do promotor basal do core e do pré-core nos genomas
completos dos subgendtipo D1-D4 do continente americano (A) e no restante do mundo (B).
O gréafico mostra a porcentagem de mutantes encontrados em cada subgenaétipo. Nimero de
sequéncias das Américas: D1 = 10; D2 = 98; D3 = 69 e D4 = 32. Numero de sequéncias do
mundo: D1 = 345; D2 = 118; D3 =114 e D4 = 35.

V.4 - Subtipos do HBV do Genétipo D circulante nas Américas e Detecc¢éo do Primeiro

Isolado de D do Subtipo adrg+ no mundo

As sequéncias brasileiras de genoma completo do genédtipo D geradas neste
estudo e as demais sequéncias das Américas obtidas do GenBank foram classificadas em
subtipos. Todas as sequéncias HBV/D1 apresentaram o subtipo ayw2. Nas sequéncias
HBV/D2, foram detectados os subtipos ayw3 e ayw4. Surpreendentemente, um isolado
brasileiro HBV/D2, sequenciado neste estudo, apresentou o subtipo adrg+, o qual até o
momento sO havia sido descrito no genétipo C. Esta sequéncia mostrou também uma
delecdo de 120 nt na regido pré-S1 e um stop cédon na posicdo 339 da proteina de
superficie. Aléem dessas mutacfes na regido pré-S/S, esta sequéncia também contém
mutacdes relacionadas ao desenvolvimento de hepatocarcinoma, T1753A, a dupla mutagéo
no promotor basal do core A1762T/G1764A e o stop codon na regido pré-core G1896A. Esta
amostra é oriunda de um paciente do sexo feminino, com 38 anos, assintomatica, com
sorologia positiva para o0 HBsAg e anti-HBc e negativa para o HBeAg, e com carga viral de
3659 UI/mL (3,56 logio UI/mL).
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As sequéncias do subgendtipo D3 apresentaram os subtipos ayw2 e ayw3, e as
sequéncias D4 os subtipos aywl e ayw2 (Tabela 5.3). Os subtipos encontrados nos outros
paises americanos estao representados na Tabela 5.4.

Tabela 5.3: Subtipos encontrados nos subgendétipos de D circulantes no Brasil

Subgendtipo (n) Regido Geogréfica (n) Subtipo (%)

D1 (1) sul (1) ayw2 (100%)

D2 (11) Centro-Oeste (3) ayw3 (100%)
Sudeste (1) ayw3 (100%)
Sul (7) adrg+ (14%); ayw3 (72%); ayw4 (14%)

D3 (32) Centro-Oeste (13) ayw2 (85%); ayw3 (15%)
Nordeste (3) ayw3 (100%)
Norte (5) ayw?2 (60%); ayw3 (40%)
Sudeste (2) ayw?2 (50%); ayw3 (50%)
Sul (9) ayw2 (100%)

D4 (16) Nordeste (15) ayw1 (13%); ayw?2 (87%)
Sudeste (1) ayw2 (100%)
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Tabela 5.4: Subtipos encontrados nos subgendétipos de D circulantes nos paises americanos

(excluindo o Brasil)

Subgendtipo (n) Pais (n) Subtipo (%)
D1(9) Argentina (9) ayw2 (100%)
D2 (87) Argentina (6) ayw2 (17%); ayw3 (50%); ni* (33%)
Cuba (1) ayw2 (100%)
EUA (80) ayw3 (99%); ayw4 (1%)
D3 (37) Argentina (21) ayw2 (70%); ayw3 (10%): ayw4 (10%): ni* (10%)
Canada (3) ayw2 (100%)
Cuba (1) ayw3 (100%)
EUA (9) ayw3 (100%)
Haiti (2) ayw4 (100%)
Martinica (1) ayw?2 (100%)
D4 (16) Canada (3) ayw1 (67%); ayw2 (33%)
Cuba (5) ayw2 (100%)
Haiti (3) ayw1 (33%); ayw2 (67%)
Martinica (5) ayw?2 (80%); ayw4 (10%)

*ni — nao identificado
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V.5 — Analise Filogeografica do Gendtipo D nas Américas

Para investigar os movimentos migratorios que trouxeram os subgenoétipos de D
para as Américas, sequéncias obtidas do continente e de outras regides do mundo foram

analisadas no programa BEAST 1.8.2.
V.5.1 - Subgendtipo D1

A Figura 5.5 mostra a arvore de maxima credibilidade do subgendétipo D1. A taxa
evolutiva do subgenétipo D1 calculada usando o modelo de reldgio molecular relaxado foi de
8,9 X 10 (95%HPD 5,7 X 10° - 1,0 X 10®). O tMRCA do subgenétipo D1 foi estimado para
a data de 1679 (95%HPD 1500 — 1762). A Turquia foi a localidade que apresentou a maior
probabilidade de ser a raiz deste subgenotipo (0,97).

O tMRCA da sequéncia brasileira foi estimado por volta do ano 1813 (95%HPD
1675 — 1862). O local com maior probabilidade de ser a raiz da sequéncia brasileira foi a
Siria, com probabilidade de 0,86.

As sequéncias argentinas formaram um clado monofilético, tendo seu ancestral
comum remontando ao ano 1991 (95%HPD 1958 — 2006). A Turquia foi a localizagdo com
maior probabilidade de ser a raiz das sequéncias argentinas (0,76), com uma probabilidade
significativamente mais alta que a da segunda localizacdo mais provavel de ser a raiz, a Asia

Central (0,19). Os tMRCAs dos clados americanos estao listados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenétipo D1

Subgendtipo  NO tMRCA 95%HPD tMRCA Localizacdo Probabilidade
Raiz 1679 1500 — 1762 Turquia 0,97

D1 Brasil 1813 1675 — 1862 Siria 0,86
Argentina 1991 1958 — 2006 Turquia 0,76

tMRCA — Tempo do ancestral comum mais recente
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Figura 5.5: Arvore bayesiana de maxima credibilidade com genomas completos de
HBV/D1. Arvore construida com 131 genomas completos do subgenétipo D1 mais duas
sequéncias do genotipo E provenientes da Guiné para estruturar a raiz da arvore. Os
nameros nos ramos indicam a probabilidade posterior. O tamanho dos ramos equivale ao
tempo em anos. Os ramos estdo coloridos de acordo com a localizagdo mais provavel dos

nés descendentes (legenda no canto superior esquerdo). A escala na parte inferior da arvore
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representa os anos antes da data de coleta da amostra mais recente (2012).
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A analise de BSSVS aponta a existéncia de relacdes epidemioldgicas significativas nas
rotas migratorias do HBV/D1 com BF=3 (Tabela 5.6; Figura 5.6). Apds o célculo do BF,
pode-se visualizar a Turquia como origem da dispersdo do subgenotipo D1, e a forte relacéo

epidemioldgica entre Argentina e Turquia, e do Brasil com a Siria.

Tabela 5.6: Fator de Bayes das rotas de migracéo do HBV/D1

Rotas de migracéao Fator de Bayes (BF)
Turquia — Argentina 3,129
Turquia — Mongdlia 4,740
Turquia — Nova Zelandia 14,695
Siria — Brasil 18,196
Turquia — Sul da Europa 18,737
Turquia — China 35,835
Siria — Libano 37,660
China — Mongolia 54,414
Turquia — Libano 234,848
Turquia — Tunisia 324,290
Turquia — Asia Central 1333,650
Turquia — Siria 4461,009
Turquia — Ird 5354,541
Turquia — Subcontinente Indiano 5354,541
Turquia — Oeste Europeu 26799,291

BF=3 indica relagao epidemioldgica significativa entre as localidades.

As rotas envolvendo paises do continente americano estédo destacadas em vermelho.
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Figura 5.6: Rotas significativas da dispersdo do HBV/D1. Apenas as rotas com BF2 3 estéo
representadas. A for¢ca do suporte esta representada pelas cores das linhas: do amarelo
(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruido utilizando
o SPREAD. ARG = Argentina; BRA = Brasil; SYR = Siria; TUR = Turquia.

V.5.2 — Subgendtipo D2

A arvore de méxima credibilidade do D2 esté representada na Figura 5.7. A taxa
evolutiva do subgendtipo D2 calculada usando o modelo de reldgio molecular relaxado foi de
7,4 X 10° (95%HPD 1,9 X 10®° - 1,0 X 10°), apresentando um tMRCA datado ao ano de
1562 (95%HPD 478 — 1776). A Bélgica apresentou maior probabilidade de ser a raiz do
subgenotipo D2 (0,24), seguido pela Argentina com (0,20) e Leste Europeu (0,14).

As sequéncias argentinas nao formaram um grupo monofilético, a maioria
agrupando com sequéncias brasileiras, e duas ficando na base da arvore tendo uma origem
na Bélgica; no entanto, com baixa probabilidade (0,24 e 0,26). O clado formado pelas
sequéncias do Brasil e da Argentina ficou relacionado as sequéncias do Leste Europeu e da
Russia. J4 as sequéncias dos EUA ficaram agrupadas com sequéncias provenientes da

india.
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O tMRCA do clado das sequéncias brasileiras com as sequéncias argentinas foi
estimado ao ano de 1857 (95% HPD 1477 — 1923). Os resultados sugerem que este
subgendtipo foi inserido no Brasil no periodo entre 1845 (95%HPD 1390 — 1917) e 1857
(95% HPD 1409 — 1913). O Leste Europeu foi a localizacdo que apresentou maior
probabilidade de ser a raiz das sequéncias brasileiras (0,47), seguido pela Russia (0,33),
juntas somando uma probabilidade de 0,80. A &rvore sugere que houve inser¢cdes do
HBV/D2 a partir do Brasil para a Argentina com probabilidades variando de 0,92 a 0,99.

Os EUA parecem ter tido pelo menos duas introducdes deste subgenétipo. A
principal introducdo do subgendtipo D2 nos EUA parece ter ocorrido entre 1853 (95% HPD
1470 — 1930) e 1905 (95% HPD 1642 — 1979), com origem mais provavel a partir da india
com um alto suporte (0,99). Os tMRCAs dos principais clados americanos estéao

representados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7: tMRCAs dos principais clados americanos do subgendtipo D2

Subgendétipo N6 tMRCA 95% HPD tMRCA  Localizacéo Probabilidade
Raiz 1562 478 — 1776 Bélgica 0,24
. ] Leste
D2 Brasil+Argentina 1857 1477 - 1923 0,80

Europeu+RdUssia

EUA 1905 1642 - 1979 india 0,99

tMRCA — Tempo do ancestral comum mais recente
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Figura 5.7: Arvore bayesiana de méaxima credibilidade com genomas completos de
HBV/D2. Arvore construida com 113 genomas completos do subgenétipo D2 mais duas
sequéncias do gendtipo E provenientes da Guiné para estruturar a raiz da arvore. Os
nameros nos ramos indicam a probabilidade posterior. O tamanho dos ramos equivale ao
tempo em anos. Os ramos estdo coloridos de acordo com a localizagdo mais provavel dos
nés descendentes (legenda no canto superior esquerdo). A escala na parte inferior da arvore

representa os anos antes da data de coleta da ultima amostra (2013).
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A éanalise de BSSVS aponta a existéncia de relacdes epidemiologicas
significativas nas rotas migratorias do HBV/D2 com BF=3 (Tabela 5.8; Figura 5.8). Apos o
calculo do BF o Brasil apresentou relacdo epidemiologica significativa com a RuUssia e 0
Leste Europeu. A relacdo epidemiolégica entre Brasil e Argentina apresentou um alto

suporte (BF=100), assim como a rota india — EUA.

Tabela 5.8: BF das rotas de migragéo do HBV/D2

Rotas de migracéao Fator de Bayes (BF)
Nova Caledbnia — Taiwan 3,651
Bélgica — India 3,773
Leste Europeu - Asia Central 4,087
Russia — Brasil 4,108
Bélgica — Espanha 4,164
Leste Europeu — Oriente Médio 5,304
Leste Europeu — Brasil 5,646
Espanha — Nova Caledénia 7,886
Russia — Asia Central 8,608
Bélgica — Oriente Médio 12,703
Bélgica — Leste Europeu 18,701
india — Japao 2817,453
Brasil — Argentina 4554,744
india — EUA 8463,650
Leste Europeu — Russia 59279,429

BF=3 indica relagao epidemioldgica significativa entre as localidades.

As rotas envolvendo paises do continente americano estdo destacadas em vermelho.
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Figura 5.8: Rotas significativas da dispersdo do HBV/D2. Apenas as rotas com BF= 3 estéo
representadas. A for¢ca do suporte esta representada pelas cores das linhas: do amarelo
(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruido utilizando
0 SPREAD. ARG = Argentina; BRA = Brasil; EUA = Estados Unidos; IND = india; LE = Leste

Europeu; RUS = Russia.

V.5.3 — Subgendtipo D3

Na Figura 5.9, est4d representada a &rvore de maxima credibilidade do
subgenotipo D3. A taxa evolutiva calculada usando um relégio molecular relaxado foi de 6,1
X 10 (95%HPD 1,1 X 10° - 1,0 X 10®). O tMRCA do subgenétipo D3 remonta ao ano de
1512 (95%HPD 832 a.c. — 1769 anos), sendo o Brasil o local com maior probabilidade de ser
a raiz deste subgendtipo com probabilidade de 0,48, seguido do Subcontinente Indiano com
probabilidade de 0,24.

A maioria das sequéncias argentinas formou um grupo junto com algumas
sequéncias brasileiras e belgas (Cl). Parece ter havido duas introducdes principais do
HBV/D3 na Argentina, sendo a primeira insercao entre 1647 (95% HPD 161 - 1832) e 1702
(95% HPD 215 - 1877), e uma segunda entre 1701 (95% HPD 400 - 1853) e 1741 (95%
HPD 595 — 1895). Assim como as sequéncias argentinas, as sequéncias brasileiras néo

formaram um grupo monofilético, mas a maioria de suas sequéncias ficou agrupada em um
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grande clado junto com sequéncias do Haiti, Martinica, Argentina, Bélgica, Canada e Sul da
Europa (C2), o qual apresentou tMRCA de 1661 (95% HPD 363 — 1817).
As sequéncias do Caribe (Cuba, Haiti e Martinica) também n&o formaram um

grupo monofilético, ficando as sequéncias de Martinica e Haiti agrupadas com as brasileiras,

e as de Cuba com sequéncias da Asia Central, Bélgica, Subcontinente Indiano e Sul da

Europa. O Brasil foi a localizagdo com maior probabilidade de ser a raiz de todas as

sequéncias do continente americano com probabilidade variando de 0,55 a 0,99. O tMRCA

dos principais clados dos paises americanos esta listado na Tabela 5.9.

Tabela 5.9: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenétipo D3

Subgendétipo N6 tMRCA 95%HPD tMRCA  Localizacdo  Probabilidade
Raiz 1512 832 a.c-1769 Brasil 0,48
Argentina (1) 1647 161 - 1832 Brasil 0,29
Brasil 1661 363 - 1817 Brasil -
Argentina (2) 1702 215 - 1877 Brasil 0,47
D3 Cuba 1709 233 - 1861 Brasil 0,86
Martinica 1733 401 - 1889 Brasil 0,99
Canada 1791 814 - 1938 Brasil 0,99
EUA 1934 1602 - 1986 Brasil 0,82
Haiti 2003 1977 - 2006 Brasil 0,97

tMRCA — Tempo do ancestral comum mais recente
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Figura 5.9: Arvore bayesiana de maxima credibilidade com genomas
HBV/D3. Arvore construida com 79 genomas completos do subgendétipo D3 mais duas
sequéncias do gendtipo E provenientes da Guiné para estruturar a raiz da arvore. Os
nameros nos ramos indicam a probabilidade posterior. O tamanho dos ramos equivale ao
tempo em anos. Os ramos estédo coloridos de acordo com a localizacdo mais provavel dos

nés descendentes (legenda no canto superior esquerdo).

arvore representa 0os anos antes da data de coleta da ultima amostra (2013). HTI = Haiti,

MTQ = Martinica, CUB = Cuba.
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A analise de BSSVS aponta a existéncia de relagbes epidemioldgicas
significativas nas rotas migratorias do HBV/D3 com BF=3 (Tabela 5.10; Figura 5.10). Apos o
calculo do BF, o Brasil apresentou relacdo epidemioldgica significativa com a Indonésia,

EUA, Suécia, Canada, Subcontinente Indiano, Bélgica, Sul da Europa, Caribe e Argentina.

Tabela 5.10: BF das rotas de migragéo do HBV/D3

Rotas de migracao* Bayes Factor (BF)
Brasil — Indonésia 3,111

Brasil - EUA 7,283

Brasil — Suécia 10,321
Subcontinente Indiano - China e Mongdlia 13,799
Brasil — Canada 15,436
Subcontinente Indiano — Sul da Europa 25,697
Brasil - Subcontinente Indiano 38,179
Subcontinente Indiano - Oriente Médio 69,951
Brasil — Bélgica 72,132
Brasil - Sul da Europa 79,452
Brasil — Caribe 225,546
Brasil — Argentina 125029,813

BF=3 indica relagao epidemioldgica significativa entre as localidades.

As rotas envolvendo paises do continente americano estdo destacadas em vermelho.
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Figura 5.10: Rotas significativas da dispersdo do HBV/D3. Apenas as rotas com BF= 3 estao
representadas. A forca do suporte estd representada pelas cores das linhas: do amarelo
(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruido utilizando
0 SPREAD. ARG = Argentina; BEL = Bélgica; BRA = Brasil;, CAN = Canad4; CAR = Caribe;
EUA = Estados Unidos; IDN = Indonésia; SE = Sul da Europa; S| = Subcontinente Indiano;
SWE = Suécia.

V.5.4 — Subgendtipo D4

A arvore de maxima credibilidade do subgenétipo D4 esta apresentada na Figura
5.11. Ao observar a arvore, percebe-se dois grandes clados, um contendo as sequéncias da
Polinésia, Australia, Caribe (Cuba, Haiti e Martinica) e Canada, e outro com as sequéncias
do Brasil e india. As sequéncias do Canada agruparam com as do Caribe, enquanto as
sequéncias brasileiras e as indianas formaram clados monofiléticos.

Usando um relégio molecular relaxado, a taxa evolutiva do subgendétipo D4 foi
calculada em 7,0 X 10° com intervalo de confianca entre 1,3 X 10° e 1,0 X 10°. O tMRCA
estimado remonta ao ano de 1573 (95% HPD 323 a.c. — 1829), sendo a Martinica o local
com maior probabilidade de ser a raiz deste subgenotipo (0,29), seguido pelo Brasil com

(0,21) e Australia (0,11). O tMRCA das sequéncias da Martinica foi calculado ao ano de
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1749 (95% HPD 725 — 1891), sendo este também o tMRCA do clado caribenho agrupado
com as sequéncias canadenses.

As sequéncias brasileiras formaram um clado monofilético com um tMRCA
remontando ao ano de 1838 (95% HPD 1124 - 1941), sendo a Martinica a localidade com
maior probabilidade (0,29) de ser a raiz do Brasil, seguido pelo préprio Brasil com
probabilidade de 0,21 e Austrdlia (0,11).

O ancestral comum mais recente do Canada refere-se ao ano de 1884 (95% HPD
1478 - 1960), e o local com maior probabilidade de ser a raiz das sequéncias canadenses foi
a Martinica 0,72).

O ancestral comum mais recente de Cuba foi calculado ao ano de 1898 (95%
HPD 1483 — 1963). Com uma probabilidade de 0,76, a Martinica foi a localidade com maior
probabilidade de ter sido o local de origem das sequéncias circulantes em Cuba.

As sequéncias haitianas sdo as que apresentam um tMRCA mais recente,
remontando ao ano de 1936 (95% HPD 1662 — 1995), e também apresentando a Martinica
como localidade com maior probabilidade (0,73) de ser a raiz de suas sequéncias. O tMRCA

dos principais clados americanos HBV/D4 estéo listados na tabela 5.11.

Tabela 5.11: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenétipo D4

Subgendétipo N6 tMRCA 95%HPD tMRCA  Localizagcdo Probabilidade
Raiz 1573 323 a.c. — 1829 Martinica 0,29
Martinica 1749 725 - 1891 Martinica
Brasil 1838 1124 - 1941 Martinica 0,29
. Canada 1884 1478 - 1960 Martinica 0,72
Cuba 1898 1483 - 1963 Martinica 0,76
Haiti 1936 1662 - 1995 Martinica 0,73

tMRCA — Tempo do ancestral comum mais recente
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Figura 5.11: Arvore bayesiana de maxima credibilidade com genomas completos de

HBV/D4. Arvore construida com 63 genomas completos do subgenétipo D4 mais duas

sequéncias do gendtipo E provenientes da Guiné para estruturar a raiz da arvore. Os

nameros nos ramos indicam a probabilidade posterior. O tamanho dos ramos equivale ao

tempo. Os ramos estdo coloridos de acordo com a localizacdo mais provavel dos nés

descendentes. A escala na parte inferior da arvore representa os anos antes da data de

coleta da ultima amostra (2013).

A éanalise de BSSVS aponta a existéncia de

relacbes epidemioldgicas

significativas nas rotas migratérias do HBV/D4 com BF=3 (Tabela 5.12; Figura 5.12). Apds o

calculo do BF, a Martinica apresentou relagdo epidemioldgica significativa com o Haiti,

Canada e Cuba, enquanto o Brasil apresentou relacdo epidemioldgica significativa com a

India.
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Tabela 5.12: BF das rotas de migragéo do HBV/D4

Rotas de migracao* Fator de Bayes (BF)
Australia — Polinésia 6,937

Martinica — Haiti 11,275

Martinica — Canada 12,876

Martinica — Cuba 14,451

Brasil — india 26,680

BF=3 indica relagao epidemioldgica significativa entre as localidades.

As rotas envolvendo paises do continente americano estdo destacadas em vermelho.

Figura 5.12: Rotas significativas da dispersdo do HBV/D4. Apenas as rotas com BF= 3 estédo

representadas. A for¢ca do suporte esta representada pelas cores das linhas (do amarelo
(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte)). O mapa foi reconstruido
utilizando o SPREAD. BRA = Brasil; CAN = Canada; CUB = Cuba; HTI = Haiti; IND = india;
MTQ = Martinica.
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VI — DISCUSSAO

O gendtipo D do HBV é encontrado disperso por todo o mundo, sendo 0 mais
prevalente no nordeste da Europa, Bacia Mediterranea, norte da Africa, Oriente Médio, e
subcontinente Indiano (Muherkar et al., 2008; Zehender et al., 2008). Estudos sobre a
filodinamica deste genotipo ja foram realizados na Europa e Bacia do Mediterraneo, na
Albania, e na Turquia (Zehender et al., 2012a; Zehender et al., 2012b; Ciccozzi et al., 2014).
O presente estudo € o primeiro a investigar a origem do gendétipo D no continente
americano.

Para conhecer a distribuicdo dos subgenétipos de D nas Américas, foi realizado
um levantamento das sequéncias do gendtipo D provenientes do continente americano
disponiveis no GenBank. Dessa forma, observou-se a presenca deste genoétipo na
Argentina, Brasil, Canada, Chile, Colémbia, Cuba, Estados Unidos, Groelandia, Haiti,
Martinica e Venezuela. Constatou-se também que os subgenoétipos que circulam nas
Américas séo os D1-D4 e D7.

O subgenotipo D1 foi o principal encontrado na Argentina (83%), também foi
observado no Canada (18%), em Cuba (3%) e no Brasil (2%). Este subgendtipo é o mais
frequente na Grécia, Turquia e norte da Africa e, principalmente, no Oriente Médio (Meldal et
al., 2009; Kitab et al., 2011; Yousif e Kramvis, 2013).

O subgendtipo D2, que circula principalmente no nordeste da Europa (Russia,
Belarus e Estonia) e Albania (Tallo et al., 2009; Zehender et al., 2011), foi identificado em
4% das sequéncias argentinas, 5% das cubanas, 17% das brasileiras e em 18% das
sequéncias do Canada. Este subgenétipo foi predominante no Chile (75%) e nos EUA
(90%), embora apenas quatro sequéncias chilenas foram analisadas.

O subgendtipo D3 foi observado em quase todos 0s paises americanos que
possuem o genotipo D, com excecdo da Venezuela e Groelandia. Foi o subgendtipo
prevalente no Brasil (56%), e o Unico encontrado na Colémbia, apesar de haver apenas uma
sequéncia do gendtipo D desse pais, 0 que nao permite determinar realmente se o HBV/D3
€ 0 subgendtipo mais frequente na Colémbia. Este subgendétipo € amplamente distribuido
pelo mundo, sendo prevalente na Italia e na Sérvia (De Maddalena et al., 2007; Lazarevic et
al., 2007).

O HBV/D4 foi 0 subgendtipo mais frequentemente verificado no Haiti (84%), Cuba
(76%) e Canada (35%). No Brasil, este subgendtipo foi detectado em 25% das sequéncias.
O HBV/D4 circula também na Venezuela (2/2) e Martinica (4/5); no entanto, o pequeno
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namero de sequéncias nao permitiu determinar a prevaléncia do mesmo. O referido
subgendtipo foi encontrado em populacdo afrodescendente (Barros et al., 2014). O HBV/D4
ja foi descrito no Haiti, Marrocos, em Ruanda, Somalia, Quénia e Gana (Norder et al., 2004,
Candotti et al.,, 2006; Andernach et al., 2009; Hubschen et al., 2009; Baha et al., 2012,
Kwange et al., 2013;), sendo o subgenoétipo mais comum na Oceania (Norder et al., 2004).

O HBV/D7 foi observado apenas em Cuba, descrito pela primeira vez em um pais
do continente americano por Loureiro e colaboradores, em 2014. Este subgendtipo circula
principalmente, no Marrocos, na Tunisia e em Madagascar (Yousif e Kramvis, 2013).

As sequéncias do gendtipo D provenientes da Groelandia sdo oriundas de um
grupo indigena circumpolar. Ao serem submetidas a uma andlise filogenética para
identificacdo dos subgendtipos, essas sequéncias formaram um clado separado dos demais
subgenotipos de D. No entanto, o calculo da distancia genética revelou uma similaridade de
97,7% com as sequéncias referéncia HBV/D1 e 97,4% com HBV/D2 (Kowalec et al., 2012).

No Brasil, o gendtipo D foi observado em todas as regides geogréficas brasileiras,
sendo a maioria das sequéncias proveniente da Regido Sul (57%). Este gendtipo € o mais
prevalente no Sul do Pais (Mello et al., 2007; Bertolini et al., 2012), justificando a maior
porcentagem de sequéncias originarias desta regido. Os subgenoétipos de D detectados
circulando no Brasil foram o D1, D2, D3 e D4. O subgenétipo mais frequente dentre as
sequéncias brasileiras foi HBV/D3, correspondendo a 56% das sequéncias analisadas. Este
subgenotipo foi o mais prevalente nas Regides Sul, Sudeste e Norte (75%, 74% e 50%,
respectivamente). Na Regido Centro-Oeste 0 subgendtipo mais encontrado nas sequéncias
obtidas do GenBank foi o D2 (4/5). Uma proporcao diferente foi observada nos genomas
completos obtidos neste estudo, onde o HBV/D3 foi mais frequente (81%; 13/16) do que o
HBV/D2 (19%; 3/16). Na regido Nordeste o HBV/D4 foi o subgenoétipo predominante (92%).

O hepatocarcinoma é um dos tumores mais comuns do mundo (Kao e Chen,
2005). Mais da metade dos casos de hepatocarcinoma é atribuido a infeccéo cronica pelo
HBV (Gomaa et al., 2008). Alguns estudos tém demonstrado maior incidéncia de mutacdes
relacionadas ao hepatocarcinoma no subgenétipo D1 do que nos demais subgenétipos de D
(Sunbul et al., 2013; Yousif e Kramvis, 2013). No entanto, ao buscar as mutacdes C1653T,
T1753A/C/G, A1762T, G1764A, G1896A e G1899A nos genomas completos das sequéncias
americanas deste estudo, encontrou-se, um resultado inesperado ao nao observar a
presenca de tais mutacdes nas sequéncias do subgenétipo D1; diferentemente dos demais
continentes, nos quais uma frequéncia alta destas muta¢gdes no HBV/D1 foram encontrados.

Essa diferenca pode sugerir que nas Ameéricas circulam isolados do HBV/D1 menos
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virulentos do que no resto do mundo. Outra explicacéo seria que, devido ao baixo numero de
sequéncias HBV/D1 americanas analisadas (n=10), a frequéncia destas mutacdes estaria
sendo subestimada.

Com excecdo das mutacbes C1653T e G1899A, as sequéncias HBV/D2
americanas apresentaram uma menor frequéncia das mutacdes analisadas quando
comparadas as sequéncias HBV/D2 ndo americanas. Além disso, nas sequéncias HBV/D2
americanas, a mutacdo G1899A foi mais frequente, enquanto, nas HBV/D2 do restante do
mundo,foi a substituicdo G1896A.

As sequéncias americanas e dos demais continentes HBV/D3 apresentaram perfil
de mutacdes semelhante, sendo a mutacdo G1896A a mais frequente.

Nas sequéncias HBV/D4 americanas, foram detectadas as seis mutagdes
pesquisadas, enquanto, nas do restante do mundo, apenas trés (G1764A, G1896A e
G1899A) foram observadas. Em um estudo de 2013, Yousif e Kramvis ndo detectaram a
dupla mutacdo A1762T/G1764A no subgenoétipo D4. Nos resultados desta investigacdo, as
mutacdes A1762T e G1764A foram observadas em 16% e 19%, respectivamente, das
sequéncias americanas. Por um outro lado, nas sequéncias D4 dos demais paises, nao foi
detectada a mutacdo A1762T, e a G1764A foi encontrada em 6% das sequéncias, nao
havendo a presenca da dupla mutacdo. Estes resultados podem cepas HBV/D4 com maior
frequéncia de mutacdes relacionadas ao hepatocarcinoma circulando nos paises
americanos do que no restante do mundo.

A classificacdo do HBV em subtipos pode ser utilizada em estudos
epidemioldgicos (Kidd-Ljunggren et al., 2002). Os subtipos mostram diferentes distribuicdes
geograficas e afetam as caracteristicas antigénicas do HBV (Le Bouvier et al., 1972; Norder
et al., 1992). Ao classificar os genomas completos do subgendétipo HBV/D1 do continente
americano em subtipos, foi observado apenas o subtipo ayw2, ja descrito como o principal
subtipo encontrado neste subgendtipo (Yousif e Kramvis, 2013). No HBV/D2, o subtipo mais
frequente foi 0 ayw3, mas também foi verificado ayw2, ayw4 e adrq+. Os dois ultimos ainda
nao haviam sido encontrados no subgenétipo D2, sendo o ayw4 ja observado nos
subgenoétipos D1 e D3 (Yousif e Kramvis, 2013). O subtipo adrg+ sé foi descrito para o
gendtipo C (revisado por Zehender et al., 2014), sendo a primeira vez que é mostrado no
genotipo D. Essa sequéncia também apresentou uma delecdo de 120 nucleotideos na
regido pré-S1 do genoma viral. Delecfes na regido pré-S/S séo frequentemente constatadas
em pacientes com hepatite B cronica de longa duracdo (Locarnini et al., 2003), e estdo

associadas a um maior risco de desenvolvimento do hepatocarcinoma (Chen et al., 2008; Liu
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et al., 2009; Yeung et al., 2011). Também foram notadas neste isolado, as mutagdes
relacionadas ao hepatocarcinoma T1753A, a dupla mutacdo no promotor basal do core
Al762T/G1764A e o stop codon na regido pré-core G1896A. Apesar da presenca de
mutacOes relacionadas ao cancer de figado, o paciente era assintomatico. A sorologia
negativa para o HBeAg é provavelmente devida a presenca da mutacdo G1896A que inibe a
producado deste antigeno (Carman et al., 1989; Omata et al., 1991).

O subgendtipo D3 apresentou os subtipos ayw2, ayw3 e ayw4. Nas sequéncias
HBV/D4 americanas, foram encontrados os subtipos aywl e ayw2, além de uma sequéncia
ayw4, sendo a maioria classificada como ayw?2 (75%).

Apés conhecer a variabilidade dos isolados dos subgenétipos de D circulantes
nas Ameéricas, foi feita uma reconstrucao filogeografica para saber a origem dos principais
subgenotipos de D dos paises americanos. Analises filogeograficas constituem uma
abordagem comum em ecologia molecular, ligando processos histéricos na evolucdo de
genes amostrados em populagbes com diferentes distribuicbes espaciais (Knowles e
Maddison, 2002). A taxa evolutiva calculada, a partir da heterogeneidade das datas de
coleta e utilizando um modelo de relégio molecular relaxado dos subgenétipos D1-D4, foi de
10™ para os quatro subgenétipos. Ndo existe um consenso sobre qual taxa evolutiva deve
ser utilizada para o HBV, variando de 10™ a 10® (Michitaka et al., 2006; Zhou et al., 2007;
Paraskevis et al., 2015) dependendo de qual estratégia e qual fragmento do genoma é
utilizado para o calculo. As taxas calculadas para os subgendétipos D1-D4 geraram datas de
ancestrais comuns com um grande intervalo de confianca, representando a incerteza sobre
o calculo desses tMRCAs. Este amplo intervalo de confianca pode ser justificado por uma
falta de estrutura temporal do HBV.

A reconstrucéo filogeografica do HBV/D1 mostrou que a localizacdo mais provavel
de ser a origem deste subgendétipo foi a Turquia, correspondendo ao resultado obtido no
estudo de Zehender e colaboradores em 2012, que também sugeriu a Turquia como origem
do subgendtipo D1. De acordo com a analise filogeografica desta investigacéo, a origem do
HBV/D1 no Brasil se deu mais provavelmente da Siria. Este resultado é reforcado pelo fato
de que o Brasil possui a maior colénia arabe fora do Oriente Médio. Estima-se que cerca de
7% da populagéo brasileira seja de origem arabe, sendo a maioria proveniente da Siria e do
Libano. O movimento migratério desses paises para o Brasil comecou a ser documentado
em 1870, sendo a principal causa dessa imigracao a intensa perseguicéo religiosa que os
arabes cristdos sofreram pelos mucgulmanos no periodo do Império Otomano (Pitts, 2006).

Essa onda migratoria arabe provavelmente inseriu o subgenadtipo D1 no Brasil. O tMRCA da
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sequéncia brasileira foi datado ao ano 1813 (95% HPD 1675 — 1862), ano mais antigo que o
ano do inicio da migracao arabe para o Brasil. O fato de haver apenas uma sequéncia de
genoma completo de HBV/D1 pode ter impedido um célculo mais acurado da data do
tMRCA brasileiro.

O HBV/D1 na Argentina parece ter tido apenas uma insercao, pois suas
sequéncias formam um grupo monofilético, e esta introducdo teria ocorrido a partir da
Turquia. Assim como no Brasil, a Argentina recebeu um grande nimero de imigrantes
arabes no periodo entre 1870 e 1930, principalmente Sirios e Libaneses, mas também
egipcios, arménios, iraquianos, palestinos e turcos (Alvarez e Pinotti, 2000). Tal informacao
justificaria a origem turca do HBV/D1 circulante na Argentina. O célculo do tMRCA das
sequéncias argentinas gerou uma data mais recente do que a que condiz historicamente
com a imigracdo arabe no pais (1991, 95% HPD 1958 — 2006). Provavelmente as
sequéncias argentinas compiladas nesta andlise ndo reflitam a diversidade da populacdo
ancestral inserida naquela localidade representando isolados recentes circulantes no pais.

Para o subgendtipo D2, a analise filogeogréfica sugeriu que a localizagdo mais
provavel de ser a raiz da arvore é a Bélgica; no entanto, com um suporte muito baixo, o que
nao permitiu afirmar que esse pais seria a raiz do HBV/D2. No estudo de Zehender e
colaboradores de 2012, onde se buscava a dindmica espacial do gendétipo D no
mediterraneo, foi sugerido que o subgendtipo D2 se originou em algum lugar entre a Asia
Central e a Russia. Na analise desta investigacdo as sequéncias da Argentina e do Brasil
formaram um clado que parece ter sua origem no Leste Europeu e Russia, com um tMRCA
remontando ao ano de 1857 (95% HPD 1477 — 1923). O periodo de 1889 - 1914 foi marcado
por intenso fluxo de migragéao para o Brasil, e, dentre os imigrantes estavam lituanos, bielo-
russos, ucranianos, alemaes, judeus e russos (Dembicz e Smolana, 1993; Kawka, 1996),
gue poderiam entdo ter introduzido o subgendétipo D2 no Brasil.

Os Estados Unidos apresentaram a India como a localidade com maior
probabilidade de ser a origem do HBV/D2 circulante nesse pais, tendo sua principal
introducgé&o ocorrido entre 1853 (95% HPD 1470 — 1930) e 1905 (95% HPD 1642 — 1979). Os
EUA comecaram a receber imigrantes Indianos em 1820, mas um fluxo maior comegou em
1990, tornando-os o0 segundo maior grupo de imigrantes no pais. Em 2013, mais de 2
milhdes de indianos moravam nos Estados Unidos (Zong e Batalova, 2015). Além disso, o
genétipo D é muito prevalente na india, que possui pelo menos cinco subgenétipos de D
circulantes, (D1, D2, D3, D4 e D5) (Banerjee et al., 2006; Chandra et al., 2009; Banerjee et

al., 2014), o que torna provavel a introducéo desse subgendtipo por imigrantes indianos.
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Surpreendentemente, a analise filogeografica do HBV/D3, realizada neste estudo,
propds que a raiz desse subgenadtipo seria o Brasil (com uma baixa probabilidade), sendo o
segundo local mais provavel o subcontinente Indiano. A origem deste subgenotipo é dificil de
determinar, talvez devido a sua grande variabilidade e dispersédo pelo mundo. No estudo de
Zehender e colaboradores (2012), ndo foi possivel estabelecer com certeza um local de
origem para o HBV/D3, mas sugeriu-se como provavel origem deste subgendtipo a Asia
Central e a india. Este subgenétipo é o mais prevalente no Brasil e, ao observar a anélise
filogeografica do genoma completo, percebe-se que as sequéncias brasileiras ficaram
dispersas por toda a arvore, demonstrando a grande variabilidade do subgendétipo, causada
provavelmente por multiplas inser¢des do D3 no Pais.

Tendo em vista que j4 € determinado que 0s Unicos gendtipos originarios do
continente americano F e H (Paraskevis et al., 2013), propde-se a hipdtese que as
sequéncias brasileiras estariam espelhando sequéncias de populacdes imigrantes que
teriam introduzido este subgenétipo no Pais. Acredita-se que o HBV/D3 tenha sido trazido
ao Brasil por imigrantes europeus. Na investigacdo de Bertolini e colaboradores (2012), foi
sugerido que o gendtipo D tenha sido introduzido na Regido Sul do Brasil pelos imigrantes
europeus que chegaram em massa entre 0os séculos XIX e XX. Antes da introducdo da
vacina contra o HBV, identificava-se uma prevaléncia de intermediaria a alta do HBV na
Europa, especialmente na Italia (Stroffolini et al., 1988). Segundo o IBGE, mais de 3 milhdes
de europeus chegaram ao Brasil apenas no periodo entre 1884 e 1933, havendo entre eles
provavelmente portadores cronicos do HBV. Um estudo recente (Gusatti et al., 2015)
realizado em Chapeco, no Sul do Brasil, sugere que o HBV/D3 brasileiro tenha sido
introduzido por imigrantes italianos, uma vez que a maioria dos infectados com o gendétipo D
possuia sobrenomes italianos e aproximadamente 66% dos isolados do HBV pertenciam ao
subgenotipo D3. O Brasil e a Argentina apresentaram uma forte relacao epidemiologica apoés
o calculo do fator de Bayes. A Argentina, assim como o Brasil, recebeu um grande namero
de imigrantes Italianos durante os séculos XIX e XX, tendo sido o HBV/D3 provavelmente
inserido na Argentina por esses imigrantes. Os tMRCAs calculados mostraram datas
antigas, ndo corroborando com os dados historicos e apresentaram um amplo intervalo de
confianga, o que demonstra a incerteza dos céalculos destes tMRCAs. A falta de sequéncias
representando toda a variabilidade do HBV/D3 europeu pode ter limitado esta analise,
fazendo com que o Brasil fosse proposto como origem deste subgendtipo.

A reconstrucéo filogeografica do HBV/D4 sugeriu que a raiz deste subgenadtipo

estaria na Martinica. Esta teria sido a origem do HBV/D4 no Haiti, Cuba e Canada; no
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entanto, ndo houve suporte para a relacdo epidemioldgica entre Brasil e Martinica. A origem
do subgendtipo D4 na Martinica ndo seria compativel com os dados epidemioldgicos e,
portanto, 0 mesmo argumento utilizado para a origem do subgenétipo D3 no Brasil poderia
ser também aplicado neste caso. No continente americano, este subgendétipo foi encontrado
principalmente em populacbes afrodescendentes onde predomina o subgenotipo africano
Al, com excecdo de Cuba onde o A2 foi 0 subgendétipo de A mais detectado (Andernach et
al., 2009; Santos et al., 2010; Brichler et al., 2014; Barros et al., 2014; Loureiro et al., 2015),
e na populacao indigena Dene, localizada no oeste da regido artica do Canada (Osiowy et
al., 2011). O HBV/D4 foi o subgenétipo dominante na Oceania (Norder et al., 2004) e
também descrito no Marrocos (Baha et al., 2012), em Ruanda (Hubschen et al., 2009), na
Somalia (Norder et al., 2004), no Quénia (Kwange et al., 2013) e em Gana (Candotti et al.,
2006). O subgendtipo Al foi encontrado na maioria dos paises da Africa Oriental, sendo o
principal subgendtipo na Somalia, Quénia e Ruanda (Kramvis e Knew, 2007; Hibschen et
al., 2009), paises africanos onde o HBV/D4 também circula. Todavia, o continente africano é
subestudado e ndo ha sequéncias de genoma completo do HBV/D4 de paises africanos
disponiveis, apenas sequéncias do gene S.

Brasil e Caribe receberam um grande numero de escravos africanos entre o0s
séculos XVI e XIX (Schwartz, 1988; Alencastro, 2000). O Caribe, no século XVIII, ja
apresentava uma populacdo majoritariamente negra devido aos imensos canaviais baseados
na mao-de-obra escrava (Emmer, 1991). Diversos portos de embarque de escravos foram
utilizados desde o inicio do regime escravocrata no Brasil, até sua abolicdo, no final do
século XIX. Cada um desses portos recebia escravos provenientes de uma grande regidao da
Africa que ia até centenas de quildmetros para o interior do continente. Portanto, a origem
étnica dos escravos recebidos no Brasil € muito variada, além de se ter alterado ao longo
dos séculos de trafico (Lago, 2014). A maioria dos escravos trazidos ao Brasil foi proveniente
da Africa Ocidental e Central. No entanto, cerca de 300 a 400 mil escravos foram trazidos do
Sudeste da Africa para o Brasil entre 1837 e 1856, para contornar as leis e tratados que
proibiam o comércio transatlantico de escravos (Beachey, 1976; Eltis e Richardson, 2010).
Com base nestas evidéncias, propde-se uma hipétese para a origem do subgenétipo D4 nas
Ameéricas, uma vez que este subgendtipo teria sido introduzido no continente durante o
periodo de trafico negreiro. Portanto, a origem do HBV/D4 na Martinica demonstrada na
arvore filogeografica estaria espelhando essa populacdo africana ancestral. Outros estudos

também sugeriram uma origem africana do HBV/D4 (Andernach et al., 2009; Barros et al.,
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2014), porém nenhum realizou analise filogeografica, apenas basearam-se em fatos
histéricos.

Estes resultados demonstram a importancia de se analisar cada subgenétipo
separadamente, como foi observado neste estudo eles podem apresentar origens e
caracteristicas distintas. Além disso, € necessario ter cautela ao analisar o resultado da

filogeografia, combinando-os com conhecimentos histéricos e epidemioldgicos.
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VIl —= CONCLUSOES

e A pesquisa de sequéncias gendmicas do HBV de gendtipo D das Américas disponiveis no
GenBank identificou a circulacdo deste gendtipo nos seguintes paises: Argentina, Brasil,

Canada, Chile, Colbmbia, Cuba, EUA, Groelandia, Haiti, Martinica e Venezuela;

e Foi identificado, a circulacdo dos subgenétipos D1, D2, D3, D4, e D7 nas Américas, com
frequéncias distintas nos paises do continente. No Brasil, circulam os subgenotipos D1,
D2, D3 e D4, com uma maior frequéncia do D3 (56%));

e Foram sequenciados 45 genomas completos brasileiros, provenientes das cinco regioes
geograficas brasileiras e representativos dos quatro subgenétipos circulantes no Pais (D1
=1;D2=11;D3=32; D4 =1);

e Nenhuma mutacdo relacionada ao hepatocarcinoma foi detectada nas sequéncias
analisadas do subgenoétipo D1 das Américas, 0 que pode sugerir que no continente
circulariam isolados de D1 com menor potencial carcinogénico do que no restante do

mundo;

e O subgendtipo D1 apresentou apenas o subtipo ayw2; para o D2 foram detectados os
subtipos ayw2, ayw3, ayw4 e, surpreendentemente, o adrg+, descrito anteriormente
apenas para o genétipo C; D3 apresentou o0s subtipos ayw2, ayw3, ayw4; e D4 aywl,

aywz2, ayw4,

e Pela andlise filogeografica foi possivel sugerir que o subgendétipo D1 teria entrado nas
Ameéricas inicialmente pelo Brasil a partir da Siria e, posteriormente, na Argentina pela
Turquia. Ja a introducdo do subgendtipo D2 teria ocorrido pelo Brasil e Argentina com
origem a partir do Leste Europeu e RuUssia. As sequéncias D2 dos EUA seriam mais

recentes e com origem na India;

e Nao foi possivel por meio da filogeografia identificar a origem dos subgenétipos D3 e D4
nas Américas. Entretanto, baseando-se em dados historicos e epidemiologicos, propde-se
a hipotese de que o D3 teria sido introduzido no continente por imigrantes europeus,

enquanto o D4 por escravos africanos.
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Full-genome sequences of hepatitis B virus subgenotype
D3 isolates from the Brazilian Amazon Region

Natdlia Spitzt, Francisco CA Mello?, Natalia Motta Araujo'/*

L aboratério de Virologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz-Fiocruz, Rio de Janeiro, R, Brasil
2Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Universidade Federal Fluminense, Niteréi, R}, Brasil

The Brazilian Amazon Region is a highly endemic area for hepatitis B virus (HBV). However, little is known
regarding the genetic variability of the strains circulating in this geographical region. Here, we describe the first
full-length genomes of HBV isolated in the Brazilian Amazon Region; these genomes are also the first complete HBV
subgenotype D3 genomes reported for Brazil. The genomes of the five Brazilian isolates were all 3,182 base pairs
in length and the isolates were classified as belonging to subgenotype D3, subtypes ayw2 (n = 3) and ayw3 (n= 2).
Phylogenetic analysis suggested that the Brazilian sequences are not likely to be closely related to European D3
sequences. Such results will contribute to further epidemiological and evolutionary studies of HBV.

Key words: HBV - complete genome - amino acid residues - genetic distance

Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the major
causes of chronic liver diseases, including cirrhosis and
hepatocellular carcinoma and affects over 240 million
people worldwide (WHO 2014). HBV contains a partially
double-stranded DNA genome approximately 3.2 kb in
length. Eight confirmed (A-H) and two tentative (I and
J) genotypes have been identified based on a nucleotide
divergence of more than 8% for the complete genome
(Araujo et al. 2011). Much diversity within genotypes
exists, leading to the division of some genotypes into
subgenotypes (Shiet al. 2013). Both HBV genotypes and
subgenotypes have different geographic distributions
(Kramvis et al. 2005) and have increasingly been asso-
ciated with differences in transmission routes, disease
progression, responses to antiviral therapies and clinical
outcomes (McMahon 2009, Lin & Kao 2011).

Genotype D has a worldwide distribution, butis found
primarily in the Mediterranean area, Eastern Europe and a
region spanning from the Near East to India. It has been as-
sociated with a high risk of disease progression and a poor
clinical outcome (Lin & Kao 2011). Nine subgenotypes
(D1-D9) haveso far been described (Ghosh et al. 2013, Shi
et al. 2013). However, subgenotypes D3 and D6 were
recently reclassified as a single subgenotype, D3 (Shi et al.
2013, Yousif & Kramvis 2013). This latter subgenotype has
been found primarily in Northern America, Europe, South
Africa and Indonesia (Yousif & Kramvis 2013).

Brazil has a highly admixed population with Cauca-
sian, Amerindian and African origins. Genotypes A, D
and F circulate among Brazilian HBV carriers (Mello et
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al. 2007). Genotype D has been found in all five Brazil-
ian geographic regions (Mello et al. 2007), with a pre-
dominance of the D3 subgenotype observed countrywide
(N Spitz et al., unpublished observations). It has been
proposed that the D genotype in Brazil has a European
origin, because the highest rates of genotype D are found
in the southern region, where an influx of immigrants
from Central Europe, especially Germany and Italy, has
occurred (Mello et al. 2007, Bertolini et al. 2012). The
Brazilian Amazon Region is a highly endemic area for
HBV (Miana et al. 2005) and 24.4% of the HBV strains
isolated in this region have been shown to be of genotype
D (Mello et al. 2007). However, little is known about the
genetic variability of the HBV strains circulating in the
Brazilian Amazon Region and no complete genome se-
quences from this region have been described to date. In
addition, few Brazilian HBV complete genome sequenc-
es are available in the GenBank database and this has
limited the contribution of Brazilian isolates to molecular
epidemiological and phylogenetic studies of HBV.

In this paper, we describe the first full-length ge-
nomes of HBV isolated in the Brazilian Amazon Region;
moreover, these genomes are the first complete genomes
of HBV subgenotype D3 reported in Brazil.

Complete genome sequences were obtained for HBV
isolates from five HBsAg-positive blood donors residing
in the states of Amapa (sequences BR2, BR4 and BR6)
and Amazonas (sequences BR14 and BR40). This study
was approved by the Brazilian Ethical Committee for
Medical Research (registration 9604/2004). HBV DNA
was extracted from 0.2 mL of serum using a High Pure
Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics, Germany)
and full-length HBV genomes were amplified as de-
scribed previously (Gunther et al. 1995). HBV nucleotide
sequences were determined using a BigDye Terminator
kit (Applied Biosystems, USA) and sequencing reactions
were analysed on an ABI3730 automated sequencer (Ap-
plied Biosystems). The nucleotide sequencesreported here
were deposited in the GenBank database under ac-
cessions KP090177-KP090181 Phylogenetic analysis was
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conducted using MEGA software v.6 (Tamura et al. 2013).
Phylogenetic trees of the HBV full-genome sequences
were obtained using the neighbour-joining method (1,000
bootstrap replicates) and mean genetic distances were es-
timated using the Kimura two-parameter model. Bootscan
analysis software (SimPlot v.351) was used to identify in-
tra and intergenotypic recombination (Lole et al. 1999).

All five complete HBV genome sequences were 3,182
base pairs in length and contained the canonical HBV
overlapping open reading frames for C (HBe, 639 nt; HBc,
552 nt), X (HBx, 465 nt), PreS/S (LHBs, 1170 nt; MHBs,
846 nt; SHBs, 681 nt) and P (Pol, 2499 nt). The deduced
amino acid sequences of the small S protein of the BR6,
BR14 and BR40 isolates contained R, P and K

residues at positions 122, 127 and 160, respectively, corre-
sponding to the ayw2 serologicaltype (subtype); BR2 and
BR4 instead had the ayw3 subtype (R122, T127, K160).
Neither in-phase deletions or insertions nor the important
mutations GI896A (PreC), rtM204V (lamivudine resis-
tance mutation), A1762T and GL764A (in the basal core
promoter) were detected in the sequencesand no evidence
of recombination was observed in the sequences, as well.

By phylogenetic analysis, it was demonstrated that the
five genomes clustered together with subgenotype D3
sequences from other countries (Figure). However,
Brazilian D3 sequences did not produce a single cluster,
suggesting that this subgenotype may have been intro-
duced into the country multiple times. Moreover, the
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TABLE
Comparison of the amino acid residues encoded by the different subgenomic regions of Brazilian
HBV subgenotype D3 isolates - correlation with the sample subtype
Poly merase X PreS2 S
Sample Subtype spll6 spl42 rtb3  rt135 rt266 rh19  rh88 17 26 31 125 1272
BR2 ayw3 F S D Y | \% | Y C A M T
BR4 ayw3 F S D Y | \Y | Y C A M T
BR6 ayw2 L N N S \% A \% C R T T P
BR14 ayw2 L N N S \Y% A \Y% C R T T P
BR40 ayw?2 L N N S \ A \ C R T T P

a: amino acid residue that distinguishes ayw?2 from aywa3.

Brazilian sequences seemed not to be closely related to
European sequences (Figure). It would be useful to in-
vestigate the lack of relatedness between Brazilian and
European D3 sequences in further studies focusing on
the phylogeography of HBV in Brazil.

The deduced amino acid sequences ofthe viral poly-
merase, X, PreS2 and S proteins of the five subgenotype
D3 isolates from Brazil were compared (Table). \aria-
tions in the amino acid residues between the ayw2 and
aywa3 isolates, in addition to the P127T substitution in the
S gene, were observed in several positions through- out
the genome: polymerase, residue sp116 (L orF), sp142 (N
orS), rt53 (N or D), rt135 (SorY), rt266 (V orl), rh19 (A
orV) andrh88 (V or I); X, residue 17 (C orY) and 26 (R
or C); PreS2, 31 (T or A) and S, 125 (T or M). A larger
number of complete subgenotype D3 genomes from
Brazil is needed to confirm such variations in the
predicted amino acid residues between the ayw2 and
ayw3 isolates, as these variations may have implications
for disease pathogenesis and progression.

The genetic information provided here will help us to
understand better the evolutionary behaviours of HBV
subgenotype D3 strains circulating in the Brazilian Am-
azon Region and to trace the spread of disease due to
HBV in this part of the world.
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