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RESUMO 

 

A infecção pelo vírus da hepatite B (HBV) representa um grave problema de saúde pública 

mundial. Dez genótipos (A a J) foram identificados e alguns deles foram ainda classificados 

em subgenótipos. O genótipo D (HBV/D) tem uma distribuição mundial e possui nove 

subgenótipos (D1 a D9) descritos. A história evolutiva do HBV/D nas Américas não é bem 

compreendida e poucas sequências de genoma completo HBV/D estão disponíveis. O 

objetivo deste estudo é analisar a proporção e a distribuição geográfica dos subgenótipos de 

D nas Américas, determinar as sequências genômicas completas do HBV/D isolados de 

diferentes regiões geográficas do Brasil e investigar a origem e a propagação dos 

subgenótipos de D nas Américas. Para identificar os subgenótipos circulantes nas Américas, 

foram obtidos do GenBank genomas completos e sequências dos genes pré-S/S e S (n = 

609). Foram detectados no continente os subgenótipos HBV/D1-D4 e HBV/D7. O HBV/D1 foi 

encontrado na Argentina (83%), Brasil (2%), Cuba (3%) e no Canadá (18%), enquanto que 

HBV/D2 foi detectado na Argentina (4%), Brasil (17%), Canadá (18%), Chile (75%), Cuba 

(5%) e EUA (90%). O subgenótipo HBV/D3 foi o mais frequente no Brasil (56%) e foi 

encontrado em todos os países americanos, exceto na Venezuela e Groelândia. O HBV/D4 

foi o subgenótipo mais frequente no Canadá (35%), Cuba (76%), Haiti (84%), Martinica 

(80%) e Venezuela (100%). O subgenótipo HBV/D7 foi observado apenas em Cuba (8%). 

Ademais, amostras de soro HBsAg positivas, coletadas de todas as cinco regiões 

geográficas brasileiras e caracterizadas como HBV/D foram selecionadas para o 

sequenciamento do genoma completo. Quarenta e cinco sequências de genoma completo 

foram determinadas (D1, n = 1; D2, n = 11; D3, n = 32; D4, n = 1). Para investigar a origem e 

a propagação do HBV/D nas Américas, foram criados diferentes arquivos contendo genomas 

completos dos subgenótipos D1 a D4, incluindo as sequências brasileiras sequenciadas 

neste trabalho, bem como sequências do GenBank de diferentes origens geográficas e data 

de coleta conhecida. As análises foram realizadas usando o pacote BEAST v.1.8.2. A 

análise filogeográfica sugeriu que o HBV/D1 foi introduzido no Brasil por isolados da Síria e, 

na Argentina por isolados da Turquia. As sequências HBV/D2 brasileiras e argentinas 

ficaram relacionadas a sequências da Europa Oriental e Rússia, de onde parece ter se 

originado os isolados circulantes nestes países. O HBV/D2 dos EUA parece ter se originado 

da Índia. Já o HBV/D3 não apresentou uma origem clara nas Américas, mas provavelmente 

foi introduzido pelos europeus. A análise do HBV/D4 sugeriu que este subgenótipo foi 

provavelmente introduzido pelos escravos africanos trazidos para trabalhar nas Américas. 

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

desenvolvidas recentemente para investigar a história evolutiva do HBV. 



ix 

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-INTRODUÇÃO 

 

I.1 – Histórico 

 

A história das hepatites virais remonta a milhares de anos. A mais antiga 

descrição de "hepatite epidêmica", que pode ou não ter sido causada devido ao vírus da 

hepatite B (HBV), é creditada a Hipócrates (cerca de 450 aC), quase 2500 anos atrás. 

Relatos de icterícia, como doença epidêmica também podem ser encontrados no Tamulde 

da Babilônia (Sherlock, 1987). 

O primeiro caso documentado de hepatite sérica aconteceu na Alemanha, em 

1883, quando 191 trabalhadores de um estaleiro em Bremen desenvolveram icterícia 

acompanhada por sintomas semelhantes aos da hepatite após serem vacinados com um 

mesmo lote de vacina contra a varíola estabilizada com linfa humana, num período variável 

de dois a oito meses após a vacinação (Gardner, 1950). Em 1940, a transmissão parenteral 

foi confirmada quando militares americanos apresentaram icterícia após receberem uma 

vacina contra febre amarela que havia sido preparada com soro humano. Nesse período, 

também se observou que surtos de hepatite associados à utilização de seringas e agulhas 

não esterilizadas possuíam um período de incubação mais longo (mais de 100 dias) 

(Krugman, 1989). 

Em meados da década de 1940, pode-se identificar com clareza a existência de 

distintos agentes virais para as epidemias de icterícia que ocorreram durante a II Guerra. Em 

1947, MacCallum designou os termos “vírus da hepatite A” (HAV) e “vírus da hepatite B” 

(HBV), referindo-se, respectivamente, aos supostos agentes etiológicos das hepatites de 

período de incubação curto ou infecciosa (18 a 37 dias) e de período de incubação longo de 

transmissão parenteral (50 a 180 dias) (Hollinger, 1996). 

Após esse evento de 1947, a Organização Mundial da Saúde (OMS) adotou a 

denominação de hepatites A e B, em substituição, respectivamente, aos termos hepatite 

infecciosa e hepatite sérica. Mais tarde, verificou-se, entretanto, a existência de um segundo 

tipo de hepatite sérica. Inicialmente denominada hepatite não A – não 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 traços polimórficos hereditários em amostras de soro de diversas regiões 

geográficas do mundo. Nesse estudo, foi identificado um antígeno em uma amostra de soro 

de um aborígene australiano que reagia especificamente com um anticorpo presente no soro 
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de um paciente hemofílico americano. Denominou-se, então, esse antígeno de Austrália 

(Au), o qual era relativamente raro na América do Norte e Europa ocidental e prevalente em 

populações africanas e asiáticas e entre pacientes com leucemia, síndrome de Down e 

hepatite aguda (Blumberg et al., 1967; Bayer et al., 1968). Estudos posteriores (Okochi e 

Murakami,1968; Prince, 1968) mostraram que esse antígeno era exclusivamente encontrado 

no soro de indivíduos infectados pelo HBV. Posteriormente, a purificação do HBV foi 

realizada a partir do soro de portadores do antígeno Au e a partícula completa do vírus foi 

detectada por microscopia eletrônica (Dane et al., 1970).  

Atualmente, diversos vírus hepatotrópicos humanos já foram identificados e 

associados à doença ictérica. A partir da descrição do HBV em1970, foram caracterizados os 

vírus da hepatite A (HAV) (Feinstone et al.,1973), vírus da hepatite D (HDV) (Rizzetto et al., 

1977), vírus da hepatite E (HEV) (Balayan et al., 1983) e vírus da hepatite C (HCV) (Choo et 

al., 1989). Outros vírus foram identificados em pacientes com hepatopatias pós-transfucional 

não A-E, porém, uma associação direta entre as hepatopatias e as infecções causadas por 

esses vírus ainda não pôde ser confirmada. Dentre esses, destacam-se o vírus da hepatite 

G (HGV) (Simons et al., 1995), TorqueTeno vírus (TTV) (Nishizawa et al., 1997), Torque Teno 

Mini virus (TTMV) (Takahashi et al., 2000) e Torque Teno Midi vírus (TTMDV) (Ninomiya et 

al., 2007). 

 

I.2 – Classificação e Morfologia do Vírus da Hepatite B 

 

O HBV é o membro protótipo da família Hepadnaviridae, que engloba um 

pequeno número de vírus de DNA com tropismo por células hepáticas. Essa família é 

dividida em dois gêneros: Orthohepadnavirus, composto por vírus que infectam mamíferos, 

incluindo o HBV, e Avihepadnavirus, que compreende os vírus que infectam aves (Fauquet 

et al., 2005; ICTV, 2014). As principais características da família Hepadnaviridae são 

hepatotropismo, relativa especificidade de espécie e capacidade de causar infecções agudas 

e persistentes com viremia e antigenemia (Glebe e Bremer, 2013). Além do HBV, os 

Orthohepadnavirus compreendem espécies virais que são capazes de infectar roedores de 

pequeno ou médio porte. O HBV infecta humanos e primatas não humanos (gorila, 

chimpanzé, orangotango e gibão) (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 (WMHBV - woolly monkey hepatitis B virus) (Lanford et al., 1998).  

As partículas infecciosas do HBV (vírions), também chamadas partículas de 
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Dane, são esféricas, com envelope duplo e cerca de 42-47 nm de diâmetro (Dane et al., 

1970). Os vírions são formados por um envelope externo de glicoproteínas que constitui o 

antígeno de superfície do vírus (HBsAg) (Dane et al., 1970; Almeida et al., 1971; Robinson e 

Lutwick, 1976). O HBsAg é composto por três proteínas: L (large), M (middle) e S (small) 

distribuídas em quantidades distintas pelo envelope (Tiollais et al., 1985). O nucleocapsídeo 

possui simetria icosaédrica, sendo formado pela proteína do core (HBcAg) (Almeida et al., 

1971) e pelo genoma viral (Robinson et al., 1974) (Figura 1.1). Estima-se que o soro de 

indivíduos infectados pelo HBV possa apresentar concentrações superiores a 109 partículas 

virais por mL (Ganem, 1996). 

 

 

Figura 1.1: Estrutura do HBV. Modelo esquemático de partícula de Dane. Disponível em: 

<http://people.rit.edu/japfaa/infectious.html> [Acesso em 15 nov. 2015] (Figura adaptada para 

o português). 

 

Além das partículas completas infecciosas, no soro de pacientes infectados podem ser 

encontrados outros dois tipos de partículas não infecciosas, as esféricas e filamentosas, que 

são constituídas apenas pelo HBsAg e por alguns lipídeos oriundos da célula hospedeira 

(Figura 1.2). As partículas esféricas possuem cerca de 20 nm de diâmetro, e as filamentosas 

apresentam, aproximadamente, 22 nm de largura e comprimento variável (Robinson et al., 

1976; Laub et al., 1983). Elevados níveis dessas partículas não infecciosas podem ser 

encontrados nas fases aguda e crônica da infecção. Presentes em concentrações superiores 

a 1013 partículas por mL de soro, essas partículas não promovem infecção, pois não 
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possuem o genoma do vírus (Rizzetto, 1998). Apesar disso, as partículas subvirais são 

altamente imunogênicas e eficientes em induzir a resposta neutralizante de anticorpos anti-

HBs (Ganem, 1996). 

 

Figura 1.2: Partículas infecciosas e não infecciosas do HBV. A- Microscopia eletrônica. B- 

Representação esquemática. 

A- Disponível 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). 

 

I.3 – Organização Genômica do HBV 

 

O genoma do HBV, um dos menores dentre os vírus que infectam o homem, é 

constituído por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla (ambas as fitas não 

se encontram covalentemente fechadas), com aproximadamente 3.200 pares de base (pb) 

de tamanho. A fita mais longa é complementar ao RNA pré-genômico e, por convenção, 

possui polaridade negativa (Gerlish e Robinson, 1980). Na fita de polaridade positiva, a 

posição da extremidade 5’ terminal é fixa, enquanto a posição da extremidade 3’ terminal é 

variável. Desta forma, o comprimento da fita positiva varia de 50% a 90% do comprimento da 

fita complementar (Ganem, 1996). Próxima às extremidades 5’ de ambas as fitas, há duas 

pequenas sequências diretamente repetidas, de aproximadamente 11 nucleotídeos (nt) 

cada, “direct repeats” (DR1 e DR2). Essas sequências são importantes para a inicialização 

da replicação 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 começa com outra repetição direta a ‘DR2’. A cadeia negativa também tem uma 

proteína terminal, que é uma parte da polimerase viral, covalentemente ligada à sua 

extremidade 5’. A fita positiva contém um pequeno oligômero de RNA derivado da 

extremidade 5’ do RNA pré-genômico, que funciona como iniciador da síntese da fita 

negativa do DNA (Seeger et al., 1986; Lien et al., 1987).  

A numeração mais comumente utilizada em relação aos pares de bases do 

genoma do HBV se inicia a partir de um sítio único de restrição para a enzima EcoRI, 

localizado no início da região pré-S2 ou em sítios homólogos, caso o mesmo esteja ausente. 

Entretanto, outros métodos de numeração, a partir do primeiro nucleotídeo de cada gene são 

utilizados para análise de cada uma das regiões 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 são 

totalmente codificantes e estão parcialmente sobrepostas, permitindo que o HBV codifique 

50% mais proteínas do que seria esperado devido ao reduzido tamanho do seu genoma 

(Heermann et al., 1984; Ganem e Varmus, 1987) (Figura 1.3). A síntese de quatro RNAs 

virais é regulada por quatro promotores, pré-S1, pré-S2, pré-C/C e X presentes nas ORFs e 

dois elementos potencializadores (enhancers) (EnhI e EnhII) (Ganem e Varmus, 1987). 

 

I.3.1 – ORF pré-S/S  

 

O gene pré-S/S inclui as regiões pré-S1, pré-S2 e S, com três códons de 

iniciação na mesma fase de leitura. Esse gene codifica as proteínas que compõe o HBsAg, a 

proteína estrutural que forma o envelope viral. A transcrição é regulada por regiões 

promotoras especializadas separadas, permitindo regulação variável da expressão proteica. 

A proteína L ou large, a de maior tamanho (cerca de 400 aminoácidos), é codificada a partir 

do códon de iniciação localizado no começo da região pré-S1 e sua síntese se estende 

pelas regiões pré-S1, pré-S2 e S. A proteína M ou middle, que é constituída por 281 

aminoácidos, é codificada pelas regiões pré-S2 e S, a partir do segundo códon de iniciação 

localizado no início da pré-S2. A proteína S ou small, a menor das proteínas (226 

aminoácidos), é codificada a partir do terceiro códon de iniciação localizado no início da 

região S. Todas as proteínas têm sua síntese interrompida no mesmo códon de parada, 

localizado no final da região S (Seeger e Mason, 2000). 

Essas proteínas não são encontradas de maneira uniforme entre os diferentes 

tipos de partículas virais (Heermann et al., 1984). As partículas subvirais, não infecciosas, 
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são compostas predominantemente pela proteína S, apresentando quantidade variável de 

proteína M e pouca de L. Entretanto, as partículas virais infecciosas são enriquecidas de 

proteína L. Como essa proteína é a que possue os sítios de ligação do HBV aos receptores 

dos hepatócitos (Neurath et al., 1986; Klingmuller e Schaller, 1993), é coerente que a 

partícula infecciosa possua um número consideravelmente maior de proteína L quando 

comparada às partículas não infecciosas, as quais sendo mais numerosas poderiam 

competir com os vírions pelos receptores dos hepatócitos (Ganem et al., 1996). 

 

I.3.2 – ORF pré-C/C  

 

O gene pré-C/C apresenta-se como a região mais conservada do genoma viral, 

é responsável pela síntese das proteínas HBcAg, constituinte do core viral, e HBeAg, que 

funciona como um importante marcador sorológico de replicação viral. Os códons de 

iniciação localizam-se na mesma fase de leitura aberta (Nassal e Rieger, 1993; Nassal e 

Schaller, 1996). 

O HBeAg é uma proteína não estrutural, sintetizada a partir do primeiro códon de 

iniciação localizado na região pré-C, e sua síntese se estende por toda a região C. O 

primeiro peptídeo precursor produzido é composto de 214 aminoácidos, contendo os 29 

aminoácidos da região pré-C e o restante constituinte do gene core. Essa sequência da 

região pré-core é responsável pela translocação do HBeAg para o retículo endoplasmático, 

onde o mesmo será processado pela clivagem nas duas extremidades, resultando em uma 

proteína final com 159 aminoácidos. Essa proteína é secretada nos estágios iniciais da 

infecção aguda e nas fases replicativas da infecção crônica (Nassal e Rieger, 1993). O 

HBeAg é um importante marcador sorológico de replicação viral ativa (Garcia et al., 1988; 

Nassal e Rieger, 1993); no entanto, ainda não se sabe ao certo seu papel na biossíntese 

viral.  

Já o HBcAg é uma proteína estrutural composta de 185 aminoácidos que 

compõe o nucleocapsídeo viral, sendo codificada a partir do segundo códon de iniciação 

localizado no início da região C. O nucleocapsídeo da partícula viral é composto por 180 

monômeros do HBcAg, que espontaneamente se aglutinam formando uma estrutura 

icosaédrica denominada core ou cerne viral (Nassal e Schaller, 1996). Essa proteína é capaz 

de induzir a produção de anticorpos (anti-HBc) pelo hospedeiro, sendo importante, assim 

como o HBsAg, no diagnóstico sorológico da infecção (Milich e McLachlam, 1986). 
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I.3.3 – ORF P  

 

O gene P, o maior dos genes do HBV, cobre aproximadamente ¾ do genoma 

viral e codifica a polimerase viral (Pol), uma enzima multifuncional com 832 aminoácidos. 

Essa proteína é funcionalmente dividida em quatro domínios: o domínio aminoterminal, com 

atividade de DNA primase, necessário para o início da síntese da fita de DNA de polaridade 

negativa; uma região espaçadora, sem função ainda definida; o domínio da transcriptase 

reversa, fundamental para a síntese do DNA a partir do RNA pré-genômico; e o domínio 

carboxiterminal que possui atividade de RNAse H. No gene da polimerase, está presente o 

motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD), essencial para a atividade de transcrição reversa (Toh et 

al., 1983), o qual é bem conservado em todas as transcriptases reversas virais, constituindo 

o sítio mais comum de aparecimento de mutações de resistência a fármacos (François et al., 

2001; Gaillard et al., 2002; Kim et al., 2012). 

 

I.3.4 – ORF X  

 

A ORF X codifica a proteína viral HBx, um polipeptídeo composto por 154 

aminoácidos que pode ser detectado em hepatócitos infectados pelo HBV (Seeger e Mason, 

2000). 

O gene X apresenta elevada similaridade dentre os orthohepadnavirus, mas está 

ausente nas linhagens que causam infecção em aves, o que sugere que a ORF X não 

desempenhe um papel crucial nos eventos de replicação. Entretanto, já foi verificado o papel 

dessa proteína como um regulador viral multifuncional que modula o processo de 

transcrição, participa de diversas vias de sinalização, degradação de proteínas e resposta 

celular a estresses; atribuições que afetam a replicação e a proliferação viral direta ou 

indiretamente (Murakami, 2001). 

 A proteína X é um regulador viral multifuncional que modula a replicação do 

HBV, a transcrição celular, o sinal de transdução, a atividade do proteossoma e progressão 

do ciclo celular (Kim et al., 1991; Xu et al., 2010), e pode induzir a apoptose diretamente ou 

sensibilizar hepatócitos a uma variedade de estímulos apoptóticos (Kim et al., 2005). HBx 

também tem sido relacionado a inflamação e imunomodulação. Em linhagens celulares de 

hepatoma humano, HBx induz a transcrição de citocinas inflamatórias, tais como TNF-α, 

IFN-c e IL-6 (Lara-Pezzi et al., 1998; Lee et al.,2010; Xiang et al., 2011). HBx também 

aumenta a expressão de moléculas que são importantes na resposta imune, como o 
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Zhou et al., 1990). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: Modelo esquemático do genoma do HBV (Fonte: Datta et al., 2012). Os círculos 

vermelhos representam as fitas de polaridades negativa e positiva do DNA viral. A linha 

verde indica as posições em nucleotídeos do genoma viral. As setas coloridas representam 

as ORFs do genoma do HBV. As linhas mais externas semicirculares com setas representam 

os quatro RNAs (genômicos e subgenômicos) correspondentes às ORFs. As setas indicam 

as posições dos códons de iniciação diferentes dentro de cada ORF. 

 

 

I.4 – Replicação do HBV 

 

A replicação do HBV realiza-se por um mecanismo único dentre os vírus de DNA 

animais, uma vez que apresenta uma etapa envolvendo a produção de um intermediário de 

RNA e a sua conversão em DNA pela ação da transcriptase reversa viral (Ganem, 1996; 

Nassal e Schaller, 1996). 

A infecção pelo HBV tem início a partir da adsorção viral aos receptores nos 
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hepatócitos e penetração do vírion na célula. Uma vez no citoplasma do hepatócito, o vírus 

perde seu nucleocapsídeo, sendo transportado até o núcleo celular, onde libera o seu 

genoma (Ganem et al., 1996). 

Inicialmente, o DNA viral é convertido em uma forma de dupla fita circular 

covalentemente ligada (cccDNA). Para tanto, a fita positiva é complementada pela DNA 

polimerase celular. O cccDNA é transcrito em RNAs genômicos e subgenômicos pela RNA 

polimerase II celular. Os RNAs subgenômicos atuam exclusivamente como RNAs 

mensageiros para a tradução das proteínas do envelope e da proteína X. Já os RNAs 

genômicos servem tanto de molde para a síntese de DNA viral (sendo chamado, neste caso, 

de RNA pré-genômico) como de RNAs mensageiros para a tradução da proteína do core, da 

polimerase viral e do HBeAg. Os transcritos de RNA são, então, transportados para o 

citoplasma celular onde serão traduzidos em suas respectivas proteínas. Um sinal de 

encapsidação (ε), localizado na extremidade 5’ do RNA pré-genômico é responsável pelo 

empacotamento, no citoplasma, desse RNA nos capsídeos imaturos durante a replicação 

(Kidd-Ljunggren et al., 2002). A transcrição reversa é iniciada no interior do capsídeo, onde a 

fita negativa é 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 não ser completamente sintetizada, 

resultando em um genoma de fita parcialmente dupla. O nucleocapsídeo pode, então, 

retornar ao núcleo, liberar o DNA viral (que pode ser convertido novamente em cccDNA) 

para a amplificação de novos genomas (Tuttleman et al., 1986), ou seguir para membranas 

intracelulares do retículo endoplasmático ou do complexo de Golgi contendo as 

glicoproteínas do envelope do vírus para ser envelopado, e posteriormente, secretado 

através da via de secreção constitutiva (Figura 1.4) (Pollack e Ganem, 1993; 

Papatheodoridis et al., 2002; Ganem e Prince, 2004). 
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Figura 1.4: Modelo esquemático do ciclo replicativo do HBV (Fonte: Ganem e Prince, 2004 – 

Figura adaptada para o português). 

 

I.5 – Transmissão do HBV 

 

O HBV pode se manter infeccioso fora do seu hospedeiro durante pelo menos 

sete dias. O período de incubação do HBV é de em média 75 dias, mas pode variar de 30 a 

180 dias. O vírus pode ser detectado dentro de 30 a 60 dias após a infecção e pode persistir 

e desenvolver para uma hepatite crônica (WHO, 2015). 

A transmissão do HBV ocorre, principalmente, por meio da exposição 

percutânea ou da mucosa à fluidos corporais infectados, incluindo saliva, fluidos menstrual, 

seminal e vaginal, que têm sido implicados como veículos de transmissão humana (Mast et 

al., 1999). 

A transmissão sexual do vírus da hepatite B pode ocorrer quando há relação 

sexual sem uso do preservativo. A transmissão do HBV também pode ocorrer por inoculação 

acidental de pequenas quantidades de sangue ou fluido durante procedimentos médicos, 

cirúrgico e dental, ou por meio de lâminas de barbear ou objetos similares contaminados 

com sangue infectado; uso de seringas e agulhas esterilizadas inadequadamente; uso de 

drogas injetáveis; tatuagem; piercing corporal; e acupuntura (WHO, 2015). 
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A transmissão perinatal é a principal via de transmissão do HBV em muitas 

partes do mundo e um fator importante para manter o reservatório da infecção em algumas 

regiões, particularmente na China e Sudeste Asiático. Na ausência de profilaxia, uma grande 

proporção de mães virêmicas, especialmente as HBeAg positivas, transmite a infecção para 

seus filhos no momento ou em um curto período após o nascimento (Beasley et al., 1983). O 

risco de infecção perinatal também é maior se a mãe tem hepatite B aguda no segundo ou 

terceiro trimestre de gravidez, ou no prazo de dois meses após o parto. Apesar do HBV 

poder infectar o feto no útero, isso é incomum e parece estar geralmente associado a 

hemorragia pré-parto e descolamento de placenta. O risco de desenvolvimento da doença 

crônica durante a infecção 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 transmissão horizontal, especialmente em países em 

desenvolvimento, por contato íntimo não sexual ou por formas pouco conhecidas. Especula-

se que tais mecanismos envolvam infecção percutânea por meio da saliva, traços de 

sangue, compartilhamento de objetos, escarificação, rituais, instrumentos não esterilizados, 

dentre outros (Kiire,1996). 

 

I.6 – Patogenia da infecção pelo HBV 

 

O principal alvo do HBV é o hepatócito, uma célula parenquimatosa do fígado. 

Quando o HBV entra no hepatócito via interação com receptores celulares, o nucleocapsídeo 

transporta o DNA genômico do HBV para dentro do núcleo, onde o DNA circular é convertido 

em DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) como molde para os RNAs virais 

(Rehermann e Nascimbeni, 2005). Muitas evidências suportam que o HBV não é 

diretamente citotóxico 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 hepatócitos humanos primários infectados sem danos ou morte celular (Schulze-

Bergkamen et al., 2003). Segundo, ratos transgênicos com HBV ativo (replicação viral) não 

mostram evidência de inflamação no fígado. Entretanto, a transferência de células T 

citotóxicas para o rato transgênico provoca inflamação intra-hepática (Guidotti et al., 1995), o 

que sugere que a inflamação hepática ocorre devido a indução da resposta imune adaptativa 

pela infecção do HBV e não diretamente pelo vírus. Por último, durante a fase inicial da 

infecção aguda, antes do recrutamento das células T para o fígado, não há evidência 
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histológica ou bioquímica de dano hepático em chimpanzés infectados com HBV (Guidotti et 

al., 1999; Thimme et al., 2003). Em pacientes e modelos animais imunocomprometidos a 

replicação viral ocorre em níveis altos no fígado sem causar danos, reforçando que o HBV 

replica não citopaticamente no fígado e que a lesão hepática 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 inflamatória não específica para um 

antígeno, é conhecida por participar no processo inflamatório antes do recrutamento das 

células T citotóxicas para o fígado. Posteriormente, células T citotóxicas específicas para o 

HBV são responsáveis por significativa citotoxicidade e têm um papel central (direta e 

indiretamente) na patogênese viral. Além disso, as células T auxiliares, células B e células 

apresentadoras de antígeno também estão associadas com a patogênese da infecção pelo 

HBV. Estudos sugeriram ainda que as células inflamatórias não específicas para o HBV 

exacerbam a imunopatologia induzida por células T citotóxicas e que plaquetas aumentam o 

acúmulo de células T citotóxicas no fígado (Iannacone et al., 2005; Sitia et al., 2012). 

A apoptose de células infectadas contribui para a defesa antiviral, limitando a 

propagação inicial do vírus. No entanto, a apoptose pode também ajudar na propagação viral 

(Servet-Delprat et al., 2000). O HBV não precisa destruir a célula para que haja a liberação 

de progênie infecciosa. Desse modo, permanece controverso se o HBV sensibiliza os 

hepatócitos à apoptose para a propagação viral no fígado (Terradillos et al., 1998; Su et al., 

2001). Resultados de vários estudos sugerem que proteínas do HBV são capazes de induzir 

respostas anti ou pró-apoptótica em diversas condições ambientais dependendo do diferente 

contexto celular, sugerindo que a habilidade do HBV de induzir ou suprimir a apoptose pode 

ser contraditória durante o curso da infecção pelo HBV (Oh e Park, 2015).  

 

I.7 – Aspectos Clínicos e Marcadores Sorológicos da Hepatite B 

 

O HBV pode causar hepatite aguda, fulminante e crônica, podendo, nesse caso, 

haver evolução para um quadro de cirrose hepática e/ou carcinoma hepatocelular (Gonçales, 

1997). 

A hepatite B aguda caracteriza-se pela presença do antígeno HBs no soro do 

indivíduo infectado, dos anticorpos anti-HBc da classe IgM, e do antígeno HBe (marcador de 

replicação viral ativa), além da detecção do DNA do HBV (Sjogren, 1994). A maioria dos 

adultos com infecção aguda pelo HBV desenvolve doença autolimitada com resolução do 
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quadro em até seis meses. No entanto, uma minoria (1%) evolui para hepatite fulminante em 

decorrência da lise maciça, imunomediada, dos hepatócitos infectados. Hepatite fulminante é 

definida como desenvolvimento de encefalopatia e coagulopatia até oito semanas após o 

início dos sintomas e apresenta altas taxas de letalidade. A probabilidade de um indivíduo 

com infecção aguda tornar-se cronicamente infectado depende da idade na qual o indivíduo 

adquire a infecção (Mendonça et al., 2006). 

Durante a fase de convalescença, os títulos de anti-HBc IgM decaem, ao passo 

que os títulos de anti-HBc IgG aumentam, normalmente permanecendo detectáveis por toda 

a vida. Nessa fase, o HBsAg e o HBeAg tendem a desaparecer, e surgem os anticorpos anti-

HBe e anti-HBs. Esse último, um anticorpo protetor que neutraliza o vírus após infecção 

aguda (Figura 1.5). Em indivíduos vacinados contra o HBV, o anti-HBs aparece como 

marcador isolado, indicador de imunidade protetora (Sjogren et al., 1994). 

A hepatite B crônica é definida pela persistência do HBsAg no soro por mais de 6 

meses após a infecção (Figura 1.5). Os marcadores de replicação viral e as manifestações 

clínicas evoluem de forma dependente da interação vírus-hospedeiro (Sjogren, 1994). 

Dentre os indivíduos com infecção crônica, aproximadamente 70% evoluem para 

estabilização da infecção, 30% apresentam progressão da doença com evolução para 

cirrose e destes, 1/4 desenvolve descompensação hepática em cinco anos e de 5-10% 

desenvolvem CHC (Mendonça et al, 2006). 

 

 

Figura 1.5: Curvas sorológicas nas infecções aguda e crônica.  

Disponível 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 português). 
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Os portadores crônicos constituem o principal reservatório do HBV, devido à 

persistência viral no organismo. Em função disso, pacientes com a infecção crônica 

representam um sério risco de transmissão da doença (Coursaget et al., 1991; Elghouzzi et 

al., 1995; Flichman et al., 2014; Moresco et al., 2014). 

Os principais fatores associados à progressão da hepatite crônica incluem a idade 

na qual o indivíduo foi infectado, que é inversamente proporcional ao risco de cronicidade 

(Figura 1.6), e o status imune, destacando-se a imunossupressão, como a que ocorre em 

indivíduos portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV), pacientes renais crônicos 

que fazem hemodiálise ou pós-transplante e leucêmicos. A infecção dos recém-nascidos, 

apesar de geralmente assintomática, representa um risco de cerca de 90% de evolução para 

a forma crônica da doença. Acredita-se que o estado de imaturidade do sistema imune nos 

muitos jovens seja importante no desenvolvimento desse tipo de infecção (Strauss et al., 

2003). 
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Figura 1.6: Fluxograma da infecção pelo HBV (Fonte: Farrel, 1998). Adaptado. 
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I.8 - Relação do Hepatocarcinoma com o HBV  

 

 A associação entre a infecção crônica 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 infecção pelo HBV (Ferlay et al., 2001; Bosh et al., 2004). 

Estima-se que dos 360 milhões de portadores crônicos para o HBV, 25% deles 

desenvolverão CHC (Beasley e Hwang,1984; IARC, 1994). A infecção pelo HBV aumenta o 

risco da hepatocarcinogênese em 100 vezes, quando comparada a indivíduos não 

infectados (But et al., 2008), enquanto a infecção pelo HCV aumenta o risco em 20 vezes 

(Sun et al., 2003; McDonald et al., 2008). Em pacientes com cirrose com etiologia por 

infecção pelo HBV, o risco aumenta 1.000 vezes (Gomaa et al., 2008). 

 A hepatocarcinogênese envolve múltiplos mecanismos que afetam os 

hepatócitos. Os dois processos principais que afetam as células do fígado são alterações 

genéticas e lesões crônicas dos hepatócitos (Coleman, 2003). Na maioria dos casos, a 

cirrose é a etapa intermediária para o desenvolvimento de CHC, porém não é fundamental 

para que isso ocorra (But et al., 2008). A hepatite crônica e outras causas de danos no 

fígado estão associadas ao processo recorrente de lesão seguido de regeneração que 

origina a cirrose. Esse processo aumenta o risco do surgimento de anomalias genéticas que 

podem resultar na ativação de genes relacionados à oncogênese e na inativação de genes 

supressores de tumor (Coleman, 2003). O HBV, diferente do HCV, é capaz de integrar seu 

genoma nas células hospedeiras e induzir mudanças que podem promover a carcinogênese 

(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 genótipo do isolado infectante e a 

presença de determinadas mutações em regiões específicas do genoma do HBV (Kao et al., 

2003; Miyakawa e Mizokami, 2003; Asim et al., 2010; Zhang e Cao, 2011). A supressão da 

replicação 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 replicação viral, 

representada pela presença do marcador HBeAg no soro do paiente, está associada ao 

aumento do risco do desenvolvimento de CHC (Yang et al., 2002). A carga viral do HBV DNA 

maior que 104 copias/mL é um importante preditor da hepatocarcinogênese em pacientes 

assintomáticos, independente da presença do marcador HBeAg, do nível das transaminases 

e da presença de cirrose (Chen et al., 2006).  



17 

 Muitos estudos indicam que a infecção pelo genótipo C do HBV em comparação 

com o genótipo B, aumenta o risco de hepatocarcinogênese (Kao, 2003; Chan et al., 2004; 

Chan et al., 2008; Yang et al., 2008). Em alguns destes estudos o genótipo C está associado 

a cargas virais altas, porém outro trabalho demonstrou que o genótipo C e alelos específicos 

da região do promotor basal do core (BCP) estão associados ao desenvolvimento de CHC, 

independente da carga viral (Yang et al., 2008). Ao comparar a infecção pelo genótipo A com 

a infecção pelo genótipo D, estudos demonstram que a infecção pelo genótipo D está mais 

associada a uma lesão mais grave no fígado e uma maior incidência de CHC (Kao, 2002; 

Gomaa et al., 2008). 

 Vários isolados mutantes do HBV, principalmente os que apresentam mutações 

no BCP, no pré-core e deleções na região pré-S foram associados a uma maior 

patogenicidade, aumentando a probabilidade de progressão para cirrose e CHC (Hunt et al., 

2000; Zhang et al., 2011). As principais mutações são: A1762T e G1764A no BCP, o que 

promove uma diminuição da produção do antígeno HBeAg (Guo et al., 2008; Liu et al., 2009;  

Yin et al., 2011; Zhang et al., 2011), G1896A no pré-core, que gera um códon de parada da 

tradução, impedindo a produção de HBeAg (Zhang et al., 2011; Yin et al., 2011) e deleções 

encontradas na região genômica pré-S (Sugauchi et al., 2003; Fang et al., 2008; Yin et al., 

2010; Xie et al., 2010), que apresenta vários epítopos para as células B e T do sistema 

imune (Kay e Zoulim, 2007). Nenhum estudo sobre mutações do HBV relacionadas ao CHC 

foi ainda realizado no Brasil, para confirmar se estas mutações estariam também associadas 

ao desenvolvimento do CHC em pacientes brasileiros. 

 

 

I.9 – Variabilidade do HBV 

 

Diferente de outros vírus de DNA, o HBV precisa de uma transcriptase reversa para 

sua replicação. Pelo fato da transcriptase reversa não possuir capacidade de revisão de 

incorporação de nucleotídeos (proofreading), mutações no DNA ocorrem frequentemente 

durante a replicação. Se por um lado, o uso de uma enzima transcriptase reversa na 

replicação, com ausência de atividade de proofreading, tende a manter níveis elevados de 

mutação no DNA viral; por outro, o fato de possuir um genoma totalmente codificante, 

contendo quatro fases de leitura parcialmente sobrepostas, reduz relativamente a ocorrência 

de mutações, uma vez que uma substituição, mesmo que silenciosa em uma fase de leitura 

poderia alterar o funcionamento da fase de leitura a ela sobreposta, inviabilizando a partícula 
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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 antigênicos, d e y, localizados 

no antígeno de superfície do HBV, compartilhando um epítopo 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 antigênicos mutuamente exclusivos, d ou y e w ou r, estão 

associados a variações de aminoácidos nas posições 122 e 160, respectivamente. 

Diferenças no epítopo 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 

distribuições geográficas e afetam as características antigênicas do HBV (Le Bouvier et al., 

1972; Norder et al., 1992). Anticorpos contra o determinante “a” conferem imunidade a todos 

os subtipos do HBV. A subtipagem de amostras do HBV pode ser utilizada em estudos 

epidemiológicos e, em alguns casos, para verificar a possibilidade de infecção nosocomial 

(Kidd-Ljunggren et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7: Algoritmo para determinação do subtipo do HBV a partir da estrutura primária do 

gene S. (Fonte: Yano et al., 2015). 
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O HBV é classificado em pelo menos 10 genótipos (A - J) que são distintos entre si 

pela estrutura e tamanho do genoma, com no mínimo 8% de divergência no genoma 

completo entre eles (Norder et al., 1994; Arauz-Ruiz et al., 2002; Tatematsu et al., 2009). Os 

genótipos A-D e F são também divididos em subgenótipos, baseados numa divergência de 4 

a 8% do genoma completo (Magnius e Norder, 1995; Arauz-Ruiz et al., 2002; Norder et al., 

2004). Alguns estudos têm demonstrado que os genótipos e subgenótipos apresentam 

distribuições geográficas distintas (Tabela 1.1), e divergem quanto a progressão e 

prognóstico da doença e a resposta ao tratamento antiviral (Kao et al., 2000; Kramvis et al., 

2005). 

Os genótipos do HBV possuem distribuição étnica-geográfica característica. 

Alguns são amplamente distribuídos pelo mundo, como os genótipos A e D. O primeiro é 

muito difundido na África Subsaariana e ocidental e Norte da Europa (Liu e Kao, 2013), já o 

segundo é dominante na África, na Europa, nos países do mediterrâneo e na Índia (Liu e 

Kao, 2013; Sakamoto et al., 2013). Os genótipos B e C são comuns na Ásia, sendo o C 

encontrado principalmente no sudeste asiático (Ghosh et al., 2013). O genótipo E circula na 

África subsaariana. O genótipo G tem sido reportado na França, Alemanha e nos Estados 

Unidos (Prasetyo et al., 2013); e os genótipos H e F são prevalentes na América Central e 

do Sul (Schaefer, 2007; Liu e Kao, 2013). O genótipo I foi proposto após ser observado no 

Vietnã (Tran et al., 2008). Posteriormente o genótipo J, foi isolado de um paciente Japonês 

(Tatematsu et al., 2009).  

No continente americano, Canadá e Estados Unidos apresentam maior 

prevalência dos genótipos A e D; no entanto, no Canadá, também já foram encontrados os 

genótipos B, C, E, F, G, H e I (Iqbal et al., 2015; Osiowy et al., 2015; Schwarz et al., 2015). 

Nos Estados Unidos, além dos genótipos A e D também já foram detectados B, C, E, F, G e 

H (Ramachandran et al., 2014; Iqbal et al., 2015; Schwarz et al., 2015). O México apresenta 

maior predominância do genótipo H, seguido de A, D e G (Sánchez et al., 2002; Sánchez et 

al., 2007; Roman et al., 2010; Panduro et al., 2013; Roman e Panduro, 2013). Na América 

Central, o genótipo mais frequente é o F (Arauz-Ruiz et al., 1997; Panduro et al., 2013). Na 

região do Caribe, o genótipo mais prevalente no Haiti é o A, mas também são observados os 

genótipos D e E (Andernach et al., 2009); na Martinica, assim como no Haiti, o genótipo mais 

comum é o A, seguido do D e F (Brichler et al., 2013). Em Cuba, o genótipo predominante é 

o A, seguido do D. Os genótipos E e H também já foram detectados (Loureiro et al., 2015). 

Estudos têm demonstrado que, na Colômbia, Bolívia, Venezuela, Peru e Chile, encontra-se 

com maior frequência o genótipo 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 

genótipos mais encontrados são A, D e F; no entanto, já foram descritos casos de infecção 

pelo HBV de genótipos B e C (Piñeiro Y Leone et al., 2008; Pezzano et al., 2011). A 

distribuição dos genótipos do HBV na América Latina está representada na Figura 1.8. 

No Brasil, os genótipos prevalentes são o A, D e F, com suas frequências 

variando nas diferentes regiões geográficas (Moraes et al., 1999; Mello et al., 2007). Nas 

comunidades indígenas, o genótipo mais comum é o F (Castilho et al., 2012). Os genótipos 

B e C já foram descritos no Brasil, mas geralmente estão relacionados com descendentes de 

asiáticos (Sitnik et al., 2004; Santos et al., 2010). A distribuição dos principais genótipos 

circulantes no Brasil pode ser observada na Figura 1.9. 
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Tabela 1.1: Subgenótipos, subtipos e distribuição geográfica do HBV. (Fonte: Zehender et 

al., 2014. Adaptado.) 

 Subgenótipo Subtipo Origem geográfica Genoma (pb) 

A 

A1 (Aa, A’) adw2, ayw1 África, Ásia, América do Sul 

3221 

A2 (Ae, A-A’) adw2, ayw1 
Norte da Europa, América do Norte, África 

do Sul 

A3 (Ac)  Camarões, Gabão, Ruanda 

A4  Mali, Gâmbia 

A5  
Nigéria, Ruanda, Camarões, Haiti 

(população Africana) 

A6  Congo, Ruanda 

A7 ayw1, adw2, ay Camarões, Ruanda 

B 

B1 (Bj) adw2 Japão 

3215 

B2 (Ba) adw2, adw3 Ásia excluindo Japão 

B3 adw2, ayw1 Indonésia, Filipinas 

B4 ayw1, adw2 Vietnã, Camboja 

B5  Filipinas 

B6  Alaska, Norte do Canadá, Groelândia 

B7-B9  Indonésia 

C 

C1 (Cs) adrq+, ayr, adw2, ayw1 
Sudeste Asiático (Vietnã, Miamar, Tailândia, 

Sul da China) 

3215 

C2 (Ce) adrq+, ayr 
Extremo Oriente (Coréia do Sul, Japão, 

Norte da China) 

C3 adrq–, adrq+ 
Ilhas do pacífico (Micronésia, Melanésia, 

Polinésia) 

C4  Austrália 

C5  Filipinas, Vietnã 

C6  Indonésia, Filipinas 

C7  Filipinas 

C8-C16  Indonésia 

D 

D1 ayw2, adw1, ayw1 
Europa, Oriente Médio, Ásia, Tunísia, Egito, 

Brasil, Argentina, Nova Zelândia 

3182 

D2 ayw3, ayw1 
Argentina, Brasil, Estados Unidos, Europa, 

Indonésia, Marrocos, Índia 

D3/6 ayw3, ayw2, ayw4 
África do Sul, Ásia, Europa, Estados Unidos, 

Canadá, Brasil 

D4 ayw2, ayw3 
Austrália, Japão, Papua Nova Guiné, 

Oceania 

D5  Leste da Índia, Japão 

D7  Tunísia, Marrocos, Madagascar 

D8  Nigéria 

D9  Leste da Índia 
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Figura 1.8: Distribuição dos genótipos do HBV na América Latina. (Fonte: Alvarado-Mora e 

Pinho, 2013) 

 Subgenótipo Subtipo Origem geográfica Genoma (pb) 

E  ayw4, ayw2 
África subsaariana, Reino Unido, França, 

Arábia Saudita 
3212 

F 

F1a adw4, ayw4 América Central e do Sul 

3215 

F1b adw4 Argentina, Japão, Venezuela, Estado Unidos 

F2 adw4 
América do Sul (Brasil, Venezuela, 

Nicarágua) 

F3 adw4 Venezuela, Panamá, Colômbia, Bolívia 

F4 adw4 Bolívia, França, Argentina 

G  adw2 
Estados Unidos, Alemanha, Japão, França, 

México 
3248 

H  adw4 Estados Unidos, Japão, Nicarágua 3215 

I 
I1 adw2 Laos, Vietnã, Noroeste da China 

3215 
I2 ayw2 Laos, Vietnã 

J  ayw Japão 3182 
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Figura 1.9: Distribuição dos genótipos do HBV em diferentes regiões do Brasil. Mapa 

representando a distribuição dos genótipos do HBV em todas as cinco regiões geográficas 

brasileiras (1 – Norte; 2 – Nordeste; 3 – Centro-Oeste; 4 – Sudeste; 5 – Sul). (Fonte: Mello et 

al., 2007 – Figura adaptada para o português). 

 

I.10 – Genótipo D do HBV 

 

Comparado aos outros genótipos, o HBV/D possui o menor genoma, com 3182 

nucleotídeos, sendo caracterizado por uma deleção de 33 nucleotídeos no início da região 

pré-S1 (Kramvis et al., 2005).  

O genótipo D é o mais prevalente no nordeste Europeu, no Mediterrâneo Oriental 

e Central, Norte da África, e no Oriente Médio. Além disso é muito frequente no 

subcontinente Indiano e em um grupo de ilhas do Oceano Índico com alta endemicidade 

para o HBV (Andamão e Nicomar) (Murhekar et al., 2008), e também tem sido identificado 

na Oceania (Norder et al., 2004). 

O HBV/D apresenta algumas características clínicas específicas. Alguns estudos 

demonstraram que pacientes com hepatite B aguda infectados com esse genótipo possuíam 

uma taxa de cronicidade maior do que aqueles portadores dos genótipos B e C (Kobayashi 
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et al., 2004; Wai et al., 2005). Ele também é caracterizado pela conversão do HBeAg para 

anti-HBe na adolescência ou no início da idade adulta. Tal soroconversão geralmente está 

associada a mutações na região pré-core. Esse período pode resultar em uma fase de 

portador inativo ou em hepatite B crônica HBeAg-negativa/anti-HBe positiva, que mais tarde 

pode levar à cirrose e hepatocarcinoma (Grandjacques et al., 2000; Hadziyannis e 

Vassilopoulos, 2001; McMahon, 2009). Além disso, tem sido descrita uma maior associação 

do genótipo D com doença hepática mais grave e hepatocarcinoma quando comparado com 

o genótipo A (Thukar et al., 2002). Outro estudo realizado no Alasca sugeriu que o genótipo 

D estaria significativamente associado à vasculite relacionada ao HBV (poliartrite nodosa) 

quando comparado aos genótipos A2, B6, C2 e F1 (Hurlburt et al., 2007). O genótipo D 

também está associado a uma menor resposta ao tratamento com interferon. Diversos 

estudos demonstraram que o tratamento com interferon foi mais efetivo para os portadores 

do genótipo A ou B do que para os genótipos C e D (Tanwar e Dusheiko, 2012; Zhang et al., 

2013).  

Até o momento, foram descritos nove subgenótipos do genótipo D, nomeados de 

D1 a D9. O subgenótipo D1 é o mais prevalente na Grécia, Turquia e norte da África 

(Bozdayi et al., 2005; Garmiri et al., 2011). Um estudo realizado na Turquia mostrou que 

mutações específicas no promotor basal do core estão associadas com doença hepática 

crônica no subgenótipo D1 do vírus da hepatite B. Foi demonstrado que esse subgenótipo é 

caracterizado por uma soroconversão precoce do HBeAg e carga viral baixa (Sunbul et al., 

2013). Um trabalho de Yousif e Kramvis de 2013 também revelou uma maior frequência da 

mutação G1896A do pré-core, relacionada com a abolição da tradução do HBeAg, no 

genótipo D1. O D2 é o mais frequente no nordeste Europeu (Rússia, Belarus, Estônia) e 

Albânia (Tallo et al., 2008; Zehender et al., 2011). O subgenótipo D3 é predominante na Itália 

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 subgenótipo predominante 

em infecções agudas pelo HBV relacionadas com o uso de drogas injetáveis (Christensen et 

al., 2001; Fisker et al., 2004; Andersson et al., 2012). O D3 também foi responsável pela 

maioria das infecções pelo HBV entre os usuários de drogas no Canadá (Panessa et al., 

2009) e na Itália (De Maddalena et al., 2007). Esses estudos sugerem que a transmissão do 

referido subgenótipo esteja relacionada ao uso de drogas injetáveis (Alestig et al., 2013). O 

D4 é um subgenótipo relativamente raro, mas dominante na Oceania (Norder et al., 2004) e 

um dos mais comuns em Cuba (Loureiro et al., 2015), e também já 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 (Hübschen et al., 2009), Somália (Norder et 

al., 2004), Quênia (Kwange et al., 2013) e Gana (Candotti et al., 2006). O D5 é o 

subgenótipo prevalente em tribos primitivas na Índia onde outros subgenótipos também são 

verificados (Banerjee et al., 2006); o D6 na Papua e Indonésia, e o D7 na Tunísia e no 

Marrocos (Meldal et al., 2009; Kitab et al., 2011). Foram, ainda, descritos o D8 e o D9. O 

subgenótipo D8 foi encontrado na Nigéria, sendo reconhecido como um recombinante D 

com E (Abdou et al., 2010), e o D9 foi observado na Índia e reconhecido como recombinante 

D com C (Ghosh et al., 2013). A Figura 1.10 mostra a distribuição global dos subgenótipos 

de D. 

Um trabalho realizado por Yousif e Kramvis, em 2013, demonstrou falta de suporte 

estatístico para que os subgenótipos D3 e D6 fossem classificados como subgenótipos 

diferentes. As sequências do subgenótipo D6 ficaram agrupadas com as do D3 com um alto 

suporte (bootstrap = 99%), além de apresentarem uma divergência intergenotípica no 

genoma completo menor do que 4% (Yousif e Kramvis, 2013), necessária para a 

classificação do HBV em diferentes subgenótipos (Magnius e Norder, 1995; Arauz-Ruiz et 

al., 2002; Norder et al., 2004). 

Na América Latina, o genótipo 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 regiões geográficas (Mello et al., 2007), sendo o genótipo mais 

prevalente na Região Sul do País, onde já foi verificado a circulação dos subgenótipos D1, 

D2 e D3, com uma maior frequência do HBV/D3 (Bertolini et al., 2012; Mello et al., 2014; 

Gusatti et al., 2015). Um trabalho realizado em Rondônia, Região Norte do País, identificou o 

genótipo D como mais prevalente, sendo encontrado os subgenótipos D2, D3 e D4, com 

maior frequência do HBV/D3 (Santos et al., 2010). O estudo de Barros e colaboradores 

(2014), realizado no Maranhão, observou maior frequência do HBV/D4, mas também 

verificou a presença dos subgenótipos D2 e D3.  
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Figura 1.10: Distribuição global dos subgenótipos de D. (Fonte: Yousif e Kramvis, 2013) 

 

 

I.11 – Origem e Evolução do HBV 

 

Até o momento não existe um consenso sobre a origem do HBV, mas três 

principais hipóteses têm sido propostas para explicar a origem desse vírus em seres 

humanos e outros primatas. Uma das hipóteses é que a sua origem teria ocorrido no Novo 

Mundo e teria se espalhado globalmente devido a colonização europeia nos últimos 400 

anos (Bollyky et al., 1998). No entanto, essa hipótese conflitua com a observação de uma 

grande dipersão do HBV em macacos selvagens do velho mundo (chipanzés, orangotangos 

e gibões), e com o achado do HBV em uma múmia coreana datada do século XVI (Kahila 

Bar-Gal et al., 2012). Uma segunda hipótese propõe que o HBV teria co-divergido com seus 

hospedeiros primatas num período de 10-35 milhões de anos atrás, mas a referida hipótese 

implicaria numa taxa evolutiva muito lenta (MacDonald et al., 2000), incompatível com 

estimativas de relógio molecular indicando taxas evolutivas mais rápidas (Orito et al., 1989; 

Hannoun et al., 2000; Fares et al., 2002; Zehender et al., 2008), além disso seria esperado 
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uma maior diversidade entra as linhagens do HBV humanas e não humanas, o que não é 

observado (Locarnini et al., 2013; Paraskevis et al., 2015). Uma terceira hipótese sugere que 

o HBV estaria presente nos humanos anatomicamente modernos e teria se espalhado como 

resultado das migrações nos últimos 100.000 anos (Norder et al., 1994; Magnius e Norder, 

1995, Soares et al., 2012). Suporte para essa terceira hipótese foi encontrado no recente 

trabalho de Paraskevis e colaboradores (Paraskevis et al., 2015), onde compararam a 

história demográfica do HBV e dos humanos. Eles observaram que as mudanças no 

tamanho populacional do HBV e dos humanos coincidem, sugerindo que o aumento do 

número de infecções pelo HBV seguiu as mudanças populacionais dos humanos no período 

Neolítico (Figura 1.11).  

  

Figura 1.11: Estimativa bayesiana da história do tamanho da população do HBV. (Fonte: 

Paraskevis et al., 2015 – Figura adaptada para o português). 

 

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 vírus utilizando 

uma calibração externa baseada nos movimentos migratórios humanos. Propondo que as 

linhagens do HBV de humanos modernos, assim como as linhagens de outros primatas, se 

originaram de uma fonte comum há aproximadamente 35 mil anos atrás. Os genótipos do 

HBV teriam divergido e surgido no Neolítico como resultado da dispersão regional (efeito 

fundador) de linhagens ancestrais que já haviam seguido as rotas das grandes migrações 

humanas. Especificamente, essas linhagens dos genótipos, depois de dispersarem para fora 
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da África, seguiram de três grandes eixos de expansão, provavelmente a partir da Ásia 

Central: para o sul da Europa e norte da África; para o leste e sudeste asiático e daí para as 

Américas; e de volta para a África (Figura 1.12). Neste mesmo estudo, estimaram uma taxa 

evolutiva de 3,7 X 10-6, uma das taxas mais lentas já propostas para o HBV.  

  

 

Figura 1.12: Padrão de dispersão da expansão geográfica do HBV (proposto por Paraskevis 

e colaboradores), dando origem à atual distribuição geográfica dos genótipos do HBV, 

excluindo os padrões gerados como um resultado das recentes migrações humanas (por 

exemplo, a presença dos genótipos A e D na América). (Fonte: Paraskevis et al., 2015 – 

Figura adaptada para o português). 

 

Na investigação de Zhou e Holmes (Zhou e Holmes, 2007), utilizando sequências 

de genoma completo, a taxa evolutiva do HBV foi estimada aplicando uma calibração interna 

(baseada na data de coleta das sequências), encontrando a taxa de 7,7 x 10-4 (95% HPD 8,4 

× 10-5 – 8,61 × 10-4). Nessa investigação, eles também calcularam a taxa de evolução das 

regiões do genoma com e sem sobreposição separadamente, observando que as regiões 

sem sobreposição evoluem mais rapidamente do que as com sobreposição. Esse resultado 

também foi verificado no trabalho de Paraskevis (Paraskevis et al., 2015), onde observaram 

uma taxa de evolução da região do genoma do HBV com sobreposição 40% mais lenta do 

que a sem sobreposição.  

A taxa evolutiva do HBV/D já foi calculada em diversos trabalhos utilizando 

abordagens distintas, variando de 1,21 x 10-4 a 5,4 x 10-5 (Michitaka et al., 2006; Zhou e 
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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 sequências concatenadas de regiões do genoma do HBV sem sobreposição e uma 

calibração baseada na data de coleta das sequências, encontrando a taxa de 5,4 × 10-5 

(95% HPD 4,0 × 10-5 – 7,21 × 10-5). No estudo de Zhou e Holmes (2007), a taxa de evolução 

do HBV/D foi estimada em 4,30 × 10-4 (95%HPD 1,16 × 10-4 – 7,26 × 10-4) ao utilizar 

sequências de genoma completo com datas de coleta informadas. Zehender e 

colaboradores (Zehender et al., 2012a) encontraram uma taxa próxima á observada por 

Zhou e Holmes (4,4 x 10-4; 95% HPD 2,6 × 10-4 – 6,2 × 10-4) utilizando sequências do gene 

da polimerase com datas de coleta informadas. Dois estudos realizados em locais diferentes 

(Itália e Japão) propuseram uma origem relativamente recente para o genótipo D do HBV, 

que teria se originado no início 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 calibração externa (baseados em eventos 

remotos) sugerem que o HBV seria um vírus de evolução lenta, enquanto os baseados numa 

calibração interna (amostras heterocrônicas) indicam uma variabilidade alta do vírus com 

taxa evolutiva comparável à dos retrovírus (Simmonds e Midgley, 2005; Paraskevis et al., 

2013; Paraskevis et al., 2015). Essa incerteza em determinar a taxa evolutiva do HBV causa 

grande variação nas taxas calculadas, fazendo com que as estimativas variem entre 10-4 e 

10-6 (Zhou e Holmes, 2007; Holmes, 2008; Paraskevis et al., 2013). A Tabela 1.2 mostra as 

principais taxas de substituição 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). 

 

 

 

 

 

 

 

Genótipo Taxa evolutiva 95% HPD Referência 

A 9,0 × 10-5 1,2 × 10-5 – 1,7 × 10-4 Zehender et al., 2008 

 8,6 × 10-4 4,3 × 10-4 – 14,3 × 10-4 Harrison et al., 2011 

A2 9,1 × 10-5 1,1 × 10-5 – 1,7 × 10-4 Zehender et al., 2008 

 3,23 × 10-5 5,6 × 10-8 – 9,0 × 10-5 Fujisaki et al., 2011 

 2,72 × 10-4 1,73 × 10-4 – 5,8 × 10-4 Ciccozzi et al., 2013 

C 2,0 × 10-4 5,4 × 10-4 – 3,61 × 10-4 Harrison et al., 2011 

 3,73 × 10-4 4,7 x 10-5 – 7,15 x 10-4 Zhou e Holmes, 2007 

D 6,3 × 10-4 4,8 × 10-4 – 7,8 × 10-4 Zehender et al., 2012a 

 4,4 × 10-4 2,6 × 10-4 – 6,2 × 10-4 Zehender et al., 2012a 

 1,21 × 10-4 1,83 × 10-4 – 2,27 × 10-4 Harrison et al., 2011 

 4,30 × 10-4  1,16 × 10-4 – 7,26 × 10-4 Zhou e Holmes, 2007 

 3,67 × 10-4  2,8 × 10-4 – 4,5 × 10-4 Zehender et al., 2008 

 5,4 × 10-5 4,0 × 10-5 – 7,21 × 10-5 Michitaka et al., 2006 

D3 3,29 × 10-4 2,9 × 10-4 – 3,7 × 10-4 Zehender et al., 2008 

D1 4,2 × 10-4 3,0 × 10-4 – 6,6 × 10-4 Ciccozzi et al., 2013 

E 9,29 × 10-4 1,8 × 10-5 – 2,0 × 10-3 Harrison et al., 2011 

 2,4 × 10-4 5,5 × 10-5 – 5,54 × 10-4 Forbi et al., 2010 

 3,2 × 10-4 2,2 × 10-4 – 4,5 × 10-4 Alvarado-Mora et al., 2010 

 1,9 x 10-4 1,9 x 10-5 – 3,8 x 10-4 Andernach et al., 2013 

F 1,67 × 10-4 9,4 × 10-5 - 2,37 × 10-4 Torres et al. 2011 

 1,0 x 10-5 0,6 x 10-5 – 6,1 x 10-5 Torres et al. 2011 

Raiz 7,7 × 10-4 8,4 × 10-5 – 8,61 × 10-4 Zhou e Holmes, 2007 

 2,2 × 10-6 1,5 × 10-6 – 3,0 × 10-6 Paraskevis et al., 2013 

 3,7 x 10-6  Paraskevis et al., 2015 
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I.12 – Filogeografia 

 

 O estudo da origem, emergência e dispersão de infecções virais em populações 

humanas é uma das áreas de pesquisa em biologia evolutiva moderna mais ativas e 

produtiva (Sharp, 2002). Tal sucesso se dá em grande parte devido a rápida taxa a que 

muitos vírus evoluem. A filogeografia é o estudo da relação entre as populações e sua 

localização na Terra. Esses estudos auxiliam as investigações de eventos históricos e 

geográficos e seus efeitos na distribuição de genes e microorganismos, descrevendo sinais 

genéticos geograficamente estruturados dentro e entre espécies (Avise, 2000). Por meio 

dessa análise, é possível associar os processos históricos e geográficos com migrações, 

guerras, e catástrofes, entendendo melhor à migração do vírus entre populações e prever 

possíveis rotas de vírus, contribuindo assim para a prevenção e controle de doenças virais. 

Entretanto, ao analisar a filogeografia deve-se tomar cuidado ao interpretar as árvores e as 

rotas migratórias propostas, uma vez que a análise fica limitada aos dados disponíveis, 

podendo sugerir às vezes rotas incompatíveis com os dados epidemiológicos e históricos.  

Em 2013, Kramvis e Paraskevis publicaram um estudo onde utilizaram a 

filogeografia do subgenótipo A1 do HBV (HBV/A1) para traçar as migrações humanas para 

dentro e fora da África. Utilizando sequências da região S para a reconstrução filogeográfica, 

eles observaram que a origem mais provável do HBV/A1 seria o Sul da África, e propuseram 

prováveis rotas de migração do HBV/A1 que estão representadas na Figura 1.13. Dentre 

elas, uma das origens do subgenótipo A1 no Brasil teria sido Moçambique. Na Bélgica, esse 

subgenótipo teria sido introduzido por sequências da África Central. Os isolados circulantes 

na Tanzânia, Uganda e na República Central Africana podem estar refletindo expedições em 

terra dos traficantes de escravos árabes de Zanzibar. Parece ter havido múltiplas 

introduções do HBV/A1 no Haiti, a partir do Malawi, India e da América Latina.    
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Figura 1.13: Prováveis locais de origem e rotas de migração do HBV/A1. (Fonte: Kramvis e 

Paraskevis, 2013).  

 

Andernach e colaboradores (Andernach et al., 2013) realizaram a reconstrução 

filogeográfica do genótipo E do HBV (HBV/E) utilizando sequências de genoma completo 

com data de coleta informada. A referida análise apontou a Nigéria como local de origem do 

HBV/E. A partir dessa região o vírus parece ter se espalhado ao longo da costa oeste da 

África, na região da Guiné para a República Centro-Africana e, posteriormente, para os 

países orientais e meridionais, como o Sudão, Angola e República Democrática do Congo 

(Figura 1.14). 
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Figura 1.14: Dispersão filogeográfica do HBV/E. (Fonte: Andernach et al., 2013). 

 

Também em 2013, Mello e colaboradores publicaram um estudo onde realizaram 

a reconstrução filogeográfica do genótipo F do HBV (HBV/F) no Brasil utilizando sequências 

de genoma completo do HBV/F e uma taxa evolutiva fixa de 1,0 x 10-5 (Torres et al., 2011). 

Os autores sugeriram que a Venezuela tenha sido a origem do HBV/F2a no Brasil, que 

depois se espalhou pelo País seguindo um fluxo de Norte para Sul. Já os subgenótipos 

HBV/F1b e HBV/F4 teriam se espalhado pelo Brasil do Sul para o Norte após 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 reconstrução espacial do HBV/D na 

Europa e na Bacia Mediterrânea, utilizando sequências do gene da polimerase dos principais 

subgenótipos de D circulantes nessa região (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 Ásia Central, onde os subgenótipos D1, D2 e D3 divergiram. A Ásia 

Central foi provavelmente a fonte de dispersão do HBV/D para Europa e para a região 

Mediterrânea, de onde o vírus teria seguido pelo menos duas rotas, uma cruzando o Oriente 

Médio e atingindo o norte da África e o sudeste do Mediterrâneo, e outra que teria cruzado a 

antiga União Soviética chegando a Europa Oriental e ao Mediterrâneo através da Albânia 

(Figura 1.15).  

Outra investigação que utilizou a filogeografia para o HBV/D foi publicada, em 

2013, por Ciccozzi e colaboradores. Nessa, os autores tinham como objetivo reconstruir a 

história epidemiológica do HBV/D1 na Turquia. Utilizando sequências do gene da polimerase 

do HBV/D1, os autores observaram ausência de uma separação geográfica significativa das 

sequências D1, sugerindo uma inserção relativamente recente do HBV/D1 na região da 

Turquia por meio de múltiplos eventos de introdução, provavelmente resultado de migrações 

com países da fronteira. Também foi observada uma grande importância epidemiológica da 

Turquia na dispersão do HBV/D1 na região da Eurásia (Figura 1.16). Não há estudos 

publicados que tenham realizado reconstrução filogeográfica do HBV/D nas Américas. 
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Figura 1.15: Prováveis rotas de dispersão do HBV/D suportadas por um Fator de Bayes ≥ 6. 

(Fonte: Zehender et al., 2012a) 

 

 

Figura 1.16: Rotas epidemiológicas do HBV/D1 com Fator de Bayes> 3. (Fonte: Ciccozzi et 

al., 2013). 
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II- JUSTIFICATIVA 

 

Diversos estudos têm demonstrado que o quadro clínico, a resposta ao 

tratamento e o prognóstico da hepatite B são distintos dependendo do genótipo/subgenótipo 

do vírus que tenha infectado o paciente (assunto revisado em McMahon, 2009). O genótipo D 

é o mais amplamente disseminado pelo mundo e tem sido associado, juntamente com o 

genótipo C, a um pior prognóstico da doença hepática 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 mutações associadas ao hepatocarcinoma, tais como 

A1762T e G1764A no promotor basal do core, são mais frequentes em determinados 

subgenótipos de D do que em outros (Yousif & Kramvis, 2013). Portanto, é de grande valia 

conhecer quais são os subgenótipos de D circulantes nos diferentes países do continente 

Americano e a frequência das mutações associadas ao hepatocarcinoma nos diferentes 

subgenótipos identificados.  

Estudos de filogeografia viral envolvem análises de uma árvore filogenética em 

seu contexto espacial. Tais estudos são ferramentas importantes de monitoramento e controle 

epidemiológico, pois são capazes de fornecer informações sobre locais de origem de alguns 

vírus, bem como localidades emergentes e difusões futuras para populações de hospedeiros 

(Holmes, 2008). Esse tipo de abordagem tornou-se possível apenas recentemente devido, 

dentre outros fatores, ao aumento da quantidade de sequências disponibilizadas nos bancos 

de dados biológicos. Contudo, são poucas as sequências disponíveis de genoma completo do 

HBV de isolados brasileiros, havendo para o genótipo D apenas 15 sequências. Portanto, a 

contribuição de sequências do Brasil nos estudos filogenéticos do HBV é ainda limitada. 

Dessa maneira, o sequenciamento do genoma completo realizado nesta dissertação de 

isolados do HBV do genótipo D oriundos das cinco regiões geográficas brasileiras, além de 

permitir uma melhor compreensão da diversidade e variabilidade do HBV no Brasil, contribuirá 

para os futuros estudos filogenéticos desse vírus. 

 

 

 

 

 

 

 



37 

III- OBJETIVOS 

 

III.1 - Objetivo Geral: 

 

Analisar a distribuição geográfica e variabilidade genética do genótipo D do HBV 

nas Américas e investigar a origem e disseminação desse genótipo e seus subgenótipos no 

continente sob o enfoque da evolução molecular e filogeografia. 

 

III.2 – Objetivos específicos: 

 

• Identificar quais são os subgenótipos de D e as suas frequências nos países do 

continente Americano, por meio da construção de uma base de dados com todas as 

sequências do genótipo D destas localidades disponíveis no GenBank; 

• Fazer o sequenciamento do genoma completo de isolados do HBV provenientes das 

cinco regiões geográficas do Brasil e representativas dos subgenótipos de D circulantes no 

País; 

• Determinar a frequência de mutações associadas ao desenvolvimento do 

hepatocarcinoma nos diferentes subgenótipos de D identificados nas Américas; 

•     Identificar os subtipos presentes nos principais subgenótipos de D circulantes nas 

Américas; 

• Realizar análise filogeográfica para reconstruir a dinâmica espacial e temporal do 

genótipo D e seus subgenótipos nas Américas. 
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IV - MATERIAL E MÉTODOS 

 

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

 

Foi realizada uma busca no GenBank por sequências de HBV do genótipo D 

provenientes de países do continente Americano utilizando como palavras-chave: 1) Hepatitis 

B Virus, 2) genotype D, 3) country= “nome do país”. Foram adicionadas ao banco de dados 

sequências de genoma completo, sequências da região pré-S/S, do gene S e da região pré-

core/core que possuíam subgenótipo de D determinado e local de origem informado. No caso 

de sequências brasileiras, também foi necessária a informação da região geográfica de 

origem da sequência. Sequências sem subgenótipo determinado, mas com local de origem 

informado e mais de 1000 nucleotídeos (nt) foram submetidas a uma análise filogenética 

utilizando o método de Neighbor-Joining com 1000 replicatas usando o programa MEGA v.6.0 

(Tamura et al., 2013), para classificação em subgenótipos.   

 

IV.2 - Amostragem  

 

Cento e vinte e duas amostras de soro estocadas em freezer a -20°C no 

Laboratório de Virologia Molecular, contendo isolados do HBV previamente genotipados como 

sendo do genótipo D, foram utilizadas neste estudo para a amplificação do genoma completo 

do HBV. Estas amostras foram coletadas no período de 2003 a 2013 e são provenientes de 

pacientes crônicos para o HBV (com sorologia positiva para o HBsAg), sendo alguns 

pacientes oriundos de hospitais e outros de LACENs localizados nas diferentes regiões 

geográficas brasileiras. Dessas amostras, 10 são do Estado do Amazonas, sete do Amapá, 

12 de Goiás, 42 do Mato Grosso do Sul, três de Pernambuco, 13 do Rio de Janeiro, 33 de 

Santa Catarina e duas do Rio Grande do Sul. 

Aspectos éticos: A utilização dessas amostras de soro para o estudo da 

variablidade genética do HBV teve a aprovação no CONEP (nº de registro 9604, nº do parecer 

736/2004), no Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho 

da UFRJ (nº protocolo 139/10) e no Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz 

(nº do parecer 1.358.935) (arquivos em anexo). 
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IV.3 - Extração do DNA Viral  

 

O DNA do HBV foi extraído a partir de 200 µL de soro utilizando o High Pure Viral 

Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics, Alemanha). Esta técnica consiste na lise viral por meio de 

incubação da amostra com tampão de ligação juntamente com a enzima proteinase K. 

Posteriormente, os ácidos nucléicos se ligam especificamente à fibra de vidro na matriz da 

coluna na presença de sais caotrópicos. Após lavagem dos contaminantes, o DNA é  eluído 

em solução com baixa concentração de sal. 

 

 IV.4 - Amplificação do Genoma Completo 

 

O DNA extraído foi amplificado por PCR (reação da polimerase em cadeia) 

utilizando os oligonucleotídeos P1 e P2 (Tabela 4.1) (Gunther et al., 1995), para obtenção do 

genoma completo do HBV/D (3182 nt). Quatro microlitros de DNA foram adicionados à 

mistura de reação contendo 200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 

µM de dNTPs, 10 pmol de cada oligonucleotídeo e 1 U de Platinum Taq DNA polimerase 

(Invitrogen, San Diego, CA), em um volume final de 50 µL. A mistura foi submetida as 

seguintes condições: uma desnaturação inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 10 ciclos 

(94ºC - 40 seg, 55ºC - 1 min, 72ºC - 3 min), 10 ciclos (94ºC - 40 seg, 60ºC - 1 min, 72ºC - 5 

min), 10 ciclos (94ºC - 40 seg, 62ºC - 1 min, 72ºC - 7 min) e 10 ciclos (94ºC - 40 seg, 62ºC - 1 

min, 72ºC - 9 min), seguidos de uma extensão final de 72ºC por 10 minutos. 

 

Tabela 4.1: Oligonucleotídeos utilizados na amplificação do genoma completo do HBV/D 

Oligonucleotídeos 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, ácido acético glacial 19,9 mM) e 5 µL de brometo 

Oligonucleotídeos Sequência Direção Posição 

P1 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA Senso 1821 - 1841 nt 

P2 CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTGCATGGTGCTGG Antisenso 1823 - 1806 nt 
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de etídio (10 mg/mL). As corridas foram realizadas em uma cuba com o tampão 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 - Purificação 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 remoção do excesso de nucleotídeos e 

oligonucleotídeos. A purificação 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 

presença de bandas inespecíficas) após corrida eletroforética. O DNA se liga a membrana de 

sílica na presença de sais caotrópicos e o DNA é eluído em água livre de nucleases. 

 

IV.7 – Sequenciamento e Análise do Genoma Completo do HBV/D  

 

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a reação de sequenciamento 

utilizando o kit comercial Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 

Foster City, CA). Em uma placa de 96 poços, foram aplicados 2,5 µL do produto de PCR 

purificado, 1 µL do oligonucleotídeo a 3,2 pmol e 4 µL de água Mili-Q para completar um 

volume final de 7,5 µL por poço ou tubo. Em seguida, foram adicionados 2,5 µL da mistura de 

reação (1 µL do BigDye + 1,5 µL do tampão de diluição 5X). Para sequenciar todo o genoma 

do HBV, foram utilizados 16 oligonucleotídeos que flanqueiam em diferentes regiões o 

genoma viral (Tabela 4.2). A reação foi submetida a 40 ciclos de 94°C por 10s, 50°C por 5s e 

60ºC por 4 min. Após a reação de sequenciamento, foi realizada uma precipitação com 

isopropanol 75% das amostras, para a retirada de nucleotídeos livres que poderiam interferir 

na leitura da sequência de DNA. 

 Em seguida, a placa (protegida da luz) foi incubada a temperatura ambiente por 

15 min e então centrifugada a 4000 rpm por 45 min. Após a centrifugação, a placa foi vertida 

para que o isopropanol fosse totalmente removido. Foram adicionados 50 µL de etanol 75% 

em cada poço, 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 automática das sequências foi 

realizada no sequenciador automático 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: Oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento do genoma completo do HBV/D 

 

 

 

IV.8 – Análise e Edição das Sequências Obtidas 

 

Após o sequenciamento automático, as sequências geradas foram editadas e 

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

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

Para verificar a possível presença de recombinação, as sequências dos genomas completos 

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

 

IV.9 – Distância Genética e Análise Filogenética dos Genomas Completos Brasileiros 

 

Para calcular a distância genética dos genomas completos brasileiros em relação 

aos genomas completos de outros países, foram criados arquivos com os genomas completos 

brasileiros gerados neste estudo, além de todas as sequências de genoma completo dos 

Oligonucleotídeos Sequência  Direção Posição 

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 

P01 GGACTCATAAGGTGGGGAA            Senso 2470 – 2488 nt 

S4 TGCTGCTATGCCTCATCTTCT Senso 416 – 436 nt 
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subgenótipos D1 a D4 disponíveis no GenBank e com local de origem informado. A distância 

genética intersubgenotípica das sequências brasileiras em relação às dos outros países foi 

então 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 

sequências de referência dos subgenótipos de D, além dos outros genótipos do HBV, 

utilizando a ferramenta de alinhamento ClustalW inclusa no programa MEGA 6.0 (Tamura et 

al., 2013). O modelo de substituição nucleotídica (GTR+I+G) foi selecionado pelo programa 

JmodelTest v. 2.1.4 (Posada, 2008) de acordo com Akaike Information Criterion (AIC; Akaike, 

1974). A análise filogenética foi realizada utilizando o método de Máxima Verossimilhança 

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 – Inferência Bayesiana de Eventos Migratórios 

 

Para a análise filogeográfica, foram obtidas do GenBank sequências de genoma 

completo do HBV pertencentes aos principais subgenótipos de D circulantes nas Américas e 

que possuíam informação 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 

país”, 4) complete genome. Foram criados quatro datasets, um para cada subgenótipo de D 

circulante nas Américas (D1, D2, D3 e D4), onde foram adicionados os genomas completos 

brasileiros recuperados neste trabalho e duas sequências do genótipo E como grupo externo. 

Localidades super-representadas foram submetidas ao servidor online CD-HIT, que identifica 

sequências similares e as agrupa. Sequências com similaridade maior que 97,2% para o 

subgenótipo D1, e maior que 99% para o subgenótipos 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-representação dessas localidades, o que 

poderia causar um viés na estimativa da localização do ancestral. No caso do subgenótipo 

D1, além do limiar de similaridade, também foi imposto um limiar para o número total de 

sequências, que não poderia ultrapassar vinte sequências por localidade. O total de 

sequências por localidade no dataset final está representado na Tabela 4.4. As sequências 

foram alinhadas utilizando o programa ClustalW inserido no MEGA v. 6.0 (Tamura et al., 

2013).  
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A taxa de evolução do genoma completo, assim como as possíveis rotas de 

dispersão do HBV/D, foram simultaneamente estimadas usando o programa BEAST v.1.8 

(Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) (Drummond et al., 2012). Para estas 

reconstruções, foi utilizado o método bayesiano de Markov Chain Monte Carlo (MCMC) 

implementado no BEAST. O modelo de substituição nucleotídica 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 

coalescência flexível, o Bayesian Skyline Plot (BSP) (Drummond et al., 2002, Drummond et 

al., 2005), e um modelo de dispersão geográfica discreto e reversível (Lemey et al., 2009). 

Para identificar localidades com uma significativa relação epidemiológica, usamos o método 

de Bayesian Stochastic Search Variable Selection (BSSVS), que identifica a descrição mais 

parcimoniosa do processo de difusão filogeográfica e constrói um teste de fator de Bayes (BF) 

entre as localidades. São consideradas significativas as transições que apresentem BF>3, 

fortemente apoiadas as que possuem BF>10 e conclusivas as transições com BF>100 (Kass 

e Raftery, 1995). O BF das rotas migratórias foi calculado utilizando o programa SPREAD 

v.1.0.6 (Bielejec et al., 2011). 

A taxa de evolução foi calculada baseando-se na heterogeneidade da data de 

coleta das sequências, utilizando um modelo de relógio molecular relaxado (Uncorrelated 

Lognormal relaxed clock) e utilizando intervalo de 10-4 a 10-6, referente as taxas de evolução 

calculadas anteriormente para o HBV (Paraskevis et al., 2012; Zehender et al., 2012a). Este 

modelo permite variações na taxa de evolução ao longo da filogenia sem assumir uma 

autocorrelação de taxas entre ramos ancestrais e descendentes (Drummond et al., 2006).  

As análises de MCMC correram entre 70 e 820 milhões de gerações, amostrando 

a cada 7 a 82 mil gerações. A convergência das cadeias foi avaliada pelo cálculo do Effective 

Sample Size (ESS) após um burnin de 10% usando o programa Tracer v.1.6. Foram aceitos 

apenas ESS’s ≥ 200. A árvore de máxima credibilidade (Maximum Clade Credibility, MCC), 

árvore com maior produto de probabilidades posterior, foi selecionada usando o programa 

TreeAnnotator (incluído no pacote do BEAST) após um burnin de 10%. As árvores finais 

foram visualizadas e manipuladas no programa FigTree v.1.4.2. Os eventos migratórios 

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

Sequências D1 

Localidade n antes CD-HIT n após CD-HIT Limiar de similaridade 

Índia 60 7 99% 

Irã 79 16 97,2% 

Líbano 35 14 97,5% 

Nova Zelândia 32 8 99% 

Síria 30 18 98,8% 

Turquia 42 20 97,5% 

Sequências D2 

Localidade n antes CD-HIT n após CD-HIT Limiar de similaridade 

EUA 80 4 99% 

Índia 23 10 99% 

Japão 23 16 99% 

Sequências D3 

Localidade n antes CD-HIT n após CD-HIT Limiar de similaridade 

Argentina 22 20 99% 

Brasil 32 17 99% 

Índia 39 11 99% 

Itália 34 19 99% 
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Tabela 4.4: Quantidade de sequências por localidade para cada subgenótipo de D 

 

 

 

D1  D2  D3  D4 

Localidade n  Localidade n  Localidade n  Localidade n 

Argentina 9  Argentina 6  Argentina 20  Austrália 3 

Brasil 1  Bélgica 4  Bélgica 7  Brasil 15 

Leste Europeu 

(Polônia e Sérvia) 
3  Brasil 10  Brasil 17  Canadá 3 

Ásia Central 

(Cazaquistão, 

Tajiquistão e 

Uzbequistão) 

5  

Leste Europeu 

(Estônia, Polônia 

e Sérvia) 

18  Canadá 3  Cuba 5 

China 14  

Ásia Central (Irã, 

Líbano, Síria e 

Turquia.) 

3  
Caribe (Cuba, Haiti e 

Martinica) 
4  Índia 12 

Irã 16  Espanha 6  
CHN-MNG (China e 

Mongólia) 
8  

Polinésia (Fiji, Kiribati, 

Papua, Nova Zelândia, 

Samoa e Tonga) 

18 

Líbano 14  Índia 10  Indonésia 5  Haiti 3 

Mongólia 7  Japão 16  
Oriente Médio (Irã, Síria e 

Turquia) 
7  Martinica 5 

Nova Zelândia 8  

Oriente Médio 

(Irã, Líbano, Síria 

e Turquia.) 

14  
Subcontinente Indiano 

(Índia e Paquistão) 
12    

Subcontinente 

Indiano (Índia e 

Paquistão) 

8  Nova Caledônia 5  
Europa do Sul (Espanha e 

Itália) 
21    

Europa do Sul 

(Espanha e Itália) 
8  Rússia 14  Suécia 6    

Síria 18  Taiwan 4  EUA 8    

Tunísia 13  EUA 4       

Turquia 20          

Europa Ocidental 

(Bélgica e França) 
13          
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V – RESULTADOS 

 

V.1 - Subgenótipos de D Circulantes no Continente Americano 

 

A busca por sequências do genótipo D, provenientes dos países do continente 

americano e disponíveis no GenBank, gerou um total de 609 sequências (genomas 

completos; genes pré-S/S, S e precore/core). As sequências do genótipo D recuperadas 

foram originárias da Argentina, Brasil, Canadá, Chile, Colômbia, Cuba, Estados Unidos 

(EUA), Groelândia, Haiti, Martinica e Venezuela. Na Tabela 5.1, encontra-se o número de 

sequências obtidas por país. 

 

Tabela 5.1: Países e quantidade de sequências do GenBank adicionadas ao banco de dados 

País Número de sequências 

Argentina 134 

Brasil 215 

Canadá 17 

Chile 4 

Colômbia 1 

Cuba 94 

EUA 89 

Groelândia 10 

   Haiti 38 

Martinica 5 

Venezuela 2 

Total 609 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

As sequências obtidas do GenBank permitiram observar a distribuição dos 

subgenótipos de D circulantes no continente americano, onde foram encontrados os 

subgenótipos 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 circulação dos subgenótipos D1, 

D2 e D3, sendo o D1 o subgenótipo verificado em maior porcentagem (111/134, 83%). No 

Brasil, foram recuperadas sequências pertencentes aos subgenótipos D1, D2, D3 e D4, 

constatando-se o D3 como subgenótipo mais prevalente, apresentando 56% (120/215) das 

sequências como pertencentes a este subgenótipo. Assim como no Brasil, no Canadá, 

notou-se a circulação dos subgenótipos D1 (3/17, 18%), D2 (3/17, 18%), D3 (5/17, 29%) e 

D4 (6/17, 35%). Foram recuperadas do GenBank quatro sequências do Chile, uma 

pertencente ao subgenótipo D3 e três ao subgenótipo D2. Foi possível obter apenas uma 

sequência da Colômbia correspondente ao subgenótipo D3, e duas da Venezuela ao 

subgenótipo D4. As sequências do genótipo D cubanas pertenceram aos subgenótipos D1, 

D2, D3, D4 e D7, sendo o D4 o mais prevalente, com 76% (71/94) das sequências do 

genótipo D analisadas. Nos EUA, encontraram-se os subgenótipos D2 em 90% (80/89) e D3 

(9/89) em 10% das sequências. No Haiti e Martinica, foram observados os subgenótipos D3 

e D4. Em ambos os países a maioria das sequências pertencia ao subgenótipo D4 (Haiti = 

32/38, 84%; Martinica = 4/5, 80%). As sequências do genótipo D da Groelândia não tiveram 

seu subgenótipo determinado. No estudo onde foram publicadas, formaram um clado 

separado dos diferentes subgenótipos de D, apresentando maior similaridade com 

sequências HBV/D1 e HBV/D2 (97,7% e 97,4%, respectivamente) (Kowalec et al., 2013). A 

distribuição do genótipo D nas Américas pode ser observada na Figura 5.1. 
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Figura 5.1: Distribuição dos subgenótipos de D nas Américas. 

 

No Brasil, o genótipo D foi encontrado em todas as regiões geográficas. O Sul do 

País foi a região que deteve o maior número de sequências desse genótipo (57%, 122/215), 

seguida pela região Nordeste (23%, 49/215), Norte (9%, 20/215), Sudeste (9%, 19/215) e 

Centro-Oeste (2%, 5/215). Os subgenótipos verificados no Brasil foram: o D1, 

correspondendo a 2% (5/215) das sequências obtidas; D2, 17% (37/215); D3, que foi o 

subgenótipo mais prevalente, 56% (120/215); e D4, 25% (53/215).  
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Na Região Norte, 50% (10/20) das sequências pertenceram ao subgenótipo D3, 

35% (7/20) ao D4 e 15% (3/20) ao D2. No Nordeste, o HBV/D4 apresentou uma alta 

prevalência, correspondendo à 92% (45/49) das sequências obtidas, mas também foram 

observados os subgenótipos D2 (2%, 1/49) e D3 (6%, 3/49). No Centro-Oeste, 80% (4/5) 

das sequências foram classificadas como HBV/D2 e 20% (1/5) como HBV/D3. Na Região 

Sudeste, foram encontrados os subgenótipos D2 (26%, 5/19) e D3 (74%, 14/19). A Região 

Sul foi a única a apresentar os quatro subgenótipos de D circulantes no Brasil (D1= 4%, 

5/122; D2= 20%, 24/122; D3= 75%, 92/122; D4= 1%, 1/122), e a única região onde se 

observou o subgenótipo D1. A distribuição dos subgenótipos de D nas diferentes regiões 

geográficas brasileiras pode ser observada na Figura 5.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.2: Distribuição dos subgenótipos de D nas diferentes regiões geográficas do Brasil. 
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V.2 – Sequenciamento de Genomas Completos Brasileiros e Filogenia 

 

Após a identificação dos subgenótipos de D que circulam no Brasil, 122 amostras 

foram submetidas a reação de PCR para a amplificação do genoma completo. Destas, 45 

(três 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 exceção de uma sequência (BR 32) que apresentou genoma completo de 3062 nt 

por possuir uma deleção de 120 nt na região pré-S1. Os genomas completos foram 

subgenotipados por análise filogenética pelo método de máxima verossimilhança (Figura 

5.3). Das 45 sequências, uma foi classificada como D1 (proveniente da Região Sul), 11 

como D2 (uma do Sudeste, três do Centro-Oeste e sete do Sul), 32 como D3 (13 do Centro-

Oeste, nove do Sul, cinco do Norte, três do Nordeste e duas do Sudeste) e uma como D4 

(Sudeste). 

Os genomas completos HBV/D3 da Região Norte deste trabalho foram os 

primeiros genomas completos do HBV da Região amazônica e os primeiros genomas 

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

Árvore filogenética construída pelo método de máxima verossimilhança utilizando 45 

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

sequências referência dos subgenótipos de D e dos outros genótipos do HBV. Os números 

nos ramos indicam o suporte estatístico aLRT. As sequências brasileiras obtidas neste 

estudo estão indicadas por esferas pretas. 

 

A distância genética intersubgenotípica entre os genomas completos brasileiros e 

os de outros países dos subgenótipos D1-D4 foi calculada pelo método de Maximum 

Composite Likelihood. A sequência D1 brasileira apresentou menor distância genética em 

relação às sequências argentinas (0,014). As sequências D2 brasileiras ficaram mais 

próximas a uma sequência do Cazaquistão (0,013). As sequências do Haiti e da Índia foram 
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as que apresentaram menor distância genética em relação às sequências do Brasil para os 

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

 

Tabela 5.2: Distância genética intersubgenotípica entre os genomas completos HBV/D 

Brasileiros e outros países 

Subgenótipo D1 Subgenótipo D2 Subgenótipo D3 Subgenótipo D4 

País (n) 
 

País (n) 
 

País (n) 
 

País (n) 
 

Brasil (1) 
 

Brasil (11) 
 

Brasil (32) 
 

Brasil (16)  

Argentina (9) 0,014 Cazaquistão (1) 0,013 Haiti (2) 0,013 Índia (12) 0,017 

Uzbesquistão (1) 0,015 Estônia (11) 0,014 Martinica (2) 0,015 Haiti (3) 0,025 

Cazaquistão (1) 0,017 Rússia (14) 0,014 Cuba (1) 0,016 Papua (2) 0,027 

Paquistão (2) 0,018 Tajaquistão (2) 0,018 Alemanha (1) 0,017 Samoa (2) 0,028 

Síria (39) 0,018 Nova Caledônia (5) 0,019 França (2) 0,017 Tonga (1) 0,028 

Índia (59) 0,019 Índia (23) 0,023 Índia (44) 0,017 Kiribati (8) 0,029 

Nova Zelândia (40) 0,019 Japão (23) 0,023 Mauritus (1) 0,018 África do Sul (1) 0,03 

Bélgica (14) 0,02 Bélgica (4) 0,025 Síria (1) 0,018 Cuba (5) 0,032 

China (6) 0,02 Polônia (5) 0,025 Suécia (6) 0,018 Nova Zelândia (1) 0,032 

Sudão (1) 0,02 Sérvia (2) 0,025 África do Sul (6) 0,019 Espanha (1) 0,033 

Polônia (2) 0,021 Espanha (6) 0,028 Sérvia (3) 0,019 Fiji (4) 0,033 

Mongólia (11) 0,022 Síria (2) 0,029 Japão (1) 0,02 Austrália (3) 0,034 

Indonésia (1) 0,023 Argentina (7) 0,03 Paquistão (1) 0,021 Martinica (5) 0,034 

Irã (147) 0,023 Irã (5) 0,03 Rússia (2) 0,021 Canadá (3) 0,039 

Líbano (35) 0,023 Líbano (7) 0,031 Bélgica (7) 0,023   

Sérvia (1) 0,023 Turquia (2) 0,031 Canadá (3) 0,023   

Tunísia (14) 0,023 Malásia (2) 0,032 Indonésia (5) 0,023   

Turquia (46) 0,024 Taiwan (4) 0,033 Irã (5) 0,023   

França (1) 0,025 Cuba (1) 0,037 China (1) 0,024   

Espanha (1) 0,026 
  

Estônia (2) 0,024   

Itália (7) 0,028 
  

Turquia (2) 0,024 
  

Tajiquistão (3) 0,032 
  

Argentina (20) 0,025 
  

    
Espanha (2) 0,025 

  

    
Itália (34) 0,027 

  

    
EUA (6) 0,028 

  

    
Mongólia (2) 0,03 

  

    
Colômbia (1) 0,044 
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V.3 – Mutações Relacionadas ao Desenvolvimento do Hepatocarcinoma 

 

Os genomas completos do continente americano dos subgenótipos D1-D4, 

obtidos do GenBank, juntamente com as sequências geradas neste estudo, foram 

submetidos a uma busca pelas mutações relacionadas ao desenvolvimento do 

hepatocarcinoma nas posições C1653T (na região enhancerII); T1753A/C/G, A1762T, 

G1764A (promotor basal do core); e G1896A e G1899A (região do pré-core). A Figura 5.4A 

representa o gráfico das mutações encontradas nos subgenótipos de D circulantes nas 

Américas. Pode-se observar que nenhuma das mutações analisadas foi encontrada nas 

sequências do subgenótipo D1, enquanto o HBV/D2 apresentou todas as mutações sendo a 

G1899A encontrada numa maior porcentagem (27%). Assim como o HBV/D2, o HBV/D3 e o 

HBV/D4 apresentaram todas as mutações buscadas; no entanto, a mais encontrada foi a 

G1896A (HBV/D3 = 49%; HBV/D4 = 59%).   

Para que fosse feita uma comparação entre o panorama geral da frequência 

dessas mutações no mundo e o encontrado apenas nas Américas essas mutações também 

foram analisadas nos genomas completos de outros países (excluindo países do continente 

americano) obtidos do GenBank (Figura 5.4B). Pode-se observar, nos demais continentes, 

uma maior frequência das mutações A1762T (36%), G1764A (38%), G1896A (55%), T1753 

A/C/G (28%) no subgenótipo D1 do que nos outros subgenótipos. Nos quatro subgenótipos, 

a mutação mais frequente foi a G1896A (HBV/D1 = 55%; HBV/D2 = 36%; HBV/D3 = 44%; 

HBV/D4 = 34%), diferindo do perfil encontrado nas sequências americanas, onde não foi 

encontrada nenhuma mutação no subgenótipo D1 e a mutação mais prevalente no HBV/D2 

foi a G1899A. No panorama mundial, as sequências D4 apresentaram apenas três (G1764A 

= 6%; G1896A = 34%; G1899A = 14%) das seis mutações pesquisadas, divergindo do perfil 

encontrado nas sequências D4 americanas. 
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Figura 5.4: Gráfico de distribuição das mutações associadas ao desenvolvimento do 

hepatocarcinoma nas regiões do promotor basal do core e do pré-core nos genomas 

completos dos subgenótipo D1-D4 do continente americano (A) e no restante do mundo (B). 

O gráfico mostra a porcentagem de mutantes encontrados em cada subgenótipo. Número de 

sequências das Américas: D1 = 10; D2 = 98; D3 = 69 e D4 = 32. Número de sequências do 

mundo: D1 = 345; D2 = 118; D3 = 114 e D4 = 35.  

 

V.4 - Subtipos do HBV do Genótipo D circulante nas Américas e Detecção do Primeiro 

Isolado de D do Subtipo adrq+ no mundo  

 

As sequências brasileiras de genoma completo do genótipo D geradas neste 

estudo e as demais sequências das Américas obtidas do GenBank foram classificadas em 

subtipos. Todas as sequências HBV/D1 apresentaram o subtipo ayw2. Nas sequências 

HBV/D2, foram detectados os subtipos ayw3 e ayw4. Surpreendentemente, um isolado 

brasileiro HBV/D2, sequenciado neste estudo, apresentou o subtipo adrq+, o qual até o 

momento só havia sido descrito no genótipo C. Esta sequência mostrou também uma 

deleção de 120 nt na região pré-S1 e um stop códon na posição 339 da proteína de 

superfície. Além dessas mutações na região pré-S/S, esta sequência também contém 

mutações relacionadas ao desenvolvimento de hepatocarcinoma, T1753A, a dupla mutação 

no promotor basal do core A1762T/G1764A e o stop códon na região pré-core G1896A. Esta 

amostra é oriunda de um paciente do sexo feminino, com 38 anos, assintomática, com 

sorologia positiva para o HBsAg e anti-HBc e negativa para o HBeAg, e com carga viral de 

3659 UI/mL (3,56 log10 UI/mL).  

 



55 

As sequências do subgenótipo D3 apresentaram os subtipos ayw2 e ayw3, e as 

sequências D4 os subtipos ayw1 e ayw2 (Tabela 5.3). Os subtipos encontrados nos outros 

países americanos estão representados na Tabela 5.4. 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Subgenótipo (n) Região Geográfica (n) Subtipo (%) 

D1 (1) Sul (1) ayw2 (100%) 

   

D2 (11) 
Centro-Oeste (3) ayw3 (100%) 

Sudeste (1) ayw3 (100%) 

Sul (7) adrq+ (14%); ayw3 (72%); ayw4 (14%) 

   

D3 (32) 
Centro-Oeste (13) ayw2 (85%); ayw3 (15%) 

Nordeste (3) ayw3 (100%) 

Norte (5) ayw2 (60%); ayw3 (40%) 

Sudeste (2) ayw2 (50%); ayw3 (50%) 

Sul (9) ayw2 (100%) 

   

D4 (16) 
Nordeste (15) ayw1 (13%); ayw2 (87%) 

Sudeste (1) ayw2 (100%) 
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Tabela 5.4: Subtipos encontrados nos subgenótipos de D circulantes nos países americanos 

(excluindo o Brasil) 

 

Subgenótipo (n) País (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%) 

Canadá (3) ayw2 (100%) 

Cuba (1) ayw3 (100%) 

EUA (9) ayw3 (100%) 

Haiti (2) ayw4 (100%) 

Martinica (1) ayw2 (100%) 

   
D4 (16) 

Canadá (3) ayw1 (67%); ayw2 (33%) 

Cuba (5) ayw2 (100%) 

Haiti (3) ayw1 (33%); ayw2 (67%) 

Martinica (5) ayw2 (80%); ayw4 (10%) 

*ni – não identificado 
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V.5 – Análise Filogeográfica do Genótipo D nas Américas 

 

Para investigar os movimentos migratórios que trouxeram os subgenótipos de D 

para as Américas, sequências obtidas do continente e de outras regiões do mundo foram 

analisadas no programa BEAST 1.8.2.  

 

V.5.1 – Subgenótipo D1 

 

A Figura 5.5 mostra a árvore de máxima credibilidade do subgenótipo D1. A taxa 

evolutiva do subgenótipo D1 calculada usando o modelo de relógio molecular relaxado foi de 

8,9 X 10-5 (95%HPD 5,7 X 10-5 – 1,0 X 10-6). O tMRCA do subgenótipo 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 subgenótipo (0,97).  

O tMRCA da sequência brasileira foi estimado por volta do ano 1813 (95%HPD 

1675 – 1862). O local com maior probabilidade de ser a raiz da sequência brasileira foi a 

Síria, com probabilidade de 0,86. 

As sequências argentinas formaram um clado monofilético, tendo seu ancestral 

comum remontando ao ano 1991 (95%HPD 1958 – 2006). A Turquia foi a localização com 

maior probabilidade de ser a raiz das sequências argentinas (0,76), com uma probabilidade 

significativamente mais alta que a da segunda localização mais provável de ser a raiz, a Ásia 

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

 

Tabela 5.5: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenótipo D1 

Subgenótipo Nó tMRCA 95%HPD tMRCA Localização Probabilidade 

D1 

Raíz 1679  1500 – 1762 Turquia 0,97 

Brasil 1813  1675 – 1862 Síria 0,86 

Argentina 1991 1958 – 2006 Turquia 0,76 

tMRCA – Tempo do ancestral comum mais recente 
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Figura 5.5: Árvore bayesiana de máxima credibilidade com genomas completos de  

HBV/D1. Árvore construída com 131 genomas completos do subgenótipo D1 mais duas 

sequências do genótipo E provenientes da Guiné para estruturar a raíz da árvore. Os 

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

tempo em anos. Os ramos estão coloridos de acordo com a localização mais provável dos 

nós descendentes (legenda no canto superior esquerdo). A escala na parte inferior da árvore 

representa os anos antes da data de coleta da amostra mais recente (2012).  
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 A ánalise de BSSVS aponta a existência de relações epidemiológicas significativas nas 

rotas migratórias do HBV/D1 com BF≥3  (Tabela 5.6; Figura 5.6). Após o cálculo do BF, 

pode-se visualizar a Turquia como origem da dispersão do subgenótipo D1, e a forte relação 

epidemiológica entre Argentina e Turquia, e do Brasil com a Síria. 

 

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

Rotas de migração Fator de Bayes (BF) 

Turquia – Argentina  3,129 

Turquia – Mongólia  4,740 

Turquia – Nova Zelândia 14,695 

Síria – Brasil  18,196 

Turquia – Sul da Europa 18,737 

Turquia – China  35,835 

Síria – Líbano  37,660 

China – Mongólia  54,414 

Turquia – Líbano  234,848 

Turquia – Tunísia 324,290  

Turquia – Ásia Central 1333,650 

Turquia – Síria  4461,009 

Turquia – Irã  5354,541 

Turquia – Subcontinente Indiano 5354,541 

Turquia – Oeste Europeu 26799,291 

BF≥3 indica relação epidemiológica significativa entre as localidades.  

As rotas envolvendo países do continente americano estão destacadas em vermelho. 
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Figura 5.6: Rotas significativas da dispersão do HBV/D1. Apenas as rotas com BF≥ 3 estão 

representadas. A força do suporte está representada pelas cores das linhas: do amarelo 

(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruído utilizando 

o SPREAD. ARG = Argentina; BRA = Brasil; SYR = Síria; TUR = Turquia. 

 

 

V.5.2 – Subgenótipo D2 

 

A árvore de máxima credibilidade do D2 está representada na Figura 5.7. A taxa 

evolutiva do subgenótipo D2 calculada usando o modelo de relógio molecular relaxado foi de 

7,4 X 10-5 (95%HPD 1,9 X 10-5 – 1,0 X 10-6), apresentando um tMRCA datado ao ano de 

1562 (95%HPD 478 – 1776). A Bélgica apresentou maior probabilidade de ser a raiz do 

subgenótipo D2 (0,24), seguido pela Argentina com (0,20) e Leste Europeu (0,14). 

As sequências argentinas não formaram um grupo monofilético, a maioria 

agrupando com sequências brasileiras, e duas ficando na base da árvore tendo uma origem 

na Bélgica; no entanto, com baixa probabilidade (0,24 e 0,26). O clado formado pelas 

sequências do Brasil e da Argentina ficou relacionado às sequências do Leste Europeu e da 

Rússia. Já as sequências dos EUA ficaram agrupadas com sequências provenientes da 

Índia. 
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O tMRCA do clado das sequências brasileiras com as sequências argentinas foi 

estimado ao ano de 1857 (95% HPD 1477 – 1923). Os resultados sugerem que este 

subgenótipo foi inserido no Brasil no período entre 1845 (95%HPD 1390 – 1917) e 1857 

(95% HPD 1409 – 1913). O Leste Europeu foi a localização que apresentou maior 

probabilidade de ser a raiz das sequências brasileiras (0,47), seguido pela Rússia (0,33), 

juntas somando uma probabilidade de 0,80. A árvore sugere que houve inserções 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 introduções deste subgenótipo. A 

principal introdução do subgenótipo D2 nos EUA parece ter ocorrido entre 1853 (95% HPD 

1470 – 1930) e 1905 (95% HPD 1642 – 1979), com origem mais provável a partir da Índia 

com um alto suporte (0,99). Os tMRCAs dos principais clados americanos estão 

representados na Tabela 5.7. 

 

Tabela 5.7: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenótipo D2 

Subgenótipo Nó tMRCA 95% HPD tMRCA Localização Probabilidade 

D2 

Raíz 1562   478 – 1776 Bélgica 0,24 

Brasil+Argentina 1857 1477 - 1923 
Leste 

Europeu+Rússia 
0,80 

EUA 1905 1642 - 1979 Índia 0,99 

tMRCA – Tempo do ancestral comum mais recente 



62 

 

 

Figura 5.7: Árvore bayesiana de máxima credibilidade com genomas completos de  

HBV/D2. Árvore construída com 113 genomas completos do subgenótipo D2 mais duas 

sequências do genótipo E provenientes da Guiné para estruturar a raíz da árvore. Os 

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

tempo em anos. Os ramos estão coloridos de acordo com a localização mais provável dos 

nós descendentes (legenda no canto superior esquerdo). A escala na parte inferior da árvore 

representa os anos antes da data de coleta da última amostra (2013). 
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A ánalise de BSSVS aponta a existência de relações epidemiológicas 

significativas nas rotas migratórias do HBV/D2 com BF≥3 (Tabela 5.8; Figura 5.8). Após o 

cálculo do BF o Brasil apresentou relação epidemiológica significativa com a Rússia e o 

Leste Europeu. A relação epidemiológica entre Brasil e Argentina apresentou um alto 

suporte (BF≥100), assim como a rota Índia – EUA. 

 

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

Rotas de migração Fator de Bayes (BF) 

Nova Caledônia – Taiwan  3,651 

Bélgica – Índia  3,773 

Leste Europeu - Ásia Central  4,087 

Rússia – Brasil   4,108 

Bélgica – Espanha  4,164 

Leste Europeu – Oriente Médio 5,304 

Leste Europeu – Brasil  5,646 

Espanha – Nova Caledônia  7,886 

Rússia – Ásia Central 8,608 

Bélgica – Oriente Médio 12,703 

Bélgica – Leste Europeu 18,701 

Índia – Japão  2817,453 

Brasil – Argentina  4554,744 

Índia – EUA  8463,650 

Leste Europeu – Rússia  59279,429 

BF≥3 indica relação epidemiológica significativa entre as localidades.  

As rotas envolvendo países do continente americano estão destacadas em vermelho. 
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Figura 5.8: Rotas significativas da dispersão do HBV/D2. Apenas as rotas com BF≥ 3 estão 

representadas. A força do suporte está representada pelas cores das linhas: do amarelo 

(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruído utilizando 

o SPREAD. ARG = Argentina; BRA = Brasil; EUA = Estados Unidos; IND = Índia; LE = Leste 

Europeu; RUS = Rússia. 

 

 

V.5.3 – Subgenótipo D3 

 

Na Figura 5.9, está representada a árvore de máxima credibilidade do 

subgenótipo D3. A taxa evolutiva calculada usando um relógio molecular relaxado foi de 6,1 

X 10-5 (95%HPD 1,1 X 10-5 – 1,0 X 10-6). O tMRCA do subgenótipo 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 subgenótipo com probabilidade de 0,48, seguido do Subcontinente Indiano com 

probabilidade de 0,24.  

A maioria das sequências argentinas formou um grupo junto com algumas 

sequências brasileiras e belgas (C1). Parece ter havido duas introduções principais do 

HBV/D3 na Argentina, sendo a primeira inserção 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 sequências argentinas, as sequências brasileiras não 

formaram um grupo monofilético, mas a maioria de suas sequências ficou agrupada em um 
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grande clado junto com sequências do Haiti, Martinica, Argentina, Bélgica, Canadá e Sul da 

Europa (C2), o qual apresentou tMRCA de 1661 (95% HPD 363 – 1817). 

As sequências do Caribe (Cuba, Haiti e Martinica) também não formaram um 

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

e as de Cuba com sequências da Ásia Central, Bélgica, Subcontinente Indiano e Sul da 

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

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

dos principais clados dos países americanos está listado na Tabela 5.9.  

 

Tabela 5.9: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenótipo D3 

Subgenótipo Nó tMRCA 95%HPD tMRCA Localização Probabilidade 

D3 

Raíz 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 

Cuba 1709 233 - 1861 Brasil 0,86 

Martinica 1733 401 - 1889 Brasil 0,99 

Canadá 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: Árvore bayesiana de máxima credibilidade com genomas completos de  

HBV/D3. Árvore construída com 79 genomas completos do subgenótipo D3 mais duas 

sequências do genótipo E provenientes da Guiné para estruturar a raíz da árvore. Os 

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

tempo em anos. Os ramos estão coloridos de acordo com a localização mais provável dos 

nós descendentes (legenda no canto superior esquerdo).  A escala na parte inferior da 

árvore representa os anos antes da data de coleta da última amostra (2013). HTI = Haiti, 

MTQ = Martinica, CUB = Cuba. 
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A ánalise de BSSVS aponta a existência de relações epidemiológicas 

significativas nas rotas migratórias do HBV/D3 com BF≥3 (Tabela 5.10; Figura 5.10). Após o 

cálculo do BF, o Brasil apresentou relação epidemiológica significativa com a Indonésia, 

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

 

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

Rotas de migração* Bayes Factor (BF) 

Brasil – Indonésia  3,111 

Brasil – EUA  7,283 

Brasil – Suécia  10,321 

Subcontinente Indiano - China e Mongólia  13,799 

Brasil – Canadá  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 relação epidemiológica significativa entre as localidades.  

As rotas envolvendo países do continente americano estão destacadas em vermelho. 
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Figura 5.10: Rotas significativas da dispersão do HBV/D3. Apenas as rotas com BF≥ 3 estão 

representadas. A força do suporte está representada pelas cores das linhas: do amarelo 

(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte). O mapa foi reconstruído utilizando 

o SPREAD. ARG = Argentina; BEL = Bélgica; BRA = Brasil; CAN = Canadá; CAR = Caribe; 

EUA = Estados Unidos; IDN = Indonésia; SE = Sul da Europa; SI = Subcontinente Indiano; 

SWE = Suécia. 

 

 

V.5.4 – Subgenótipo D4 

 

A árvore de máxima credibilidade do subgenótipo D4 está apresentada na Figura 

5.11. Ao observar a árvore, percebe-se dois grandes clados, um contendo as sequências da 

Polinésia, Austrália, Caribe (Cuba, Haiti e Martinica) e Canadá, e outro com as sequências 

do Brasil e Índia. As sequências do Canadá agruparam com as do Caribe, enquanto as 

sequências brasileiras e as indianas formaram clados monofiléticos. 

Usando um relógio molecular relaxado, a taxa evolutiva do subgenótipo D4 foi 

calculada em 7,0 X 10-5 com intervalo de confiança entre 1,3 X 10-5 e 1,0 X 10-6. 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 subgenótipo (0,29), seguido pelo Brasil com 

(0,21) e Austrália (0,11). O tMRCA das sequências 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 sequências canadenses.  

As sequências 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 próprio Brasil com 

probabilidade de 0,21 e Austrália (0,11).  

O ancestral comum mais recente do Canadá refere-se ao ano de 1884 (95% HPD 

1478 - 1960), e o local com maior probabilidade de ser a raiz das sequências 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 sequências circulantes em Cuba.  

As sequências haitianas são 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 sequências. O tMRCA 

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

 

Tabela 5.11: tMRCAs dos principais clados americanos do subgenótipo D4 

Subgenótipo Nó tMRCA 95%HPD tMRCA Localização Probabilidade 

D4 

Raíz 1573  323 a.c. – 1829 Martinica 0,29 

Martinica 1749 725 - 1891 Martinica - 

Brasil 1838 1124 - 1941 Martinica 0,29 

Canadá 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: Árvore bayesiana de máxima credibilidade com genomas completos de  

HBV/D4. Árvore construída com 63 genomas completos do subgenótipo D4 mais duas 

sequências do genótipo E provenientes da Guiné para estruturar a raíz da árvore. Os 

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

tempo. Os ramos estão coloridos de acordo com a localização mais provável dos nós 

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

coleta da última amostra (2013). 

 

 

A ánalise de BSSVS aponta a existência de relações epidemiológicas 

significativas nas rotas migratórias do HBV/D4 com BF≥3 (Tabela 5.12; Figura 5.12). Após o 

cálculo do BF, a Martinica apresentou relação epidemiológica significativa com o Haiti,  

Canadá e Cuba, enquanto o Brasil apresentou relação epidemiológica significativa com a 

Índia. 
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Tabela 5.12: BF das rotas de migração do HBV/D4 

Rotas de migração* Fator de Bayes (BF) 

Austrália – Polinésia  6,937 

Martinica – Haiti  11,275 

Martinica – Canadá  12,876 

Martinica – Cuba  14,451 

Brasil – Índia  26,680 

BF≥3 indica relação epidemiológica significativa entre as localidades.  

As rotas envolvendo países do continente americano estão destacadas em vermelho. 

 

 

 

Figura 5.12: Rotas significativas da dispersão do HBV/D4. Apenas as rotas com BF≥ 3 estão 

representadas. A força do suporte está representada pelas cores das linhas (do amarelo 

(suporte mais fraco) para o vermelho (suporte mais forte)). O mapa foi reconstruído 

utilizando o SPREAD. BRA = Brasil; CAN = Canadá; CUB = Cuba; HTI = Haiti; IND = Índia; 

MTQ = Martinica. 
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VI – DISCUSSÃO 

 

O genótipo D do HBV é encontrado disperso por todo o mundo, sendo o mais 

prevalente no nordeste da Europa, Bacia Mediterrânea, norte da África, Oriente Médio, e 

subcontinente Indiano (Muherkar et al., 2008; Zehender et al., 2008). Estudos sobre a 

filodinâmica deste genótipo já foram realizados na Europa e Bacia do Mediterrâneo, na 

Albânia, e na Turquia (Zehender et al., 2012a; Zehender et al., 2012b; Ciccozzi et al., 2014). 

O presente estudo é o primeiro a investigar a origem do genótipo D no continente 

americano. 

Para conhecer a distribuição dos subgenótipos de D nas Américas, foi realizado 

um levantamento das sequências do genótipo D provenientes do continente americano 

disponíveis no GenBank. Dessa forma, observou-se a presença deste genótipo na 

Argentina, Brasil, Canadá, Chile, Colômbia, Cuba, Estados Unidos, Groelândia, Haiti, 

Martinica e Venezuela. Constatou-se também que os subgenótipos que circulam nas 

Américas são os D1-D4 e D7. 

O subgenótipo D1 foi o principal encontrado na Argentina (83%), também foi 

observado no Canadá (18%), em Cuba (3%) e no Brasil (2%). Este subgenótipo é o mais 

frequente na Grécia, Turquia e norte da África e, principalmente, no Oriente Médio (Meldal et 

al., 2009; Kitab et al., 2011; Yousif e Kramvis, 2013).  

O subgenótipo D2, que circula principalmente no nordeste da Europa (Rússia, 

Belarus e Estônia) e Albânia (Tallo et al., 2009; Zehender et al., 2011), foi identificado em 

4% das sequências argentinas, 5% das cubanas, 17% das brasileiras e em 18% das 

sequências do Canadá. Este subgenótipo foi predominante no Chile (75%) e nos EUA 

(90%), embora apenas quatro sequências chilenas foram analisadas.   

O subgenótipo D3 foi observado em quase todos os países americanos que 

possuem o genótipo D, com exceção da Venezuela e Groelândia. Foi o subgenótipo 

prevalente no Brasil (56%), e o único encontrado na Colômbia, apesar de haver apenas uma 

sequência do genótipo D desse país, o que não permite determinar realmente se o HBV/D3 

é o subgenótipo mais frequente na Colômbia. Este subgenótipo é amplamente distribuído 

pelo mundo, sendo prevalente na Itália e na Sérvia (De Maddalena et al., 2007; Lazarevic et 

al., 2007).  

O HBV/D4 foi o subgenótipo mais frequentemente verificado no Haiti (84%), Cuba 

(76%) e Canadá (35%). No Brasil, este subgenótipo foi detectado em 25% das sequências. 

O HBV/D4 circula também na Venezuela (2/2) e Martinica (4/5); no entanto, o pequeno 
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número de sequências não permitiu determinar a prevalência do mesmo. O referido 

subgenótipo foi encontrado em população afrodescendente (Barros et al., 2014). O HBV/D4 

já foi descrito no Haiti, Marrocos, em Ruanda, Somália, Quênia e Gana (Norder et al., 2004; 

Candotti et al., 2006; Andernach et al., 2009; Hübschen et al., 2009; Baha et al., 2012; 

Kwange et al., 2013;), sendo o subgenótipo mais comum na Oceania (Norder et al., 2004).  

O HBV/D7 foi observado apenas em Cuba, descrito pela primeira vez em um país 

do continente americano por Loureiro e colaboradores, em 2014. Este subgenótipo circula 

principalmente, no Marrocos, na Tunísia e em Madagascar (Yousif e Kramvis, 2013). 

As sequências do genótipo D provenientes da Groelândia são oriundas de um 

grupo indígena circumpolar. Ao serem submetidas a uma análise filogenética para 

identificação dos subgenótipos, essas sequências formaram um clado separado dos demais 

subgenótipos de D. No entanto, o cálculo da distância genética revelou uma similaridade de 

97,7% com as sequências referência HBV/D1 e 97,4% com HBV/D2 (Kowalec et al., 2012).  

No Brasil, o genótipo D foi observado em todas as regiões geográficas brasileiras, 

sendo a maioria das sequências proveniente da Região Sul (57%). Este genótipo é o mais 

prevalente no Sul do País (Mello et al., 2007; Bertolini et al., 2012), justificando a maior 

porcentagem de sequências originárias desta região. Os subgenótipos de D detectados 

circulando no Brasil foram o D1, D2, D3 e D4. O subgenótipo mais frequente dentre as 

sequências brasileiras foi HBV/D3, correspondendo a 56% das sequências analisadas. Este 

subgenótipo foi o mais prevalente nas Regiões Sul, Sudeste e Norte (75%, 74% e 50%, 

respectivamente). Na Região Centro-Oeste o subgenótipo mais encontrado nas sequências 

obtidas do GenBank foi o D2 (4/5). Uma proporção 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 região Nordeste o HBV/D4 foi o subgenótipo predominante (92%).  

O hepatocarcinoma é um dos tumores mais comuns do mundo (Kao e Chen, 

2005). Mais da metade dos casos de hepatocarcinoma é atribuído à infecção crônica pelo 

HBV (Gomaa et al., 2008). Alguns estudos têm demonstrado maior incidência de mutações 

relacionadas ao hepatocarcinoma no subgenótipo D1 do que nos demais subgenótipos de D 

(Sunbul et al., 2013; Yousif e Kramvis, 2013). No entanto, ao buscar as mutações C1653T, 

T1753A/C/G, A1762T, G1764A, G1896A e G1899A nos genomas completos das sequências 

americanas deste estudo, encontrou-se, um resultado inesperado ao não observar a 

presença de tais mutações nas sequências do subgenótipo D1; diferentemente dos demais 

continentes, nos quais uma frequência alta destas mutações no HBV/D1 foram encontrados. 

Essa diferença pode sugerir que nas Américas circulam isolados do HBV/D1 menos 
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virulentos do que no resto do mundo. Outra explicação seria que, devido ao baixo número de 

sequências HBV/D1 americanas analisadas (n=10), a frequência destas mutações estaria 

sendo subestimada.  

Com exceção das mutações C1653T e G1899A, as sequências HBV/D2 

americanas apresentaram uma menor frequência das mutações analisadas quando 

comparadas às sequências HBV/D2 não americanas. Além disso, nas sequências HBV/D2 

americanas, a mutação G1899A foi mais frequente, enquanto, nas HBV/D2 do restante do 

mundo,foi a substituição G1896A.  

As sequências americanas e dos demais continentes HBV/D3 apresentaram perfil 

de mutações semelhante, sendo a mutação G1896A a mais frequente. 

Nas sequências HBV/D4 americanas, foram detectadas as seis mutações 

pesquisadas, enquanto, nas do restante do mundo, apenas três (G1764A, G1896A e 

G1899A) foram observadas. Em um estudo de 2013, Yousif e Kramvis não detectaram a 

dupla mutação A1762T/G1764A no subgenótipo D4. Nos resultados desta investigação, as 

mutações A1762T e G1764A foram observadas em 16% e 19%, respectivamente, das 

sequências americanas. Por um outro lado, nas sequências D4 dos demais países, não foi 

detectada a mutação A1762T, e a G1764A foi encontrada em 6% das sequências, não 

havendo a presença da dupla mutação. Estes resultados podem cepas HBV/D4 com maior 

frequência de mutações relacionadas ao hepatocarcinoma circulando nos países 

americanos do que no restante do mundo.  

A classificação do HBV em subtipos pode ser utilizada em estudos 

epidemiológicos (Kidd-Ljunggren et al., 2002). Os subtipos mostram diferentes distribuições 

geográficas e afetam as características antigênicas do HBV (Le Bouvier et al., 1972; Norder 

et al., 1992). Ao classificar os genomas completos do subgenótipo HBV/D1 do continente 

americano em subtipos, foi observado apenas o subtipo ayw2, já descrito como o principal 

subtipo encontrado neste subgenótipo (Yousif e Kramvis, 2013). No HBV/D2, o subtipo mais 

frequente foi o ayw3, mas também foi verificado ayw2, ayw4 e adrq+. Os dois últimos ainda 

não haviam sido encontrados no subgenótipo D2, sendo o ayw4 já observado nos 

subgenótipos D1 e D3 (Yousif e Kramvis, 2013). O subtipo adrq+ só foi descrito para o 

genótipo C (revisado por Zehender et al., 2014), sendo a primeira vez que é mostrado no 

genótipo D. Essa sequência também apresentou uma deleção de 120 nucleotídeos na 

região pré-S1 do genoma viral. Deleções na região pré-S/S são frequentemente constatadas 

em pacientes com hepatite B crônica de longa duração (Locarnini et al., 2003), e estão 

associadas a um maior risco de desenvolvimento do hepatocarcinoma (Chen et al., 2008; Liu 



75 

et al., 2009; Yeung et al., 2011). Também foram notadas neste isolado, as mutações 

relacionadas ao hepatocarcinoma T1753A, a dupla mutação no promotor basal do core 

A1762T/G1764A e o stop códon na região pré-core G1896A. Apesar da presença de 

mutações relacionadas ao câncer de fígado, o paciente era assintomático. A sorologia 

negativa para o HBeAg é provavelmente devida a presença da mutação G1896A que inibe a 

produção deste antígeno (Carman et al., 1989; Omata et al., 1991). 

O subgenótipo D3 apresentou os subtipos ayw2, ayw3 e ayw4. Nas sequências 

HBV/D4 americanas, foram encontrados os subtipos ayw1 e ayw2, além de uma sequência 

ayw4, sendo a maioria classificada como ayw2 (75%). 

Após conhecer a variabilidade dos isolados dos subgenótipos de D circulantes 

nas Américas, foi feita uma reconstrução filogeográfica para saber a origem dos principais 

subgenótipos de D dos países americanos. Análises filogeográficas constituem uma 

abordagem comum em ecologia molecular, ligando processos históricos na evolução de 

genes amostrados em populações com diferentes distribuições espaciais (Knowles e 

Maddison, 2002). A taxa evolutiva calculada, a partir da heterogeneidade das datas de 

coleta e utilizando um modelo de relógio molecular relaxado dos subgenótipos D1-D4, foi de 

10-5 para os quatro subgenótipos. Não existe um consenso sobre qual taxa evolutiva deve 

ser utilizada para o HBV, variando de 10-4 a 10-6 (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 cálculo. As taxas calculadas para os subgenótipos D1-D4 geraram datas de 

ancestrais comuns com um grande intervalo de confiança, representando a incerteza sobre 

o cálculo desses tMRCAs. Este amplo intervalo de confiança pode ser justificado por uma 

falta de estrutura temporal do HBV. 

A reconstrução filogeográfica do HBV/D1 mostrou que a localização mais provável 

de ser a origem deste subgenótipo foi a Turquia, correspondendo ao resultado obtido no 

estudo de Zehender e colaboradores em 2012, que também sugeriu a Turquia como origem 

do subgenótipo D1. De acordo com a análise filogeográfica desta investigação, a origem do 

HBV/D1 no Brasil se deu mais provavelmente da Síria. Este resultado é reforçado pelo fato 

de que o Brasil possui a maior colônia árabe fora do Oriente Médio. Estima-se que cerca de 

7% da população brasileira seja de origem árabe, sendo a maioria proveniente da Síria e do 

Líbano. O movimento migratório desses países para o Brasil começou a ser documentado 

em 1870, sendo a principal causa dessa imigração a intensa perseguição religiosa que os 

árabes cristãos sofreram pelos muçulmanos no período do Império Otomano (Pitts, 2006). 

Essa onda migratória árabe provavelmente inseriu o subgenótipo D1 no Brasil. O tMRCA da 
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sequência brasileira foi datado ao ano 1813 (95% HPD 1675 – 1862), ano mais antigo que o 

ano do início da migração árabe para o Brasil. O fato de haver apenas uma sequência de 

genoma completo de HBV/D1 pode ter impedido um cálculo mais acurado da data do 

tMRCA brasileiro.  

O HBV/D1 na Argentina parece ter tido apenas uma inserção, pois suas 

sequências formam um grupo monofilético, e esta introdução teria ocorrido a partir da 

Turquia. Assim como no Brasil, a Argentina recebeu um grande número de imigrantes 

árabes no período entre 1870 e 1930, principalmente Sírios e Libaneses, mas também 

egípcios, armênios, iraquianos, palestinos e turcos (Alvarez e Pinotti, 2000). Tal informação 

justificaria a origem turca do HBV/D1 circulante na Argentina. O cálculo do tMRCA das 

sequências argentinas gerou uma data mais recente do que a que condiz historicamente 

com a imigração árabe no país (1991, 95% HPD 1958 – 2006). Provavelmente as 

sequências argentinas compiladas nesta análise não reflitam a diversidade da população 

ancestral inserida naquela localidade representando isolados recentes circulantes no país. 

Para o subgenótipo D2, a análise filogeográfica sugeriu que a localização mais 

provável de ser a raiz da árvore é a Bélgica; no entanto, com um suporte muito baixo, o que 

não permitiu afirmar que esse país seria a raiz do HBV/D2. No estudo de Zehender e 

colaboradores de 2012, onde se buscava a dinâmica espacial do genótipo D no 

mediterrâneo, foi sugerido que o subgenótipo D2 se originou em algum lugar entre a Ásia 

Central e a Rússia. Na análise desta investigação as sequências da Argentina e do Brasil 

formaram um clado que parece ter sua origem no Leste Europeu e Rússia, com um tMRCA 

remontando ao ano de 1857 (95% HPD 1477 – 1923). O período de 1889 - 1914 foi marcado 

por intenso fluxo de migração para o Brasil, e, dentre os imigrantes estavam lituanos, bielo-

russos, ucranianos, alemães, judeus e russos (Dembicz e Smolana, 1993; Kawka, 1996), 

que poderiam então ter introduzido o subgenótipo D2 no Brasil. 

Os Estados Unidos apresentaram a Índia como a localidade com maior 

probabilidade de ser a origem do HBV/D2 circulante nesse país, tendo sua principal 

introdução ocorrido entre 1853 (95% HPD 1470 – 1930) e 1905 (95% HPD 1642 – 1979). Os 

EUA começaram a receber imigrantes Indianos em 1820, mas um fluxo maior começou em 

1990, tornando-os o segundo maior grupo de imigrantes no país. Em 2013, mais de 2 

milhões de indianos moravam nos Estados Unidos (Zong e Batalova, 2015). Além disso, o 

genótipo D é muito prevalente na Índia, que possui pelo menos cinco subgenótipos de D 

circulantes, (D1, D2, D3, D4 e D5) (Banerjee et al., 2006; Chandra et al., 2009; Banerjee et 

al., 2014), o que torna provável a introdução desse subgenótipo por imigrantes indianos. 
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Surpreendentemente, a análise filogeográfica do HBV/D3, realizada neste estudo, 

propôs que a raiz desse subgenótipo seria o Brasil (com uma baixa probabilidade), sendo o 

segundo local mais provável o subcontinente Indiano. A origem deste subgenótipo é difícil de 

determinar, talvez devido a sua grande variabilidade e dispersão pelo mundo. No estudo de 

Zehender e colaboradores (2012), não foi possível estabelecer com certeza um local de 

origem para o HBV/D3, mas sugeriu-se como provável origem deste subgenótipo a Ásia 

Central e a Índia. Este subgenótipo é o mais prevalente no Brasil e, ao observar a análise 

filogeográfica do genoma completo, percebe-se que as sequências brasileiras ficaram 

dispersas por toda a árvore, demonstrando a grande variabilidade do subgenótipo, causada 

provavelmente por múltiplas inserções do D3 no País.  

Tendo em vista que já é determinado que os únicos genótipos originários do 

continente americano F e H (Paraskevis et al., 2013), propõe-se a hipótese que as 

sequências brasileiras estariam espelhando sequências de populações imigrantes que 

teriam introduzido este subgenótipo no País. Acredita-se que o HBV/D3 tenha sido trazido 

ao Brasil por imigrantes europeus. Na investigação de Bertolini e colaboradores (2012), foi 

sugerido que o genótipo D tenha sido introduzido na Região Sul do Brasil pelos imigrantes 

europeus que chegaram em massa entre os séculos XIX e XX. Antes da introdução da 

vacina contra o HBV, identificava-se uma prevalência de intermediária a alta do HBV na 

Europa, especialmente na Itália (Stroffolini et al., 1988). Segundo o IBGE, mais de 3 milhões 

de europeus chegaram ao Brasil apenas no período entre 1884 e 1933, havendo entre eles 

provavelmente portadores crônicos do HBV. Um estudo recente (Gusatti et al., 2015) 

realizado em Chapecó, 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 genótipo D 

possuía sobrenomes italianos e aproximadamente 66% dos isolados do HBV pertenciam ao 

subgenótipo D3. O Brasil e a Argentina apresentaram uma forte relação epidemiológica após 

o cálculo do fator de Bayes. A Argentina, assim como o Brasil, recebeu um grande número 

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, não corroborando com os dados históricos e apresentaram um amplo intervalo de 

confiança, o que demonstra a incerteza dos cálculos destes tMRCAs. A falta de sequências 

representando toda a variabilidade do HBV/D3 europeu pode ter limitado esta análise, 

fazendo com que o Brasil fosse proposto como origem deste subgenótipo. 

A reconstrução filogeográfica do HBV/D4 sugeriu que a raiz deste subgenótipo 

estaria na Martinica. Esta teria sido a origem do HBV/D4 no Haiti, Cuba e Canadá; no 
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entanto, não houve suporte para a relação epidemiológica entre Brasil e Martinica. A origem 

do subgenótipo D4 na Martinica não seria compatível com os dados epidemiológicos e, 

portanto, o mesmo argumento utilizado para a origem do subgenótipo D3 no Brasil poderia 

ser também aplicado neste caso. No continente americano, este subgenótipo foi encontrado 

principalmente em populações afrodescendentes onde predomina o subgenótipo africano 

A1, com exceção de Cuba onde o A2 foi o subgenótipo 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 população indígena Dene, localizada no oeste da região ártica do Canadá (Osiowy et 

al., 2011). O HBV/D4 foi o subgenótipo dominante na Oceania (Norder et al., 2004) e 

também descrito no Marrocos (Baha et al., 2012), em Ruanda (Hübschen et al., 2009), na 

Somália (Norder et al., 2004), no Quênia (Kwange et al., 2013) e em Gana (Candotti et al., 

2006). O subgenótipo A1 foi encontrado na maioria dos países da África Oriental, sendo o 

principal subgenótipo na Somália, Quênia e Ruanda (Kramvis e Knew, 2007; Hübschen et 

al., 2009), países africanos onde o HBV/D4 também circula. Todavia, o continente africano é 

subestudado e não há sequências de genoma completo do HBV/D4 de países africanos 

disponíveis, apenas sequências do gene S. 

Brasil e Caribe receberam um grande número de escravos africanos entre os 

séculos XVI e XIX (Schwartz, 1988; Alencastro, 2000). O Caribe, no século XVIII, já 

apresentava uma população majoritariamente negra devido aos imensos canaviais baseados 

na mão-de-obra escrava (Emmer, 1991). Diversos portos de embarque de escravos foram 

utilizados desde o início do regime escravocrata no Brasil, até sua abolição, no final do 

século XIX. Cada um desses portos recebia escravos provenientes de uma grande região da 

África que ia até centenas de quilômetros para o interior do continente. Portanto, a origem 

étnica dos escravos recebidos no Brasil é muito variada, além de se ter alterado ao longo 

dos séculos de tráfico (Lago, 2014). A maioria dos escravos trazidos ao Brasil foi proveniente 

da África Ocidental e Central. No entanto, cerca de 300 a 400 mil escravos foram trazidos do 

Sudeste da África para o Brasil entre 1837 e 1856, para contornar as leis e tratados que 

proibiam o comércio transatlântico de escravos (Beachey, 1976; Eltis e Richardson, 2010). 

Com base nestas evidências, propõe-se uma hipótese para a origem do subgenótipo D4 nas 

Américas, uma vez que este subgenótipo teria sido introduzido no continente durante o 

período de tráfico negreiro. Portanto, a origem do HBV/D4 na Martinica demonstrada na 

árvore filogeográfica estaria espelhando essa população 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 análise filogeográfica, apenas basearam-se em fatos 

históricos.  

Estes resultados demonstram a importância de se analisar cada subgenótipo 

separadamente, como foi observado neste estudo eles podem apresentar origens e 

características distintas. Além disso, é necessário ter cautela ao analisar o resultado da 

filogeografia, combinando-os com conhecimentos históricos e epidemiológicos. 
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VII – CONCLUSÕES 

 

 A pesquisa de sequências genômicas do HBV de genótipo D das Américas disponíveis no 

GenBank identificou a circulação deste genótipo nos seguintes países: Argentina, Brasil, 

Canadá, Chile, Colômbia, Cuba, EUA, Groelândia, Haiti, Martinica e Venezuela;            

 

  Foi identificado, a circulação dos subgenótipos D1, D2, D3, D4, e D7 nas Américas, com 

frequências distintas nos países do continente. No Brasil, circulam os subgenótipos D1, 

D2, D3 e D4, com uma maior frequência do D3 (56%); 

 

 Foram sequenciados 45 genomas completos brasileiros, provenientes das cinco regiões 

geográficas brasileiras e representativos dos quatro subgenótipos circulantes no País (D1 

= 1; D2 = 11; D3 = 32; D4 = 1);  

 

 Nenhuma mutação relacionada ao hepatocarcinoma foi detectada nas sequências 

analisadas do subgenótipo D1 das Américas, o que pode sugerir que no continente 

circulariam isolados de D1 com menor potencial carcinogênico do que no restante do 

mundo; 

 

 O subgenótipo D1 apresentou apenas o subtipo ayw2; para o D2 foram detectados os 

subtipos ayw2, ayw3, ayw4 e, surpreendentemente, o adrq+, descrito anteriormente 

apenas para o genótipo C; D3 apresentou os subtipos ayw2, ayw3, ayw4; e D4 ayw1, 

ayw2, ayw4; 

 

 Pela análise filogeográfica foi possível sugerir que o subgenótipo D1 teria entrado nas 

Américas inicialmente pelo Brasil a partir da Síria e, posteriormente, na Argentina pela 

Turquia. Já a introdução do subgenótipo D2 teria ocorrido pelo Brasil e Argentina com 

origem a partir do Leste Europeu e Rússia. As sequências D2 dos EUA seriam mais 

recentes e com origem na Índia; 

 

 Não foi possível por meio da filogeografia identificar a origem dos subgenótipos D3 e D4 

nas Américas. Entretanto, baseando-se em dados históricos e epidemiológicos, propõe-se 

a hipótese 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 
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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. 
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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 (Shi et 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, but is 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) have so 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 

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 inf lux of immigran ts  

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 (Viana 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 Amapá (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
doi: 10.1590/0074-02760140426 
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were analysed on an ABI3730 automated sequencer (Ap- 

plied Biosystems). The nucleotide sequences reported here 

were deposited in the GenBank database under ac- 
cessions KP090177-KP090181. Phylogenetic analysis was
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Phylogenetic analysis of HBV sequences using the neighbour-joining method. GenBank accessions for the reference sequences are: genotype A, 
AY233278; B, D00329; C, AB112066; E, X75664; F, X69798; G, AB056513; H, AY090454; I, FJ023660; J, AB486012. Genotype D reference 

sequences are indicated by their accession numbers. Genotype D3 sequences are indicated by their accession numbers followed by the name of 

the origin country. The sequences generated in this study are denoted BR, followed by the sample number and are identif ied with the symbol 

. Values at internal nodes indicate percentages of 1,000 bootstrap replicates that support the branch. 

 
 

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.3.5.1) 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 serological type (subtype); BR2 and 
BR4 instead had the ayw3 subtype (R122, T127, K160). 

Neither in-phase deletions or insertions nor the importan t  

mutations G1896A (PreC), rtM204V (lamivudine resis- 
tance mutation), A1762T and G1764A (in the basal core 

promoter) were detected in the sequences and 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 

153

 

 Polymerase     X  PreS2  S  

Sample Subtype sp116 sp142 rt53 rt135 rt266 rh19 rh88 17  26 31 125  127a
 

BR2 ayw3 F S D Y I V I Y  C A M  T 

BR4 ayw3 F S D Y I V I Y  C A M  T 

BR6 ayw2 L N N S V A V C  R T T  P 

BR14 ayw2 L N N S V A V C  R T T  P 

BR40 ayw2 L N N S V A V C  R T T  P 

a: amino acid residue that distinguishes ayw2 from ayw3. 
 

 
 

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 of the viral poly- 

merase, X, PreS2 and S proteins of the five subgenotype 
D3 isolates from Brazil were compared (Table). Varia- 

tions in the amino acid residues between the ayw2 and 

ayw3 isolates, in addition to the P127T substitution in the 
S gene, were observed in several positions through- out 

the genome: polymerase, residue sp116 (L or F), sp142 (N 

or S), rt53 (N or D), rt135 (S or Y), rt266 (V or I), rh19 (A  
or V) and rh88 (V or I); X, residue 17 (C or Y) 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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