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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

INVESTIGAÇÃO DE HEPATITE B OCULTA E DE TORQUE TENO VÍRUS EM PACIENTES COM 

HEPATITE C CRÔNICA COM E SEM CARCINOMA HEPATOCELULAR 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

Agatha Gabriella da Silva Rosa 

 

O carcinoma hepatocelular (CHC) é o sexto câncer mais comum em todo o 
mundo e a segunda principal causa de mortalidade relacionada ao câncer. Devido 
ao curto tempo de evolução, o tumor é geralmente detectado em um estágio 
avançado, aumentando a taxa de mortalidade deste câncer. Vários estudos têm 
sugerido que o desenvolvimento do CHC é um processo influenciado por fatores 
herdados e adquiridos. Os principais fatores etiológicos para o desenvolvimento do 
CHC são as infecções crônicas causadas pelo vírus da hepatite B (HBV) e da 
hepatite C (HCV), alcoolismo e fatores relacionados ao metabolismo e imunidade do 
paciente, os quais podem atuar isoladamente ou sinergicamente, acelerando, 
portanto, o dano hepático. Ademais, além do HBV e HCV, sabe-se que outros vírus 
hepatotrópicos desenvolvem infecções crônicas. Assim, o objetivo deste estudo foi 
analisar o viroma presente no soro de pacientes com e sem CHC, bem como 
investigar a ocorrência da infecção oculta pelo HBV e a diversidade genética do 
Torque teno vírus (TTV) em pacientes cronicamente infectados pelo HCV. Para a 
identificação do viroma circulante, amostras de soro de 37 pacientes foram 
selecionadas e agrupadas em 12 grupos distintos de acordo com a etiologia e o 
estágio da doença hepática. Os ácidos nucleicos extraídos foram submetidos a um 
processo de amplificação randômica, e as bibliotecas genômicas foram obtidas para 
posterior sequenciamento de nova geração (NGS) com abordagem metagenômica. 
Após a análise das sequências de NGS verificamos que nenhuma sequência viral foi 
recuperada a partir das bibliotecas genômicas. Além disso, um total de 151 
pacientes com infecção crônica pelo HCV foi selecionado para a investigação de 
infecção oculta pelo HBV e de infecção pelo TTV. A ocorrência de HBV oculto foi 
investigada por um ensaio de PCR em semi-nested tendo como alvo o gene S do 
HBV. A diversidade genética do TTV foi analisada por uma PCR multiplex que 
identifica simultaneamente todos os cinco genogrupos virais. Entre os 151 pacientes 
com infecção crônica pelo HCV incluídos neste estudo, cinco (3,3%) apresentaram 
infecção oculta pelo HBV. Todos os cinco pacientes foram diagnosticados com CHC 
(p=0,003). Os genótipos de HBV encontrados foram A1 (em três pacientes), e A2 e 
D3 (em um paciente, cada). A prevalência de TTV encontrada no grupo de estudo foi 
de 45%. A infecção pelo TTV foi significativamente mais frequente em pacientes 
com CHC do que nos pacientes sem o câncer (p=0,006). Todos os cinco 
genogrupos de TTV foram encontrados com frequências semelhantes em pacientes 
com e sem CHC. O genogrupo 3 foi o mais prevalente (45% e 28%), enquanto o 
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genogrupo 2 foi o menos frequente (0 e 1%), em pacientes com e sem CHC, 
respectivamente. O resultado da análise metagenômica pode ter sido devido à 
ocorrência de uma possível contaminação bacteriana durante os experimentos. A 
presença de hepatite B oculta apenas nos pacientes com CHC sugere um fator 
associado ao desenvolvimento deste câncer em paciente cronicamente infectados 
pelo HCV. Nenhuma diferença significativa na prevalência dos genogrupos de TTV 
nos pacientes com e sem CHC foi encontrada. Ademais, a imunossupressão de 
pacientes com CHC pode ter sido o fator responsável pela maior frequência de 
coinfecções nestes pacientes. 
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CHRONIC HEPATITIS C WITH AND WITHOUT HEPATOCELLULAR CARCINOMA 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY 

 

Agatha Gabriella da Silva Rosa 

 

 The hepatocellular carcinoma (HCC) is the sixth most common cancer 
worldwide and the second leading cause of cancer mortality. Due to the short time of 
evolution, the tumor is usually detected on an advanced stage, increasing the rate of 
mortality of this cancer. Several studies have suggested that HCC development is a 
process affected by inherited and acquired factors. The main etiological factors for 
HCC development are the hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) chronic 
infections, alcoholism, and factors related to patient’s metabolism and immunity, 
which can act isolated or synergistically, accelerating, thus, the damage of the liver. 
Also, besides the traditionally known HBV and HCV, other hepatotropic viruses are 
described to develop chronic infections.Thus, the goal of this study was to analyze 
the virome of patients with and without HCC, as well as, to investigate the occurrence 
of occult HBV and Torque teno virus (TTV) infections in patients chronically infected 
with HCV. For the identification of the circulating virome, serum samples from 37 
patients were selected and grouped into 12 distinct groups according to the etiology 
and stage of liver disease. The extracted nucleic acids were submitted to a random 
amplification process, and the genomic libraries were obtained to after next 
generation sequencing (NGS) with metagenomic approach. After the analysis of the 
NGS sequences we verified that no viral sequence was recovered from the genomic 
libraries constructed. In addition, a total of 151 patients with HCV chronic infection 
were selected for the investigation of occult HBV and TTV infections. The occurrence 
of occult HBV infection was investigated by a semi-nested PCR assay targeting the S 
gene. The genetic diversity of TTV was analyzed by a multiplex PCR that identifies 
simultaneously all five genogroups. Among the 151 patients with chronic HCV 
infection included in this study, five (3,3%) were found to be positive for occult HBV 
infection. All five patients were diagnosed with HCC (p=0.003). HBV genotypes were 
A1 (in three patients), and A2 and D3 (in one patient, each). The TTV prevalence 
found in the study group was 45%. TTV infection was significantly more frequent in 
patients with HCC than without (p=0.006). Moreover, all five TTV genogroups 
werefound with similar frequencies in patients with and without HCC. Genogroup 3 
was the most prevalent (45% and 28%), while genogroup 2 was the less frequent (0 
and 1%), in patients with and without HCC, respectively. The metagenomic analysis 
result could be due to a possible bacterial contamination during the experiments. The 
presence of occult hepatitis B only in patients with HCC suggests a factor associated 
with the development of this cancer in chronically HCV-infected patients. No 
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significant difference in the genogroup prevalence of TTV in patients with and without 
CHC was found. Furthermore, the immunosuppression of patients with HCC may 
have been the factor responsible for the higher frequency of co-infections in these 
patients. 
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1) INTRODUÇÃO 

 

1.1) Carcinoma hepatocelular  

 

1.1.1) Epidemiologia 

 

 O carcinoma hepatocelular (CHC),ou hepatocarcinoma,é a condição mais 

frequente de tumor maligno primário de fígado no mundo, possuindo sua origem a 

partir dos próprios hepatócitos (El-Serag 2012). Em associação com o 

colangiocarcinoma, outro tipo de tumor hepático primário, é possível determinar 

uma incidência superior a um milhão de novos casos por ano (Lozano et al. 2012). 

 Segundo os últimos dados estatísticos disponibilizados pela Agência 

Internacional para Pesquisa do Câncer (IARC), o CHC ocupa a sexta posição 

mundial em incidência (782.000 casos por ano) e a segunda em mortalidade 

(745.000 casos por ano), causando menos mortes apenas do que o câncer de 

pulmão (Ferlay et al. 2015). Esta característica é um reflexo do curto tempo de 

evolução e do seu diagnóstico tardio, que tornam as taxas de incidência e 

mortalidade muito próximas. Mais especificamente, apenas 5% dos casos 

diagnosticados não evoluem para a mortalidade (Parkin et al. 2005, Globocan 

2012). Os dados disponíveis também sustentam a classificação do CHC como o 

quinto tipo de câncer que mais incide em homens (554.300) e o nono em mulheres 

(228.000). 

 O CHC segue um padrão consideradamente heterogêneo de distribuição 

geográfica. Estima-se que dos mais de 780.000 casos reportados em 2012, cerca 

de 83% tenha ocorrido em países em desenvolvimento, e 50% deste valor apenas 

na China (Globocan 2012). O Leste Asiático e a África Subsaariana, que 

apresentam taxas de incidência maiores do que 20 indivíduos acometidos a cada 

100 mil habitantes configuram as regiões de maior prevalência para o CHC. Países 

da Europa Meridional, como a Espanha, a Itália e a Grécia, apresentam níveis de 

incidência medianos, que variam de 10-20 acometidos pela doença a cada 100 mil 

habitantes. Por fim, as Américas do Norte e do Sul, a Europa Setentrional e a 

Oceania apresentam, em geral, baixa incidência para o CHC, com taxas menores 

do que 5 casos a cada 100 mil habitantes (Figura 1) (Ferlay et al. 2010, El-Serag 

2012, Mittal & El-Serag 2013). 
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Figura 1: Taxas de incidência global para o CHC no ano de 2012. Disponível em: 

<gco.iarc.fr/today>. Acesso em: 14 de outubro de 2016. Figura adaptada. 

 

 Apesar deste padrão de distribuição, a incidência para o CHC vem 

aumentando nos últimos anos em outras regiões como América do Norte, Europa 

Central e Austrália, possivelmente devido ao aumento dos casos de esteato-

hepatite não alcoólica (NASH), frequentemente associada à obesidade, e de 

infecções crônicas pelo HCV (Parkin et al. 1999, El-Serag 2004).  

 No Brasil existem poucos dados sobre os aspectos clínicos do CHC, 

entretanto, segundo os dados disponibilizados pelo IARC, a incidência deste câncer 

em 2012 ocupou a 13ª posição no país, com mais de 9 mil casos diagnosticados, e 

a sexta posição em mortalidade,com aproximadamente 10 mil mortes registradas 

(Globocan 2012). No ano seguinte, segundo dados do Instituto Nacional do Câncer, 

cerca de 9 mil mortes pelo CHC foram reportadas, sendo mais de 5 mil em homens 

e quase 4 mil em mulheres (INCA 2016). Apesar disto, o Brasil é considerado um 

país de baixa incidência para o CHC, com uma prevalência de 2.765 casos sob o 

total da população (Globocan 2012).  

 

1.1.2) Fatores de risco 

 

O fator de risco de maior importância para a hepatocarcinogênese é a 

presença de cirrose hepática, que acomete de 80-90% dos pacientes com CHC 

(Blum 2005, Kikuchi et al. 2013). Desta forma, todos os eventos que promovam a 
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formação de cirrose hepática estão fortemente relacionados ao desenvolvimento do 

CHC(Fattovich et al. 1997). Os principais fatores etiológicos para o 

desenvolvimento de CHC são as infecções crônicas pelo HBV e HCV, consumo 

abusivo de bebidas alcoólicas, hepatite autoimune, ingestão de aflatoxina B1(AFB1 

- toxina produzida por fungos Aspergillus) e esteato-hepatite não alcoólica, bem 

como fatores genéticos e epigenéticos que possam propiciar um acúmulo de 

alterações em genes críticos para o desenvolvimento de câncer (Baffy et al. 2012, 

Liu et al. 2014, Singal & El-Serag 2015). Estes fatores podem atuar isoladamente 

ou em conjunto. Como exemplo, temos o risco aumentado em 30 vezes para o 

desenvolvimento de CHC em regiões de alta incidência para o HBV e a AFB1, 

devido a ação em conjunto de ambos os fatores (Srivatanakul et al. 2004, Liu & Wu 

2010, Globocan 2012). Além disso, outros vírus também têm sido relatados como 

possíveis causas para o CHC, sendo eles o vírus da hepatite delta (HDV), Torque 

teno vírus (TTV) e o vírus adenoassociado 2 (AAV2) (Kew 2013, Nault et al. 2015). 

 Aproximadamente 80% dos casos de CHC estão associados às infecções 

crônicas pelo HBV e HCV, o que sustenta a distribuição geográfica coincidente de 

ambas as doenças (Perz et al. 2006). Nas regiões de maior incidência para o CHC 

a infecção pelo HBV é mais prevalente e ocorre principalmente por via vertical, 

acelerando em até uma década o diagnóstico do câncer. Já nas regiões de média e 

baixa incidência para o CHC, a principal etiologia é a infecção pelo HCV, adquirida 

por via parenteral (Mittal & El-Serag 2013).  

A maior prevalência do CHC na população masculina, com uma taxa que se 

mostra de 2-4 vezes mais alta (El-Serag 2012, Mittal & El-Serag 2013), pode ser 

explicada porque homens possuem maior incidência de hepatites virais e cirrose 

alcoólica do que mulheres e o hormônio estrogênio ser capaz de protegera 

população feminina contra a progressão da infecção pelo HBV (Globocan 2012, El-

Serag 2012, Mittal & El-Serag 2013, Singal & El-Serag 2015). Concomitantemente, 

níveis de testosterona considerados superiores ao normal podem estar associados 

ao desenvolvimento de fibrose hepática e atividade inflamatória em homens 

cronicamente infectados pelo HCV(White et al. 2012). 

 Um estudo de caráter clínico e epidemiológico realizado em 2010 com a 

população brasileira determinou que, de forma geral, 54% dos casos de CHC têm 

como etiologia a infecção pelo HCV, 16% a infecção pelo HBV e 14% o alcoolismo. 

De maneira mais específica, a infecção pelo HCV foi reportada em 60% dos casos 
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oriundos das regiões sul e sudeste do país, seguido pela infecção pelo HBV em 

menos de 20% dos casos. Nas regiões norte, nordeste e centro-oeste, o HCV e o 

HBV foram responsáveis por menos de 50% e mais de 20% dos casos de CHC, 

respectivamente. Já o consumo de álcool foi considerado como a etiologia para 

menos de 20% dos casos de CHC em todas as regiões do país. Neste estudo foi 

encontrada uma prevalência de 98% de cirrose nos pacientes brasileiros com CHC 

(Carrilho et al. 2010). 

 

 

Figura 2: Principais etiologias para o carcinoma hepatocelular no Brasil de acordo com as regiões 

geográficas. Adaptado de Carrilho et al. (2010). 

 

1.1.3) Diagnóstico 

 

 Segundo as últimas diretrizes publicadas pela Associação Europeia para o 

Estudo do Fígado (EASL) e a Organização Europeia para Pesquisa e Tratamento 

do Câncer (EORTC), o diagnóstico do CHC pode ser realizado de forma não 

invasiva, através de imagens obtidas por ultrassonografia, tomografia 

computadorizada ou ressonância magnética, ou por meio da análise de biópsia 

histopatológica. Na grande maioria dos casos utiliza-se a técnica não invasiva, 

mesmo em pacientes cirróticos com nódulos maiores do que 2 cm de diâmetro. 

Desta maneira, o exame histopatológico fica restrito aos casos que precisem de 

uma confirmação (EASL-EORTC 2012). 

 A dosagem de α-fetoproteína (AFP), uma glicoproteína sintetizada por 

células hepáticas, como marcador sorológico para o diagnóstico do CHC já foi 
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amplamente utilizada para a triagem deste tipo de câncer. Entretanto, vem sendo 

considerada insatisfatória porque sua sensibilidade na predição do tumor varia de 

9-50%(Daniele et al. 2004)e nem todos os tumores a secretam. Além disso, outras 

malignidades, como doenças neurodegenerativas, hepatite crônica e fibrose 

hepática, também podem levar a concentrações aumentadas deste marcador 

(Nakao & Ichikawa 2013, Schieving et al. 2014).  

Como mencionado, a hepatocarcinogênese pode ocorrer a partir da 

interação de diversos fatores. Desta forma, estudos que busquem a identificação de 

fatores virológicos, genéticos e/ou epigenéticos que estejam em associação com a 

evolução do CHC são de extrema importância (Araujo et al. 2013, Araújo et al. 

2016).  

No início do século XXI novas tecnologias de sequenciamento genômico 

começaram a fornecer uma alternativa massiva e mais rápida para o estudo de 

genes e de agentes associados a diversas questões biológicas do que a, até então, 

técnica estabelecida por Sanger (Park & Kim 2016). Até o momento, este novo tipo 

de sequenciamento vem sendo melhorado com vistas ao aumento de seu 

rendimento, velocidade e diminuição dos custos por base, o que, progressivamente, 

levará a democratização de seu uso (van Dijk et al. 2014). Desta forma, o 

sequenciamento de nova geração (NGS), tem proporcionado tanto uma melhor 

compreensão sobre a regulação genética e epigenética de genes associados à 

progressão do CHC (Schulze et al. 2016), quanto também tem transformado a 

capacidade de investigar a composição viral associada à progressão de diversas 

doenças como a síndrome da imunodeficiência adquirida (Li et al. 2013), casos de 

febre sem causa conhecida (Yozwiak et al. 2012) e casos de hepatite B e C 

crônicas, hepatite autoimune e NASH(Law et al. 2013). 

 

1.2) Metagenômica 

 

 Sendo a genômica um campo de estudo que se concentra na análise dos 

genomas de organismos específicos, a metagenômica veio com outro objetivo: com 

ela tornou-se possível a reconstrução da diversidade microbiana presente em 

determinado nicho biológico através do sequenciamento e montagem da totalidade 

de genomas presentes. Não é ao acaso que o termo meta, em grego, significa 
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“além” ou “transcendente” (Steward & Rappé 2007, NIH 2007), ultrapassando os 

limites impostos pela genômica. 

 O conceito de metagenômica foi utilizado pela primeira vez em 1998 por 

pesquisadores da universidade de Wisconsin que propuseram a produção sintética 

de moléculas bioativas de microrganismos encontrados no solo que não eram 

cultiváveis. A abordagem deste grupo se fundamentou no acesso direto ao material 

genético de tais microrganismos com posterior clonagem em outros que pudessem 

ser cultivados, possibilitando, assim, a produção dos produtos químicos de 

interesse. Neste trabalho, o coletivo de genomas de todos os microrganismos do 

solo foi chamado de metagenoma do solo (Handelsman et al. 1998). Com a 

utilização dessa abordagem os pesquisadores puderam colocar em vista aqueles 

organismos que ficavam mascarados por detrás de um metabolismo incompatível 

com o cultivo celular (Schloss & Handelsman 2005). Deste modo, podemos 

conceber a metagenômica como o estudo da coleção de genomas dos diferentes 

organismos coabitantes de determinada comunidade biológica, de forma a 

contornar a necessidade prévia de cultivo, podendo ser proveniente de um nicho 

ambiental ou de tecidos ou fluidos de hospedeiros. Frequentemente é referida 

como o estudo de comunidades de microrganismos (Riesenfeld et al. 2004, 

Ladoukakis et al. 2014) e tem sido utilizada tanto para uma abordagem de 

sequenciamento quanto para expressão gênica (Schloss & Handelsman 2003). 

 Os vírus são considerados os entes biológicos de maior ubiquidade e 

abundância no planeta, mas apesar disso, menos de 1% deles pode ser cultivado 

(Kamien 2011). Em 2002, uma pesquisa que propunha esclarecer a diversidade 

viral de duas comunidades marinhas foi publicada, possibilitando o surgimento da 

metagenômica viral (Breitbart et al. 2002). Desde então o sequenciamento de nova 

geração, com abordagem metagenômica, tem revolucionado a descoberta de 

novos vírus em humanos e animais, permitindo a especificação e diferenciação da 

variabilidade presente determinado nicho apenas com acesso às sequências de 

ácidos nucleicos (Conceição-Neto et al. 2015). 

 Em resumo, a metagenômica viral comporta diferentes etapas como 

concentração, purificação, extração, sequenciamento e bioinformática (Thurber et 

al. 2009). Etapa fundamental é a remoção de bactérias e células humanas, pois, 

mesmo que a metagenômica seja capaz de recuperar sequências em baixíssimo 

número de cópias (Chan et al. 2013), os RNAs ribossomais e mitocondriais são 
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altamente representativos no metagenoma, com potencial de mascarar as 

sequências virais (Law et al. 2013). 

 

1.3) Vírus da hepatite B 

 

1.3.1) Classificação taxonômica 

 

 Descoberto em meados da década de 60 por Blumberg et al.(1967) através 

da identificação de um antígeno que, como descoberto posteriormente, estava 

presente apenas em pacientes com hepatite sérica, o HBV pertence à família 

Hepadnaviridae, que compreende pequenos vírus de DNA replicados pelos 

hepatócitos. De acordo com o grau de identidade genética e a resumida quantidade 

de hospedeiros para infecção, a família é dividida em dois gêneros: 

Orthohepadnavirus, que infecta mamíferos, e cujo protótipo é o próprio HBV, e 

Avihepadnavirus, que infecta aves (King et al. 2011, Seeger & Mason 2015).Ambos 

os gêneros compartilham características como a utilização de transcrição reversa 

como etapa obrigatória de sua replicação, a possibilidade de integração do genoma 

viral no genoma do hospedeiro e o tamanho extremamente pequeno do genoma 

(Lamontagne et al. 2016). Quanto à identidade genética, pouca ou nenhuma 

homologia parece haver entre ambos os gêneros. Fato importante, e que sustenta 

esse ponto, é a ausência de codificação para a proteína X em Avihepadnavirus, 

que, ao contrário, mostra-se de extrema importância para o sucesso da replicação 

viral em Orthohepadnavirus (Seeger et al. 2014, Lamontagne et al. 2016) 

 

1.3.2) Classificação morfológica 

 

 Diferentemente do que acontece com outros vírus, a replicação do HBV é 

capaz de gerar três tipos diferentes de partículas virais, classificadas como 

infecciosas ou não infecciosas. As partículas esféricas e as filamentosas possuem 

cerca de 20 nm de diâmetro e são consideradas subvirais (Figura 3B). Elas podem 

apresentar todas as proteínas de envelope que compõe o antígeno de superfície 

(proteínas L, M e S), mas carecem de nucleocapsídeo, que comporta o material 

genético e a polimerase viral, sendo, portanto, não infecciosas. O outro tipo de 

partícula, descoberto por Dane (1970), e levando, portanto, seu nome, é 
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estruturalmente completa: um vírion com diâmetro que varia de 42-47 nm, com 

nucleocapsídeo e antígeno de superfície (Datta et al. 2012). 

 Apesar de apenas vírions serem infecciosos, eles se encontram 

naturalmente em desvantagem. As partículas não infecciosas são produzidas em 

quantidades superiores pelos hepatócitos, numa proporção cerca de 100 a 1000 

vezes maior do que as partículas de Dane (Ganem & Schneider 2001, Ganem & 

Prince 2004). Como mencionado, estas partículas possuem antígeno de superfície, 

o que garante sua imunogenicidade. Em vista disso, alguns estudos inferem ser 

esta maior quantidade de partículas subvirais um provável mecanismo de 

imunoevasão, pois camuflariam a infecção devido à sua alta concentração, 

configurando alvo majoritário de adsorção de anticorpos anti-HBs (Rizzetto 1998, 

Milich 2003). 

Nos vírions há a presença de um nucleocapsídeo de formato icosaédrico com 

cerca de 27 nm de diâmetro e formado por 240 subunidades de proteínas do core. 

Ele é responsável por proteger uma única cópia do genoma viral e da DNA 

polimerase viral. Este nucleocapsídeo é imediatamente envolto por um envelope de 

bicamada lipídica resultante da etapa de brotamento viral, no qual se fixam as 

glicoproteínas de superfície (Glebe & Bremer 2013). Adicionalmente, estas 

glicoproteínas se apresentam em porcentagens diferentes na superfície da 

partícula, com predominância da proteína Small (S), seguida pela Middle (M) e, em 

menor proporção, a Large (L) (Figura 3A)  (Lamontagne et al. 2016). 

 

 

Figura 3: A) Esquema da partícula completa do HBV. Modificado de Block et al. 2007. B) 

Microscopia eletrônica dos diferentes tipos de partículas produzidas durante a replicação do HBV. 

Adaptado de Gerlich & Bruss (1993). 
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1.3.3) Organização Genômica 

 

 O genoma do HBV é composto por uma molécula relaxada de DNA circular 

parcialmente dupla fita, com aproximadamente 3.200 pares de base (pb) de 

extensão. Ela é codificante para quatro fases de leitura aberta (ORFs) que se 

encontram parcialmente sobrepostas. A fita maior é complementar ao RNA pré-

genômico, sendo, por convenção, de polaridade negativa. A de polaridade positiva 

é incompleta, possuindo a região 5’ fixa e a 3’ variável em 50-90% do comprimento 

da sua fita complementar. Ela possui um oligômero de RNA derivado da 

extremidade 5’ do pgRNA que funcionada como iniciador para a síntese da fita 

negativa de DNA (Seeger et al. 1986, Lien et al. 1987). Ambas as fitas 

compartilham uma sobreposição coesiva na região 5’ que mantém o caráter circular 

do genoma, uma característica exclusiva da família Hepadnaviridae (Gerlich & 

Robinson 1980, Beck 2007, Lamontagne et al. 2016). Além disso, a região 5’ de 

ambas as fitas carrega pequenas sequências repetidas, com aproximadamente 11 

nucleotídeos, que funcionam como iniciadores de cadeia. Na fita de polaridade 

negativa esta região se chama DR1 e na positiva, DR2. Ainda na região 5’, na fita 

negativa encontramos o sítio de ligação covalente da DNA polimerase viral (Figura 

4) (Beck 2007, Haines & Loeb 2007). 

 A numeração dos pares de bases do genoma do HBV mais comumente 

utilizada inicia a partir de um sítio único para a enzima de restrição EcoRI, 

localizado na região pré-S2 do genoma (Figura 3) (Shafritz & Lieberman 1984, 

Kidd-Ljunggren et al. 2002, Kay & Zoulim 2007 Seeger et al. 2014). 

 O genoma do HBV é extremamente compacto. Através de um engenhoso 

sistema de sobreposição das fases de leitura, todos os genes do vírus permanecem 

intimamente ligados, possibilitando a produção de até 50% mais proteínas do que o 

esperado para o seu tamanho (Figura 3) (Ganem & Varmus 1987, Kay & Zoulim 

2007).Desta maneira, as quatro ORFs existentes no genoma do HBV codificam um 

total de sete proteínas: a ORF pre-S/S codifica as proteínas de superfície viral que 

compõem o HBsAg (L-HBsAg, M-HBsAg e S-HBsAg); a ORF pre-C/C é 

responsável pela síntese do “core” viral (HBcAg) e do antígeno e (HBeAg); a ORF P 

codifica a polimerase viral, que também possui atividade de transcriptase reversa e 

RNase H; e a ORF X sintetiza uma proteína regulatória homônima (HBx). A 
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transcrição de mais de uma proteína a partir da mesma fase de leitura é 

possibilitada pela presença de diferentes códons de iniciação (Kwee et al. 1992).  

 

 

Figura 4: Organização genômica do HBV. Adaptado de Block et al., 2007. 

 

1.3.4) Replicação viral 

 

 Os hepatócitos são células competentes para a replicação do HBV, 

apresentando em sua superfície o receptor cotransportador de sódio e taurocolato 

(hNTCP), que se liga à porção N-terminal da proteína de superfície mais externa, a 

L-HBsAg do vírus (Blanchet & Sureau 2007, Yan et al. 2012). Não obstante, outro 

receptor, o heparansulfato proteoglicano, de interação primária e menor afinidade, 

também tem sido reportado (Glebe 2006). Uma vez ocorrida a adsorção, a entrada 

do complexo vírus-receptor na célula é realizada através da endocitose mediada 

por clatrina, com subsequente direcionamento do nucleocapsídeo ao núcleo celular 

por mecanismos ainda não completamente elucidados (Huang et al. 2012).  
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 O HBV possui um mecanismo único de replicação viral: seu genoma de DNA 

é replicado através da transcrição reversa de uma molécula intermediária de RNA 

(Ganem et al. 1994). No núcleo da célula, o genoma viral é reparado pela DNA 

polimerase celular, formando uma fita dupla completa, circular e covalentemente 

fechada (cccDNA) (Lamontagne et al. 2016). Este cccDNA é complexado às 

proteínas histonas celulares, assemelhando-se a um pequeno cromossomo (Glebe 

& Bremer 2013). Em seguida o cccDNA é transcrito em RNAs mensageiros 

genômicos e subgenômicos por ação da RNA polimerase II celular. Os primeiros 

são utilizados como molde para a síntese do DNA viral (RNA pré-genômico) e de 

RNAs mensageiros para a tradução de proteínas do core, da polimerase viral e do 

HBeAg. Os RNAs subgenômicos servem de molde para a produção das proteínas 

de superfície viral e da proteína HBx. Os transcritos são direcionados ao citoplasma 

celular para que possam entrar em contato com a maquinaria ribossomal. O sinal 

de encapsidação (ε) resulta no cingimento do RNA pré-genômico (pgRNA), ainda 

no citoplasma (Miyakawa et al. 2002, Glebe & Bremer 2013). A transcrição reversa 

ocorre dentro do capsídeo viral, dando origem à fita de polaridade negativa, em 

paralelo à degradação da molécula de RNA por ação da RNase H da polimerase 

viral. Posteriormente, a fita de polaridade positiva é sintetizada tendo como molde a 

negativa e, caracteristicamente, não é finalizada. A partir deste momento, o 

capsídeo pode ser redirecionado ao núcleo para uma autorreplicação (Tuttleman et 

al. 1986, Block et al. 2007), ou às membranas do retículo endoplasmático, que 

contém as glicoproteínas de envelope, para ser envelopado e secretado pela via 

constitutiva (Figura 4)(Pollack & Ganem 1993, Papatheodoridis et al. 2002, Ganem 

& Prince 2004). É importante ressaltar que a sinergia entre a estabilidade do 

cccDNA e a larga meia vida dos hepatócitos, implica em, uma vez ocorrida a 

infecção, o HBV perdurar indefinidamente (Zoulim 2005, Levrero et al. 2009). 

 O HBV vem sendo recentemente classificado como um pararetrovírus devido 

às similaridades que compartilha com os verdadeiros retrovírus. Sua replicação, 

apesar de se tratar de um vírus de DNA, é dependente do processo de transcrição 

reversa do pgRNA (uma forma intermediária de replicação) (Seeger & Mason 

2000). Além disso, assim como os retrovírus, o HBV também é capaz de integrar 

seu genoma ao da célula hospedeira, entretanto, ao contrário dos verdadeiros 

retrovírus, esta não é uma etapa fundamental do ciclo replicativo do HBV (Levrero 



12 
 

et al. 2009, Raimondo et al. 2013) que, inclusive, não possui uma região codificante 

para uma proteína integrasse em seu genoma (Chemin & Zoulim 2009). 

 

 

Figura 5: Ciclo replicativo do HBV. Adaptado de Block et al. 2007. 

 

1.3.5) Variabilidade e epidemiologia molecular 

 

 Os primeiros relatos de variabilidade no HBV vieram de Le Bouvier (1971), 

que descreveu dois determinantes antigênicos mutuamente exclusivos, d e y. Estes 

determinantes encontram-se na proteína de superfície do vírus S-HBsAg, 

juntamente com o principal determinante antigênico a, localizado entre os 

aminoácidos 120 a 147 desta proteína (Levene & Blumberg 1969). Dois 

determinantes adicionais, w e r, foram descritos por Bancroft et al. (1972), que 

observaram que cada cepa de HBV poderia ser caracterizada como pertencente a 

um dos subtipos adw, adr, ayw ou ayr. Em um amplo estudo, subtipos adicionais 

foram caracterizados por Couroucé-Pauty et al. (1983). Os nove subtipos descritos 

foram ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq– e adrq+. Através de 
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técnicas moleculares, foi possível demonstrar que substituições de aminoácidos 

(lisina por arginina) nas posições 122 e 160 da proteína S-HBsAg estão associadas 

às variações alélicas “d/y” e “w/r”, respectivamente, enquanto que no resíduo 127, 

estão relacionadas as subespecificidades do subdeterminante w, sendo prolina 

(w1/w2), treonina (w3) ou leucina (w4) (Okamoto et al. 1987, Norder et al. 1992). Os 

demais determinantes têm sido mapeados em aminoácidos localizados nas 

posições 144, 145, 158, 159, 177 e 178 (Okamoto et al. 1987, Norder et al. 1992). A 

subtipagem de cepas do HBV pode ser utilizada para estudos epidemiológicos e, 

em alguns casos, para verificar a possibilidade de infecção nosocomial. Entretanto, 

nos últimos anos, a subtipagem tem sido gradualmente substituída pela 

genotipagem. 

 A heterogeneidade nucleotídica é uma característica intrínseca do HBV, visto 

a ineficiência da polimerase viral na correção de possíveis erros de incorporação 

nucleotídica. De acordo com estudos filogenéticos e de genoma viral completo, o 

HBV é atualmente classificado em 10 genótipos (A-J). Os genótipos A-D, Fe I são 

subgenotipados (Araujo et al. 2011, Kramvis 2014). Convencionalmente, utiliza-se 

uma taxa de divergência na composição nucleotídica > 8% para se inferir um novo 

genótipo e de 4-8% para se inferir um novo subgenótipo (Norder et al. 1994, 

Butterworth et al. 2001). 

O HBV tem seus genótipos com distribuição geográfica bastante 

característica: o genótipo D pode ser encontrado em todos os continentes; o A é 

encontrado principalmente na África, na Europa e nas Américas; o B e o C 

hegemonicamente na região asiática; o E na África Ocidental; e o F e o H nas 

Américas do Sul e Central, respectivamente (Kramvis 2014). Além disso, com a 

grande quantidade de migrações proporcionada pelo mundo globalizado, esta 

distribuição genotípica tem sido constantemente alterada, introduzindo genótipos 

diversos dos originais de cada população (Alvarado-Mora & Rebello Pinho 2013).  

No Brasil, devido à alta taxa de miscigenação resultante de fatores 

históricos, encontramos a prevalência dos genótipos A, D e F (Mello et al. 2007, 

Nabuco et al. 2012). Entretanto, genótipos de presença minoritária, como C e B, 

podem ser encontrados nos regiões sul e sudoeste, refletindo imigrações da Ásia 

(Sitnik et al. 2004, Alvarado-Mora et al. 2011). 

 A infecção pelo HBV configura uma das principais preocupações de saúde 

pública mundial. São muitas as formas de contágio que se configuram possíveis, 
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dentre elas a sexual, a parenteral e também a vertical. Atualmente, cerca 240 

milhões de pessoas estão cronicamente infectadas pelo HBV ao redor do mundo, e 

que poderão desenvolver cirrose e CHC, bem como mais de 680 mil morrem 

anualmente em decorrência desta infecção (CDC 2016, WHO 2016). 

 A prevalência para o marcador de superfície HBsAg do HBV varia de acordo 

com a localização geográfica e o que caracteriza o estado epidemiológico de uma 

região é a compilação de fatores como hábitos higiênicos, proporção de indivíduos 

em situações de risco, fatores socioeconômicos e a disponibilidade de vacinas 

contra o HBV (Magnius & Norder 1995). Sabidamente, a prevalência do HBV é 

distribuída em três diferentes faixas, sendo consideradas de endemicidade 

intermediária as regiões que apresentam uma variação de 2-7% da população com 

positividade para o HBsAg. Populações com prevalência igual ou superior a 8% e 

com menos do que 2% são consideradas, respectivamente, hiperendêmicas e de 

baixa endemicidade para o HBV (CDC 2008). Mais específicamente, as maiores 

taxas deste marcador são encontradas na Ásia, na África subsaariana e em parte 

da Oceania, onde há uma proporção de 5-8% dos adultos infectados (Figura 6) 

(WHO 2016). Prevalências intermediárias baixas são encontradas no Leste 

europeu, parte da América do Sul, parte da Oceania e na Rússia, enquanto as 

regiões de baixa prevalência são configuradas pelos países da América do Norte, 

Europa Ocidental e parte da América Latina (Gomes 2003). Na população 

brasileira, a prevalência do marcador HBsAg é de 0,37%, segundo o Inquérito 

Nacional das Hepatites Virais (Ministéria da Saúde 2010), sendo, por tanto, 

classificado como um país de baixa endemicidade para a infecção pelo HBV. 

Contudo, o cerce do problema do HBV no Brasil está na região Amazônica 

ocidental, possivelmente por causa de fatores sociais, econômicos e de pré-

disposição genética (Silva et al. 2001). 
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Figura 6: Prevalência mundial do marcador HBsAg do vírus da hepatite B e distribuição geográfica 

dos principais genótipos. Adaptado de Ott et al. (2012). 

 

1.3.6) Aspectos clínicos e marcadores sorológicos 

 

 A infeção pelo HBVpode causar hepatite aguda, fulminante ou crônica, 

havendo, neste último caso, a possibilidade de progressão para um quadro de 

cirrose hepática e/ou CHC (Gomes 2003, Allain & Opare-Sem 2016).Os 

marcadores sorológicos para a infecção pelo HBV são HBsAg, anti-HBs, HBeAg, 

anti-HBe e anti-HBc IgM e IgG, distribuídos de maneira distinta nas situações 

clínicas supracitadas. 

A hepatite B aguda é caracterizada pela detecção do antígeno de superfície 

HBsAg (marcador de infecção), do anticorpo anti-HBc de classe IgM, do antígeno 

HBeAg (marcador de replicação viral ativa) e do HBV-DNA no soro do indivíduo 

infectado. Concomitantemente, há a elevação dos níveis de transaminases e 

bilirrubina no soro, iniciando a sintomatologia. Quando o paciente entra em período 

de convalescença, o HBsAg e o HBeAg tendem a desaparecer, assim como os 

títulos de anti-HBc IgM, e dão lugar aos anticorpos anti-HBs, anti-HBe e anti-HBc 

IgG. O primeiro anticorpo tem caráter protetor e neutraliza a partícula viral após a 

infecção aguda, e cuja presença indica cura e imunidade adquirida. Em indivíduos 

vacinados contra o HBV o marcador anti-HBs aparece isoladamente, sendo o anti-

HBc um indicador de exposição à infecção (Sjogren 1996). A maioria das infecções 

em adultos progride até uma etapa autolimitada, com a resolução do caso dentro 

de seis meses. Entretanto, uma pequena parcela (aproximadamente 1%) evolui 
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para a hepatite fulminante devido à morte maciça das células hepáticas por ação 

imunocitopática (Mendonça & Vigani 2006, Trépo et al. 2014). 

A hepatite B crônica é definida pela persistência do marcador HBsAg no soro 

do paciente por mais de 6 meses após a infecção pelo vírus. Nesta fase, os níveis 

de anti-HBc IgM tornam-se indetectáveis e os marcadores de replicação viral, 

juntamente com as manifestações clínicas, evoluem proporcionalmente ao grau de 

interação vírus-células hepáticas (Sjogren 1996). Devido à persistência viral, os 

portadores crônicos apresentam sério risco de transmissão da doença (Flichman et 

al. 2014, Moresco et al. 2014). Dos indivíduos cronicamente infectados, cerca de 

70% estabilizam a infecção, enquanto que 30% progridem para cirrose e destes, 5-

10% desenvolve CHC (Mendonça & Vigani 2006). A Figura 7 mostra a disposição 

dos marcadores sorológicos encontrados na infecção aguda e na crônica pelo HBV. 

A progressão da infecção pelo HBV ao estado crônico é dependente de 

fatores como a idade de infecção e o status imune. Recém-nascidos possuem 90% 

de chances de evoluírem para a hepatite crônica, em contraposição a 10% de 

probabilidade para adultos infectados (Strand et al. 2003). Quando o HBV é 

adquirido na infância, a fase de imunotolerância, caracterizada pela presença do 

HBeAg, altos níveis da HBV-DNA e concentrações normais de enzimas hepáticas, 

pode durar de 20-40 anos, com mínima progressão da doença hepática. Esta 

situação é provavelmente uma resposta à exposição intrauterina do feto ao HBeAg 

materno (Milich et al. 1990). 
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Figura 7: Marcadores sorológicos ao longo da infecção aguda (A) e da infecção crônica pelo HBV 

(B). Adaptado de Trépo et al. (2014). 

Após a fase imunotolerante, outras fases podem ocorrer, de maneira não 

necessariamente subsequentes. São estas: a) fase imunorreativa, com positividade 

para o marcador HBeAg, menor taxa de HBV-DNA no soro e aumento do nível de 

aminotransferase; c)fase de carreador inativo, apresentando conversão para anti-

HBe, carga viral baixa ou indetectável no soro e nível de aminotransferase normal; 

d) fase de hepatite B crônica com marcador HBeAg negativo, na qual encontra-se 

uma reativação periódica com flutuação nas taxas de HBV-DNA e aminotransferase 
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no soro; e) hepatite B oculta, com perda do marcador HBsAg e persistência do 

HBV-DNA (EASL 2012). 

 

1.3.7) Hepatite B oculta 

 

 Apesar de a descrição do HBV remontar a década de 1960, a hepatite B 

oculta só passou a configurar o tema principal de muitas pesquisas relativas à 

hepatologia na virada do século XX, quando houve a publicação de um trabalho na 

revista The New England Journal of Medicine, investigando o HBV-DNA na biópsia 

de pacientes com sorologia negativa para o HBsAg e com doença crônica do fígado 

(Cacciola et al. 1999). Desta forma, a condição biológica da hepatite B oculta 

deixou de ser atrelada a razões desconhecidas, como era até o final da década de 

90, para ser apoiada por hipóteses de maior consistência, porém ainda não 

totalmente elucidadas (Raimondo et al. 2013).  

A hepatite B oculta é tradicionalmente caracterizada pela detecção do HBV-

DNA no tecido hepático acompanhada da impossibilidade de detecção do marcador 

de infecção HBsAg. O HBV-DNA também pode ser encontrado no soro, porém, 

normalmente em quantidades menores do que 200 UI/ml (Cacciola et al. 1999, 

Raimondo et al. 2008).  

Muitas evidências sustentam fatores, tanto do hospedeiro quanto virais, 

como os indutores e mantenedores do status oculto da infecção pelo HBV 

(Raimondo et al. 2013). Dentre os primeiros fatores podemos citar os imunológicos, 

e os epigenéticos. Estudos indicam que o sistema imunológico possua a habilidade 

de suprimir a replicação do HBV, uma característica sustentada pelo fato de que 

qualquer condição que leve à imunossupressão também seja capaz de reativar a 

hepatite B oculta (Torbenson & Thomas 2002, Raimondo et al. 2007). Além disso, a 

memória imunológica contra os antígenos do HBV pode persistir por muitos anos 

após a recuperação de uma hepatite B aguda, indicando que mesmo durante uma 

infecção oculta o HBV seja capaz de produzir antígenos que mantenham a 

especificidade da resposta de células T (Penna et al. 1996, Rehermann et al. 1996). 

Já as modificações epigenéticas, que são capazes de alterar o padrão de 

expressão de um gene sem modificar a sua disposição nucleotídica (Baylin & Jones 

2011), incluem o silencimento gênico por hipermetilação das ilhas CpG do genoma 

do HBV (Vivekanandan et al. 2009, Levrero et al. 2009). 
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Possíveis fatores virais de indução da hepatite B oculta se concentram em 

mutações na proteína S e coinfecção com outros vírus (Raimondo et al. 2013). 

Sendo a hepatite B oculta caracterizada pela ausência de HBsAg detectável, 

mutações nas regiões de ligação com os anticorpos anti-HBs dessa proteína foram 

indicadas como responsáveis por limitar o seu reconhecimento pelo sistema 

imunológico (Raimondo et al. 2007, El Chaar et al. 2010). Além disso, outro 

provável mecanismo de indução da hepatite B oculta é a coinfecção com outros 

vírus, em especial o HCV, cuja proteína do “core” foi demonstrada como forte 

inibidora da replicação do HBV (Raimondo et al. 2005a), além desta condição 

oculta da infecção pelo HBV apresentar maior prevalência em pacientes 

coinfectados pelo HCV (Torbenson & Thomas 2002, Raimondo et al. 2007). 

 Quando consideramos os marcadores sorológicos de infecção prévia, a 

hepatite B oculta pode ser dividida em duas condições: hepatite B oculta 

soropositiva, com a expressão de anticorpos anti-HBc e/ou anti-HBs; e hepatite B 

oculta soronegativa, sem a expressão de marcador sorológico (Figura 8) 

(Raimondo et al. 2008). A primeira situação pode ser provocada tanto pela perda do 

HBsAg em prosseguimento a uma hepatite B aguda, quanto após anos de uma 

infecção crônica normal (Michalak et al. 1994, Yotsuyanagi et al. 1998, Cacciola et 

al. 1999, Chen et al. 2002). Já a segunda, soronegativa, pode ser ocasionada 

também por duas vias: pela perda progressiva dos anticorpos e por falta de 

produção dos mesmos no início da infecção (Raimondo et al. 2008). Desta maneira, 

a hepatite B oculta se apresenta num contexto de diferentes aspectos virológicos e 

imunológicos, sob os quais podemos presumir uma infecção pelo HBV mesmo em 

pacientes com negatividade para o HBsAg, positivos ou não para os marcadores de 

infecção prévia, como os anticorpos anti-HBs e anti-HBc (Liang et al. 1990, Zhang 

et al. 1993). 

 Além disso, também podemos mencionar a “falsa” hepatite B oculta, na qual 

o HBsAg torna-se indetectável, não por sua perda progressiva, mas sim, porque a 

variante viral que causou a infecção é considera um mutante de escape: seu 

genoma codifica uma proteína de superfície modificada que impossibilita seu 

reconhecimento pelos kits comercias comumente utilizados para o diagnóstico do 

HBV. Os níveis de HBV-DNA no soro são também comparáveis aos de pacientes 

com sintomas clínicos para hepatite B clássica (Hu 2002, Torbenson & Thomas 

2002, Weber 2006, Gerlich et al. 2007, Raimondo et al. 2008). É importante relatar 
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que a maioria dos casos de hepatite B oculta é iniciada por variantes de replicação 

competente, mas que são suprimidas durante esta atividade, resultando em baixa 

viremia (Bréchot 2001, Hu 2002, Torbenson & Thomas 2002, Raimondo et al. 2007, 

Pollicino et al. 2007), e apenas um pequeno número dos casos de hepatite B oculta 

é relativo a variantes de escape viral (Blum et al. 1991, Chaudhuri et al. 2004). Vale 

ressaltar que os dados de prevalência da hepatite B oculta estão sujeitos à 

sensibilidade e especificidade dos métodos de investigação do HBV (Raimondo et 

al. 2013). 

 

 

Figura 8: Representação esquemática dos diferentes perfis sorológicos da hepatite B oculta. HBsAg 

= antígeno de superfície do HBV, anti-HBs = anticorpo contra o antígeno de superfície viral. 

Modificado de Raimondo et al. 2013. 

 

 Apesar da hepatite B oculta ser considerada inofensiva em pacientes 

imunocompetentes, caso estes entrem em estado de imunossupressão, ela pode 

ser reativada e suscitar um quadro clínico clássico, e, desta forma, a transmissão 

de partículas virais a outra pessoa pode gerar infecções típicas pelo HBV (Bréchot 

2001, 2004). A literatura também reporta a hepatite B oculta como um cofator para 

a hepatocarcinogênese, quando uma causa concomitante de injúria hepática estiver 

presente, como infecção pelo HVC ou consumo abusivo de álcool, por exemplo 

(Pollicino et al. 2011). 
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 Estima-se que o HBV mantenha seu potencial oncogênico em todas as 

situações clínicas do percurso de sua infecção, incluindo a hepatite B oculta. Assim 

sendo, é de extrema importância pontuar seu potencial oncogênico, mesmo no 

status oculto, através de: a) persistência do HBV-DNA nos hepatócitos, tanto 

integrado ao genoma humano quanto na forma episomal (minicromossomo); b) 

manutenção da replicação viral pelas células hepáticas, mesmo que em níveis 

baixos; c) capacidade de contribuição para a progressão da lesão hepática em 

direção à cirrose, que é o principal fator de risco para o CHC (Raimondo et al. 

2013). Estima-se que a existência de outras causas que levem à lesão hepática, 

como coinfecção com o HCV, acelere tal processo (Raimondo et al. 2005b, 2013). 

Vale ressaltar que o cccDNA do HBV oculto pode permanecer nos hepatócitos 

mesmo depois que o HBV-DNA circulante se tornar indetectável, promovendo o 

desenvolvimento de CHC mesmo em pacientes HBsAg e HBV-DNA negativos no 

soro, independentemente da eficácia de terapias antivirais (Takeda et al. 2016). 

 Apesar de o impacto clínico da hepatite B oculta no desenvolvimento de 

CHC ainda não ser totalmente estabelecido, os recentes trabalhos publicados 

procuram comprovar alguma possível associação. Desta forma, Coppola et al. 

(2015) publicou uma revisão na qual este tema foi cuidadosamente abordado, 

citando diversos outros estudos que investigaram o assunto, incluindo alguns que 

avaliaram o papel da hepatite B oculta no desenvolvimento da cirrose em pacientes 

cronicamente infectados pelo HCV (Cacciola et al. 1999, Silva et al. 2004, Hui et al. 

2006, Mrani et al. 2007, Laguno et al. 2008, Matsuoka et al. 2009, Emara et al. 

2010, Squadrito et al. 2013). 

 

1.3.8) Relação entre a infecção pelo HBV e o carcinoma hepatocelular 

 

 O HBV é o principal agente etiológico para o desenvolvimento de CHC, 

sendo a sua infecção crônica a causa de 55-60% de todos os casos de CHC no 

mundo. Além disso, o risco de desenvolver de CHC é 100 vezes maior entre 

indivíduos cronicamente infectados pelo HBV quando comparados a indivíduos sem 

a infecção (But et al. 2008, Pollicino 2014). Já a infecção pelo HCV aumenta esse 

risco em 20 vezes (Sun et al. 2003, McDonald et al. 2008a). Desta maneira, a 

Organização Mundial de Saúde classificou o HBV como o segundo principal agente 

carcinogênico humano (Pollicino et al. 2011, Cogliano et al. 2011). 
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A transformação maligna dos hepatócitos em CHC é um processo gradual, 

no qual há a influência de fatores tanto herdados quanto adquiridos. O 

desenvolvimento do CHC pode ocorrer por diferentes mecanismos, diretos e 

indiretos, que possuem como resultado mudanças na estabilidade das células 

hepáticas (Coleman 2003). O HBV é capaz de agir por ambas vias.  

O mecanismo indireto pelo qual o HBV é associado à hepatocarcinogênese 

está relacionado ao desenvolvimento da cirrose hepática, que pode ser 

desencadeada tanto por uma inflamação crônica do fígado quanto pela indução de 

estresse oxidativo devido à hepatite crônica, gerando lesões no tecido (Marquardt 

et al. 2015). Além disso, a infecção pelo HBV causa uma inflamação crônica no 

tecido hepático, levando a produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

que, por sua vez, podem induzir vários tipos de dano ao DNA, como quebras da 

sequência de nucleotídeos e mutações pontuais (Shibutani et al. 1991, Wink et al. 

1991). 

O outro mecanismo pelo qual a infecção pelo HBV pode desenvolver o 

câncer de fígado está associado às alterações diretas, genéticas ou relacionadas a 

atividade da sua proteína HBx (Schulze et al. 2016). A inserção clonal do genoma 

do HBV tem sido frequentemente relacionada a indução de deleções no DNA 

humano nos sítios de integração, promovendo a inativação de genes supressores 

de tumor e a instabilidade cromossômica (Hino et al. 1986). Além disso, a 

integração de regiões promotoras e com potencial intensificador próximo a genes 

envolvidos na carcinogênese pode modular a função e expressão destes (Moore & 

Chang 2010). Frequentemente a integração genômica do HBV em genomas de 

CHC tem sido reportada nos genes TERT (18-22%), KMT2B (5-10%) e CCNE1 

(5%). O primeiro é o gene que codifica a telomerase celular e a inserção do 

genoma viral na região promotora deste gene está associada a sua reativação, o 

que induz as células mutadas a adquirirem um potencial maligno e de escape da 

apoptose. Os outros dois são, respectivamente, o gene da histona metiltransferase 

e o gene da ciclina E, uma proteína que atua no ciclo celular (Jiang et al. 2012, 

Ding et al. 2012, Takeda et al. 2016). 

A proteína HBx é frequentemente encontrada no citoplasma celular (Su et al. 

1998)e atua através de interações proteína-proteína que causam a ativação da 

transcrição de diversos promotores celulares e virais, interferindo na expressão de 

genes e modulando a ação de fatores envolvidos na proliferação celular, apoptose, 
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inflamação e resposta imune (Tang et al. 2006, Kew 2011). Ela pode interagir com 

a proteína p53 e deslocá-la no citoplasma, causando a inativação de diversas vias 

celulares dependentes desta proteína como controle do ciclo celular e apoptose 

(Wang et al. 1994, Ueda et al. 1995, Takada et al. 1997, Jang et al. 2002, 

Mathonnet et al. 2004). Além disso, a proteína HBx também tem sido descrita como 

capaz de induzir a super expressão do fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF) (Kremsdorf et al. 2006), cuja função é de extrema importância para o 

crescimento do tumor, modular de controle epigenético de genes celulares e virais 

(Park et al. 2007, Belloni et al. 2009) e causar distúrbios de segregação 

cromossomal por se ligar ao fuso mitótico dos hepatócitos em divisão (Kim et al. 

2008, Wen et al. 2008). 

 

1.4) Torque teno vírus 

 

1.4.1) Classificação taxonômica 

 

 O Torque teno vírus (TTV) foi descoberto em 1997 a partir de estudos 

moleculares de análise de diferença representacional (RDA) de DNA proveniente 

do soro de um paciente com hepatite pós-transfusional de etiologia desconhecida. 

Parte da sua caracterização morfológica revelou um vírus não envelopado e com 

genoma de DNA fita simples (Nishizawa et al. 1997, Okamoto 1998). Desde 2005, o 

TTV pertence à família Anelloviridae, mais especificamente ao gênero 

Alphatorquevirus (ICTV 2015). Também neste ano foi proposto o seu atual 

acrônimo que, derivado do latim, emprega as palavras torque (colar) e tenuis 

(estreito) para fazer referência ao formato de seu genoma (Fauquet et al. 2005).  

 

1.4.2) Classificação morfológica 

 

 A partícula viral do TTV possui uma morfologia simplificada (Figura 9A), com 

formato icosaédrico do nucleocapsídeo e diâmetro variável entre 30-50 nm 

(Mushahwar et al. 1999). A capacidade de resistir à ação de solventes e ao calor 

seco tipifica a ausência de um envelope viral (Okamoto et al. 1998, Ukita et al. 

1999). As proteínas virais ainda não foram totalmente caracterizadas, mas acredita-
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se que o capsídeo seja formado por uma única proteína estrutural (Manzin et al. 

2015). 

 Por tratar-se de um vírus de propagação in vitro limitada devido à falta de um 

sistema celular adequado, estudos que visem sua descrição estrutural são 

sobremaneira escassos até o momento (Spandole et al. 2015). Uma das poucas 

micrografias eletrônicas disponível é de um estudo de Itoh et al. (2000), que 

analisou o sobrenadante de fezes e soro de pacientes infectados (Figura 9B). 

 

 

Figura 9: A) Esquema da partícula viral do TTV. Adaptado de http://viralzone.expasy.org. Acesso 

em 21/10/2016. B) Micrografia eletrônica de partículas agregadas de TTV. Retirado de Itoh et al. 

2000. 

 

1.4.3) Organização genômica 

 

 Em contraposição a pouca informação sobre sua estrutura, o genoma do 

TTV é o seu componente mais estudado. Ele é composto por uma macromolécula 

de DNA circular fita simples, com um tamanho que varia de 3,6-3,8 kb de extensão 

(Miyata et al. 1999, Heller et al. 2001, Peng et al. 2002). A hibridização in vitro do 

DNA genômico viral com moléculas de RNA complementar (+) foi responsável por 

demonstrar a polaridade negativa desta macromolécula (Mushahwar et al. 1999).  

 O genoma do TTV pode ser dividido em duas regiões distintas (Figura 10). A 

menor delas tem cerca de 1,2 kb de extensão e é não codificante, chamada UTR 

(do inglês untranslated region) ou NCR (do inglês non coding region). Ela possui 

uma região promotora TATA Box (Clewley et al. 2000) e um seguimento, com 

aproximadamente 110 nucleotídeos, rico em pares C-G, no qual estruturas 

http://viralzone.expasy.org/
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secundárias que podem atuar auxiliando o processo de replicação viral se formam 

(Mushahwar et al. 1999, Miyata et al. 1999, Okamoto et al. 1999b).  

A outra região é codificante e apresenta pelo menos três ORFs na sua 

extensão de 2,6 kb (Kamada et al. 2004, Manzin et al. 2015). A ORF1 codifica um 

polipeptídeo que pode variar de 700-770 aminoácidos de extensão, sendo a 

provável proteína constitutiva do capsídeo viral (Tawara et al. 2002). Sua 

participação na replicação por círculo rolante também tem sido sugerida. Além 

disso, ela contém um motivo N22, a primeira região a ser descrita, que codifica uma 

proteína homônima (Erker et al. 1999, Mushahwar et al. 1999). A ORF2 codifica 

uma proteína de extensão bem menor, com cerca de 200 aminoácidos, e que 

possui um suposto motivo conservado correspondente a proteína fosfatase tirosina 

(Tanaka et al. 2001, Peng et al. 2002), estando, possivelmente, envolvida na 

regulação de proteínas celulares e virais durante a infecção natural (Zheng et al. 

2007). Por fim, o produto da ORF3 é uma proteína composta por aproximadamente 

280 aminoácidos, portando um domínio rico em serina na porção C-terminal. Esta 

característica tem sua significância, visto a semelhança com a proteína não 

estrutural 5A do HCV, responsável por suprimir a ação antiviral do interferon (Asabe 

et al. 2001).  

 

Figura 10: Organização genômica do TTV. Adaptado de Watabane et al. (2005). 
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1.4.4) Replicação viral 

 

  Atualmente sabe-se que o TTV pode ser replicado por células de diferentes 

tecidos, sendo o seu genoma já recuperado de tecidos como o hepático, o 

pulmonar, do rim, do baço, das células periféricas do sangue, das glândulas da 

tireoide e dos nódulos linfáticos (Okamoto et al. 2001, Bando et al. 2001, Mariscal 

et al. 2002). Essa variabilidade sugere que a partícula viral possa formar um 

complexo de adsorção com os mais diferentes tipos de receptores celulares 

(Okamoto et al. 2001).  

  O mecanismo responsável por replicar as partículas do TTV ainda não é 

conhecido em sua totalidade, mas estima-se que, por se tratar de um vírus com 

genoma de DNA circular fita simples, por analogia, a replicação do seu genoma 

siga os mesmos princípios e mecanismos utilizados durante a replicação dos 

circovírus, vírus de plantas e bacteriófagos, que compartilham da mesma estrutura 

genômica. Desta forma, o mecanismo postulado é o de círculo rolante, que utiliza 

de um intermediário de DNA circular fita dupla (Mushahwar et al. 1999). 

 

1.4.5) Variabilidade e epidemiologia molecular 

 

O TTV possui grande variabilidade genética, mesmo se tratando de um vírus 

de DNA (Tanaka et al. 1998, Clewley et al. 2000). Entretanto, esta variabilidade não 

ocorre de maneira homogênea no genoma viral, sendo a região UTR bastante 

conservada entre os membros da família Anelloviridae, o que sugere um papel 

importante e provavelmente relacionado à regulação da expressão genômica 

(Spandole et al. 2015). A variabilidade genética é mais elevada nas chamadas 

regiões de hipervariabilidade, que ocupa cerca de 2/3 do genoma na região 

codificante (Okamoto et al. 1999a). 

Estudos de filogenia molecular da ORF1 têm demonstrado que o TTV é 

dividido em mais de 30 genótipos, com até 30% de diferença nucleotídica entre si 

(Okamoto et al. 1999b), que são classificados em cindo grandes grupos 

filogenéticos (genogrupos ou grupos genômicos), numerados de 1-5 (Peng et al. 

2002). Entre os genogrupos a distância genética é superior a 60% (Nishizawa et al. 

2001, Heller et al. 2001, Biagini 2004, 2009, Manzin et al. 2015). O genogrupo 1 

possui seis genótipos e é representado pelo isolado viral TA280 (protótipo) 
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pertencente ao genótipo 1 (Okamoto 1998). O genogrupo 2 possui cinco genótipos 

e é representado pelo isolado PMV (Clewley et al. 2000). O genogrupo 3 é 

composto por onze genótipos, incluindo os isolados SANBAN e TUS01 (Hijikata et 

al. 1999, Okamoto et al. 1999a). Já os genogrupos 4 e 5 apresentam, 

respectivamente, nove e três genótipos, carecendo de um representante bem 

definido (Peng et al. 2002). Mais recentemente, dois novos genogrupos (6 e 7) 

foram descritos para o TTV (Hsiao et al. 2016). 

Várias são as hipóteses que versam sobre essa extensa variabilidade. A 

primeira é sustentada pela alta frequência de mutações, que puderam ser 

observadas através de comparações temporais entre as sequências virais isoladas 

de um mesmo indivíduo (Gallian et al. 1999, Biagini et al. 1999, Irving et al. 1999). 

Entretanto, como sabido, devido à ausência de enzimas específicas, os vírus de 

DNA utilizam a própria maquinaria celular para a manutenção de seu genoma, 

sendo esta, natural e evolutivamente compatível com a prevenção de erros. As 

possibilidades levantadas foram a replicação com enzimas celulares com menor 

potencial de correção de erros e a utilização de um intermediário de RNA, assim 

como encontrado no vírus HBV. Entretanto, esta última hipótese foi desconsiderada 

pelo fato de o TTV não codificar uma transcriptase reversa (Nishizawa et al. 1999). 

  Um segundo mecanismo que pode sustentar a alta variabilidade do TTV são 

os eventos de recombinação intragenômica (Leppik et al. 2007). A variabilidade 

genética se mostra proeminente na ORF1 devido a existência de três regiões 

hipervariáveis caracterizadas por inúmeras inserções e deleções que podem, por 

fim, resultar numa diversidade entre os genogrupos maior do que 70%. Esta região 

genômica hipervariável pode estar relacionada com mecanismos de escape da 

resposta imune e a persistência da infecção (Jelcic et al. 2004). Sítios de 

recombinação também já foram relatados na região UTR (Worobey 2000). 

  Além disso, um extenso número de estudos tem reportado a ocorrência de 

coinfecções com vários isolados de TTV, que podem pertencer a diferentes 

genótipos e genogrupos, fortalecendo as hipóteses sobre uma possível 

recombinação intergenômica (Ball et al. 1999, Biagini et al. 1999, Irving et al. 1999, 

Sugiyama et al. 2001, Peng et al. 2002, Takács et al. 2003, Devalle & Niel 2005, 

Maggi et al. 2005, Kakkola et al. 2008, Pinho-Nascimento et al. 2011). Especula-se, 

também, que a transmissão interespecífica do TTV configure uma fonte de 

variabilidade, visto que partículas semelhantes ao TTV já foram isoladas em 
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primatas não humanos, em animais domésticos (cães e gatos), em suínos, e outros 

(Okamoto 2009). 

  Dado o exposto, o mecanismo exato pelo qual o TTV acumula essa 

diversidade ainda é incerto e menos fundamental do que realizar que ele, muito 

provavelmente, tenha coevoluído com a espécie humana, sendo este um reflexo da 

sua grande variabilidade (Gallian et al. 1999, Biagini et al. 1999, Pritchard et al. 

1999).  

  As estimativas de prevalência do TTV são feitas com base na detecção do 

genoma viral por PCR. Entretanto, o desenho de oligonucleotídeos a partir de 

sequências previamente conhecidas limita a detecção de novas variantes 

(Ninomiya et al. 2008). Os primeiros ensaios de PCR consideravam como alvo a 

ORF1, altamente heterogênea, e posteriormente a região UTR. Esta última, por ser 

não codificante, é capaz de sustentar a detecção do TTV com menor estringência 

quanto aos diferentes genogrupos (Hino 2002). O desenvolvimento de técnicas de 

PCR mais sensíveis, como a PCR em tempo real, possibilitou a diferenciação e 

quantificação dos genogrupos (Hu et al. 2005, Ninomiya et al. 2008). A Figura 11 

compara a prevalência do TTV pelas regiões não codificante (a) e codificante (b) do 

genoma viral. 

O TTV possui uma alta prevalência mundial, sendo encontradas taxas que 

variam em 50-100% na população estudada (Takahashi 1998, Hsieh et al. 1999, 

Hafez et al. 2007). A presença dos cinco genogrupos tem sido relatada em estudos 

de diferentes regiões, sendo o 3 descrito como frequentemente o de maior 

prevalência, em contraposição aos genogrupos 2 e 4, que seriam os menos 

prevalentes (Devalle & Niel 2004, Hu et al. 2005, Biagini et al. 2006).As maiores 

prevalências são, ainda, reportadas em usuários de drogas e em pacientes que 

passaram por tratamento transfusional ou de hemodiálise, entretanto, a alta 

titulação é reflexo de um estado imunocomprometido (Touinssi et al. 2001). Sabe-

se também que a infecção pelo TTV está fortemente associada ao avanço da idade 

(Hsieh et al. 1999, Saback et al. 1999, Zhong et al. 2001). 

No Brasil, um estudo de prevalência realizado com doadores de sangue, 

indivíduos cronicamente infectados pelo HBV e indivíduos portadores do vírus da 

imunodeficiência humana (HIV-1), residentes no Rio de Janeiro, encontrou 

prevalências de 46%, 43%, 35%, 18% e 17% para os genogrupos 5, 3, 1, 2 e 4 

(Devalle & Niel 2004). Já outro estudo, realizado com pacientes sob tratamento de 
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diálise na região sul do país, reportou maior frequência do genogrupo 5 (48%), 

seguido pelo 4 (46%) e nenhuma sequência para o genogrupo 2 foi encontrada na 

população estudada (Takemoto et al. 2015).  

 

Figura 11: Prevalência mundial do TTV com base na análise das regiões genômicas UTR (a) e 

codificante (b). Adaptado de Spandole et al. 2015. 

 

  Acreditava-se que a principal rota de transmissão do TTV fosse a parenteral 

devido a frequente presença do vírus em usuários de drogas e em pessoas que 

tiveram exposição ao sangue contaminado (Jafari et al. 2012, Massaú et al. 2012). 

Entretanto, esta hipótese não é compatível com as características de alta 
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prevalência mundial. A fim de preencher esta lacuna, novas rotas de transmissão 

vêm sendo postuladas, como a salivar (Gallian et al. 2000), a respiratória (Chikasue 

et al. 2012), a por via hídrica (Luo & Zhang 2001) e a alimentar (Jiménez-Melsió et 

al. 2013). A rota de transmissão sexual também tem sido reportada como possível 

(Calcaterra et al. 2001), mas mostrou-se incidental visto que a infecção pelo TTV 

pode ocorrer anteriormente à maturidade sexual. Ademais, comparações entre 

amostras virais recuperadas de mãe e filho mostraram similaridades em alguns 

casos e divergências em outros, confirmando a aquisição do vírus tanto por via 

vertical quanto por via horizontal (Bagaglio et al. 2002, Lin et al. 2002). 

 

1.4.6) TTV, hepatite e câncer 

 

Desde sua descoberta em 1997 o debate sobre a atuação no organismo do 

hospedeiro e a possível patologia do TTV tem estado em aberto. Contudo, é notório 

que um vírus ubíquo, de alta prevalência e que já se apresenta nas fases iniciais da 

vida humana não seja patogênico per se (Nishiguchi et al. 2000). Justamente, a 

associação da sua alta prevalência na população geral e a capacidade de 

estabelecer uma infecção persistente, colocam em xeque qualquer dúvida quanto 

ao seu potencial patogênico. Consequentemente, estudos da virada do século já 

apontaram o TTV como um componente do viroma humano (Griffiths 1999, 

Simmonds et al. 1999). As pesquisas que recaem para esta falta de 

patogenicidade, normalmente se fundamentam no longo período de coevolução do 

vírus com a espécie humana e na falta de um ligante celular específico (Spandole 

et al. 2015). Apesar disso, o TTV tem sido potencialmente relacionado com 

algumas doenças como hepatite (Asim et al. 2010), desordens hematológicas 

(Focosi et al. 2010), doenças respiratórias (Maggi et al. 2003) e doenças 

autoimunes (Gergely et al. 2006). 

  Associado à sua descoberta, o fato de o TTV ser replicado nas células 

hepáticas, in vivo e in vitro, fez com que as pesquisas procurassem uma relação 

entre o vírus e o desenvolvimento de doença hepática (Spandole et al. 2015). Pelas 

causas já mencionadas, é muito improvável que o TTV não cause hepatite de 

maneira isolada, sem associação com outros vírus ou causas, entretanto sua 

presença já foi associada a casos de hepatite fulminante (Huang et al. 2000)e de 

cirrose em pacientes transplantados (Kazemi et al. 2015). 
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  Enquanto algumas pesquisas mostram que os perfis clínicos de pacientes 

com hepatites virais crônicas em coinfecção com o TTV não são significativamente 

diferentes daqueles sem a coinfecção (Chattopadhyay et al. 2005), outras 

pesquisas mostraram que a presença do TTV em pacientes com hepatite culmina 

num perfil anormal do tecido hepático (Tanaka et al. 1999, Hu et al. 2002, Desai et 

al. 2005). Desta maneira, não se pode excluir por completo a possibilidade de o 

TTV favorecer a progressão da lesão hepática em pacientes previamente 

infectados pelo HBV ou HCV (Moriyama et al. 2001). 
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2) JUSTIFICATIVA 

 

 As infecções crônicas pelos vírus da hepatite B (HBV) e da hepatite C (HCV) 

são os principais fatores etiológicos para o CHC, sendo responsáveis por até 80% 

dos casos deste no mundo. Além dessas infecções, o alcoolismo, hepatite 

autoimune e NASH são fatores etiológicos não virais importantes para o 

desenvolvimento do CHC. Alguns estudos têm sugerido que a hepatite autoimune 

poderia ser ativada por vírus (Gish & Mason 2001), assim como o acúmulo de 

gordura no fígado nos casos de NASH ocorreria em resposta a uma infecção viral 

(Pasarica & Dhurandhar 2007). Alguns casos de CHC de etiologia desconhecida 

também têm sido descritos na literatura (Lee et al. 2013), gerando questionamentos 

sobre a possibilidade de outros agentes etiológicos estarem envolvidos no 

desenvolvimento deste tipo de câncer. Atualmente, uma série de vírus humanos 

hepatotrópicos que desenvolvem infecção crônica são conhecidos, como o 

HBV(Dane et al. 1970), o HCV (Choo et al. 1989), o vírus da hepatite D (HDV) 

(Rizzetto et al. 1977), o TTV (Nishizawa et al. 1997) e o vírus SEN (SENV) (Tanaka 

et al. 2001). Apesar de uma relação causal entre infecção viral e o desenvolvimento 

de CHC só ter sido estabelecida para o HBV e o HCV até o momento (Kew 2013), o 

estudo publicado por de zur Hausen & Villiers (2009) propõe que o TTV 

desempenhe um papel indireto na carcinogênese, modulando a resposta 

imunológica de células T. Estudos anteriores contrapõem seus resultados quanto à 

maior prevalência deste vírus em casos de CHC, cirrose e hepatite crônica 

(Poovorawan et al. 1998, Tanaka et al. 1998). Desta forma, as pesquisas sobre a 

atuação do TTV em casos de CHC, por ainda serem escassas, precisam ser 

incentivadas.  

 Uma alta prevalência de hepatite B oculta tem sido detectada em pacientes 

com CHC (Bréchot 2001, Huang & Hollinger 2014), frequentemente coinfectados 

pelo HCV (Cacciola et al. 1999). A ocorrência simultânea de hepatite B oculta e 

infecção crônica pelo HCV tem sido considerada como um fator de risco aumentado 

para o desenvolvimento do câncer (Donato et al. 1998, Shi et al. 2005).O status de 

portador crônico para o HBV é geralmente desconhecido pelo paciente nos casos 

de hepatite B oculta, visto que o principal marcador sorológico da infecção, o 

HBsAg, não está detectável. Nestes casos, somente testes moleculares de 
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detecção do HBV-DNA permitem determinar esta situação clínica, sendo a reação 

em cadeia da polimerase (PCR) o padrão ouro (Raimondo et al. 2008).  

 Os ensaios convencionalmente utilizados para a detecção de agentes virais 

baseiam-se na especificidade de ferramentas como a PCR e os ensaios 

imunoenzimáticos, mas muitos casos de diagnóstico laboratorial negativo ficam 

indefinidos quanto ao seu agente causal. Desta maneira, o emprego da abordagem 

metagenômica no sequenciamento de nova geração tem contribuído sobremaneira 

para a caracterização do viroma de diferentes situações clínicas (Yozwiak et al. 

2012, Law et al. 2013), descobrindo novos agentes, bem como associando outros 

sob os quais não havia especulação (Miller et al. 2013). 

 Desta forma, a investigação do viroma, incluindo a infecção oculta pelo vírus 

da hepatite B e a infecção pelo Torque teno vírus, presente em pacientes com 

diferentes perfis clínicos para doença hepática mostra-se de extrema importância. 

Seja por metagenômica ou por PCR específica, tais resultados poderão contribuir 

com uma melhor compreensão dos fatores virológicos associados ao 

desenvolvimento do CHC. 
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3) OBJETIVOS 

 

3.1) Objetivo geral 

 

 Determinar o viroma presente em amostras de soro de pacientes com e sem 

carcinoma hepatocelular através de abordagem metagenômica e PCR 

convencional. 

 

3.2) Objetivos específicos 

 

1) Determinar e comparar o viroma no soro de pacientes com carcinoma 

hepatocelular de diferentes etiologias, hepatite B ou C crônica sem câncer, e 

indivíduos saudáveis, através de abordagem metagenômica utilizando-se 

sequenciamento de nova geração; 

 

2) Investigar a ocorrência de hepatite B oculta em pacientes cronicamente 

infectados pelo vírus da hepatite C, com e sem carcinoma hepatocelular; 

 

3) Investigar a ocorrência de infecção pelo TTV em pacientes cronicamente 

infectados pelo vírus da hepatite C, com e sem carcinoma hepatocelular; 

 

4) Determinar a prevalência de coinfecções por diferentes genogrupos de TTV 

em pacientes cronicamente infectados pelo vírus da hepatite C, com e sem 

carcinoma hepatocelular. 
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4) METODOLOGIA 

 

4.1) Casuística  

 

Foram selecionados para esse estudo pacientes acompanhados 

ambulatorialmente no Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) com 

HBV-DNA ou HCV-RNA detectados com ou sem a presença de CHC, bem como 

pacientes com CHC de etiologia não viral, segundo os critérios de inclusão e 

exclusão. A coleta das amostras foi realizada no período de abril de 2010 a maio de 

2015, com consecutiva identificação e transferência para o Laboratório de Virologia 

Molecular da Fiocruz, onde foram processadas para a obtenção do soro, 

aliquotadas e estocadas a - 20°C. Além disso, foram incluídos no estudo amostras 

de soro de pacientes com hepatite fulminante autoimune, gentilmente cedidas pelo 

Dr. Marcelo Alves Pinto do Laboratório de Desenvolvimento Tecnológico em 

Virologia IOC/Fiocruz, e também amostras de soro de indivíduos saudáveis 

oriundas da soroteca do Laboratório de Virologia Molecular IOC/FIOCRUZ, e 

escolhidas segundo a ausência dos marcadores de infecção HBsAg e anti-HCV.  

Duas casuísticas foram elaboradas e aplicadas: a primeira contendo 

amostras de soro de 37 pacientes divididas em 12 grupos distintos (conforme item 

4.6.1); a segunda contendo 151 pacientes cronicamente infectados pelo HCV com 

e sem CHC (conforme item 4.7.1).  

Um banco de dados foi formulado contendo dados demográficos e clínicos 

dos indivíduos incluídos no projeto, através de consulta ao prontuário e ao paciente. 

  

4.2) Aspectos éticos 

 

 Este estudo possui aprovação nos Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Hospital Universitário Clementino Fraga Filho da UFRJ (nº 139/10), e do Instituto 

Oswaldo Cruz (nº 1.358.935). 

 

4.3) Critérios de inclusão 

 

 Foram convidados a participar do estudo indivíduos maiores de 18 anos com 

diagnóstico de CHC de etiologia pelo HBV ou HCV e indivíduos com diagnóstico de 
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hepatite B crônica e hepatite C crônica, sem CHC, segundo testes sorológicos para 

os marcadores de infecção HBsAg e anti-HCV, respectivamente, e positividade 

para o HBV-DNA ou HCV-RNA. Adicionalmente, foram incluídos no estudo 

pacientes com diagnóstico de CHC de etiologia não viral e pacientes com hepatite 

fulminante autoimune. Todos os pacientes que concordaram em participar da 

pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). 

 

4.4) Critérios de exclusão 

 

 Foram excluídos do estudo pacientes que não tiveram condições de se 

submeter à coleta de sangue e pacientes que não concordaram em assinar o 

TCLE. 

 

4.5) Separação do soro do sangue periférico 

 

 As amostras de soro foram obtidas a partir da coleta de sangue total em 

tubos plásticos estéreis de 8,5 ml da BD Vacutainer® SST II Advance, com a 

presença de ativador de coágulo e de gel separador. Após a coleta, os tubos foram 

centrifugados a 3.000 rpm por 5 minutos para separar o soro dos outros 

componentes do sangue, tendo, em seguida, sido aliquotado e estocado a -20°C. 

 

4.6) Análise metagenômica 

 

4.6.1) Amostragem 

 

 Amostras de soro de 37 pacientes foram selecionadas e agrupadas em 12 

grupos distintos de acordo com a etiologia e o estágio da doença hepática, bem 

como o uso ou não de tratamento antiviral. Para cada grupo, as amostras de soro 

foram misturadas em partes iguais em um volume final de 600 µL. Cada grupo 

corresponderá posteriormente a uma biblioteca genômica. 

Grupo 1: Pacientes HCV positivos sem CHC e sem tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 

Grupo 2: Pacientes HCV positivos sem CHC e com tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 
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Grupo 3: Pacientes HCV positivos com CHC e sem tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 

Grupo 4: Pacientes HCV positivos com CHC e com tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 

Grupo 5: Pacientes HBV positivos sem CHC e sem tratamento antiviral (n=4 

pacientes) 

Grupo 6: Pacientes HBV positivos com CHC e sem tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 

Grupo 7: Pacientes HBV positivos com CHC e com tratamento antiviral (n=3 

pacientes) 

Grupo 8: Pacientes com CHC de etiologia autoimune (n=3 pacientes) 

Grupo 9: Pacientes com CHC de etiologia por esteato-hepatite não alcoólica (n=4 

pacientes) 

Grupo 10: Pacientes com CHC de etiologia desconhecida (n=2 pacientes) 

Grupo 11: Pacientes com hepatite fulminante autoimune (n=3 pacientes) 

Grupo 12: Indivíduos saudáveis (n=3 indivíduos) 

 

4.6.2) Enriquecimento das partículas virais 

 

4.6.2.1) Filtragem 

 

 Um total de 600 µL de mistura de soro de cada grupo foi submetido ao 

processo de filtragem em filtro MILLEX®-FG50 estéril, descartável e com diâmetro 

de 0,22 µm. Ao final da filtragem, o rendimento foi de 200 µl de soro de cada grupo. 

 A filtragem compreendeu a primeira etapa de concentração e enriquecimento 

das partículas virais do soro, crucial para o estudo de metagenômica viral, pois foi 

responsável por reter células humanas e possíveis células bacterianas circulantes 

no sistema sanguíneo. O produto da filtragem passou a conter apenas partículas 

filtráveis, incluindo nesta parcela as partículas virais. 

 

4.6.2.2) Tratamento com nuclease 

 

 Após a filtragem, os 200 µL de soro de cada grupo foram submetidos ao 

tratamento com Benzonase® Nuclease (Sigma-Aldrich) para eliminar possíveis 
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ácidos nucleicos não encapsidados. O tratamento foi realizado por 30 minutos à 

37°C em calor úmido utilizando 50 U da enzima. Por não possuir atividade 

proteolítica, os ácidos nucleicos virais permaneceram protegidos dentro dos 

capsídeos. 

  

4.6.3) Extração de DNA e RNA 

 

 Os ácidos nucleicos virais foram extraídos a partir dos 200 µl de soro filtrado 

e tratado com nuclease com o uso do kit comercial QIAamp Viral RNA mini kit 

(Qiagen), o qual é capaz de extrair simultaneamente DNA e RNA. Trata-se de um 

kit de extração de colunas filtrantes cuja técnica inicia com a desnaturação das 

partículas virais para garantir o isolamento do ácido nucleico. Posteriormente, estes 

ácidos nucleicos são ligados de maneira específica à membrana de sílica do filtro 

enquanto impurezas são retiradas com tampões de lavagem. Os procedimentos 

foram realizados segundo as recomendações do fabricante, excetuando-se a 

adição do carreador de RNA que, apesar de aumentar a afinidade das moléculas 

de RNA à membrana do filtro, nos casos de título viral baixo, por serem coeluídos, 

são potenciais causadores de artefatos no sequenciamento. Um teste prévio sem o 

uso do carreador mostrou que o kit foi capaz de extrair o RNA do HCV mesmo sem 

a adição do carreador. O material extraído dos doze grupos foi identificado e 

estocado a -70°C.  

 

4.6.4) Amplificação randômica 

 

A amplificação randômica dos ácidos nucleicos foi realizada através de 

múltiplas etapas de polimerização (Figura 12), incluindo o uso de diferentes 

enzimas e de diferentes oligonucleotídeos desenhados para o experimento (Tabela 

1) (Froussard 1993). DNA e RNA foram processados conjuntamente. 

  

Tabela 1: Iniciadores utilizados no processo de amplificação randômica. 

Oligonucleotídeo Sequência 

Universal dN6 5'-GCCGGAGCTCTGCAGAATTCNNNNNN-3' 

Universal 5'-GCCGGAGCTCTGCAGAATTC-3' 
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4.6.4.1) Transcrição reversa 

  

 Após a extração, o material genético foi submetido à etapa de transcrição 

reversa das fitas de RNA utilizando o oligonucleotídeo universal dN6 e a enzima 

SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Este é composto por duas 

regiões distintas, sendo uma composta por seis nucleotídeos aleatórios 

posicionados no terminal 3’ e outra de 20 nucleotídeos conhecidos e conservados 

no terminal 5’ (Tabela 1). A porção randômica 3’ pode se ligar a qualquer região 

dos fragmentos de ácido nucleico, fornecendo o terminal 3’-OH necessário para 

que a enzima inicie sua atividade. Todos os procedimentos foram feitos de acordo 

com as instruções dos fabricantes, excetuando-se pela adição de um passo anterior 

de aquecimento a 95°C por 2 minutos para linearizar possíveis regiões de 

complementaridade de RNA. Ao final desta etapa, as fitas de cDNA passaram a 

apresentar na extensão do seu terminal 5’ os 20 nucleotídeos fixos do primer 

universal dN6. 

 A reação de transcrição reversa foi realizada em duas etapas com mistura 

de reações distintas. A primeira reação foi realizada com 6 µl do material extraído, 

filtrado e tratado com nuclease em um volume final de 13 µl (4,5 de água, 1µl de 

nucleotídeos - 0,2 mM e 1,5 µl de universal dN6 - 0,1µg/µl) e subsequentemente 

submetida a um programa de 65°C por 5 minutos no termociclador. A segunda 

reação contemplou 1 µl de SuperScript III (200U/µl), 1 µl de DTT (0,1 M), 4 µl de 5x 

First Strand Buffer e 1 µl de RNase OUT, totalizando 20 µl, e levada ao 

termociclador para a performance da seguinte condição de temperatura: 50°C por 

50 min, para a síntese do cDNA, seguida por 85°C por 5 min para terminar a reação 

de transcrição reversa. 

 

4.6.4.2) Reação com a enzima Klenow 

 

 Após a etapa de síntese do cDNA, foi realizada uma primeira reação com a 

enzima Klenow Fragment (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientações do 

fabricante: uma mistura de 2 µl da enzima (150 U/µl), 2,5 µl de tampão (500mM 

Tris-HCl (pH 7,2), 100mM MgSO4 e 1mM DTT) e 0,5 µl de oligonucleotídeo dN6 

foram adicionados ao cDNA, à 37°C por 30 mim. Esta enzima é composta apenas 

pelo fragmento maior da DNA polimerase I, com ausência de atividade RNAse H, e 

trabalha em um único ciclo, utilizando como molde cDNA ou DNA para construir a 
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fita complementar. Desta forma, consequentemente, ela também acaba 

complementando a sequência do oligonucleotídeo dN6, incorporado à extensão do 

fragmento na etapa anterior.  

Depois de realizado este procedimento, as fitas de cDNA foram 

transformadas em DNA dupla fita com a incorporação da sequência complementar 

do oligonucleotídeo dN6 na nova fita. Com o DNA ocorreu processo idêntico, sendo 

necessário mais uma reação com a enzima Klenow para que a dupla fita 

apresentasse a região conservada do oligonucleotídeo em sua extensão (Froussard 

1993). 

 

4.6.4.3) Amplificação do DNA 

 

 Para tornar a quantidade de DNA de cada mistura suficiente para iniciar a 

construção das bibliotecas genômicas, foi necessário a realização dePCR. Para tal, 

foi utilizada a enzima AmpliTaq® DNA Polimerase (Termo Fisher Scientific) e o 

oligonucleotídeo universal (Tabela 1). Este último possui exatamente a mesma 

sequência que o universal dN6, porém, sem a região randômica, sendo 

absolutamente complementar ao seu reverso, produzido durante as reações com a 

enzima Klenow.  

As reações de PCR foram realizadas nas seguintes condições: 6 μL de DNA 

foram acrescentados a uma mistura contendo 20 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM 

EDTA, 1 mM DTT, 0,75 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,5 U de Platinum® Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen) e 10 pmol do oligonucleotídeo universal em um volume 

final de 25 μL. A reação foi realizada sob as seguintes condições: 94ºC por 3 

minutos (desnaturação inicial da fita de DNA), 40 ciclos de 94ºC por 1minuto 

(desnaturação), 55ºC por 1 minuto (anelamento dos oligonucleotídeos), 72ºC por 3 

minutos (extensão), seguido pelo alongamento final a 72ºC durante 10 minutos. 
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Figura 12: Ilustração dos procedimentos moleculares necessários à amplificação randômica. 

Primeiro as fitas de RNA são convertidas em cDNA pela ação de uma transcriptase reversa e com o 

uso do oligonucleotídeo universal dN6. A primeira reação com a enzima Klenow adiciona a 

sequência do oligonucleotídeo nas novas fitas, bem como sintetiza a sequência complementar aos 

20 nucleotídeos conservados, tanto no cDNA como no DNA. A segunda reação com Klenow é 

necessária para que ambas as fitas do DNA passem pelo mesmo processo, visto que a transcrição 

reversa não tem influência sobre DNA. Por fim, na amplificação randômica, como as fitas já 

apresentam a sequência complementar ao oligonucleotídeo universal em sua extensão, é possível 

proceder com a reação em cadeia da polimerase utilizando, para tal, o oligonucleotídeo universal. 

 

4.6.5) Eletroforese digital 
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 Ao final da amplificação randômica espera-se que a observação por 

eletroforese mostre um rastro de ácidos nucleicos no lugar de bandas específicas. 

Para confirmar o sucesso da amplificação, foi realizada uma reação de eletroforese 

digital, com o uso do chip DNA LabChip® e o equipamento Bioanalyzer 2100 

(Agilent Technologies), seguindo as informações do fabricante. Outras informações 

quanto ao procedimento estão presentes no item 4.6.8 (Validação das bibliotecas 

genômicas). 

 

4.6.6) Quantificação do material amplificado pelo método randômico 

 

 A quantificação do material amplificado foi realizada no fluorômetro Qubit® 

2.0 Fluorometer (Invitrogen) com os reagentes do kit comercial Qubit dsDNA BR 

Assay (Thermo Fisher Scientific). A técnica é baseada na mistura do material a ser 

quantificado ao reagente previamente diluído e posterior leitura da concentração no 

equipamento, sendo altamente específica para a quantificação de DNA dupla fita. 

 

4.6.7) Construção das bibliotecas genômicas 

 

 O DNA metagenômico amplificado randomicamente de cada grupo foi 

utilizado como material inicial para a construção das bibliotecas genômicas com o 

kit Nextera® XT DNA Library Preparation (Illumina). Este kit é desenvolvido para a 

utilização de 1 ng de DNA inicial e foram seguidas as recomendações do 

fabricante. 

 Esse processo consiste em múltiplas etapas com foco na fragmentação e 

adição de adaptadores às sequências molde de DNA numa única reação chamada 

tagmentação. A enzima responsável é um transposon geneticamente modificado 

para realizar simultaneamente as duas ações mencionadas. Posteriormente, o DNA 

tagmentado foi amplificado numa reação que possibilitou a adição de diferentes 

pares de indicadores (um para cada amostra), necessários à formação dos 

“clusters” na célula de fluxo do sequenciamento e para a identificação das leituras 

após o mesmo. Por fim, as bibliotecas foram purificadas com um sistema de 

microesferas magnéticas da Agencourt® AMPure XP (Beckman Coulter Inc.), 

providenciando uma seleção dos fragmentos de maior tamanho. 
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4.6.8) Validação das bibliotecas genômicas 

 

 Uma nova etapa de quantificação foi necessária, tendo como objetivo 

identificar a quantidade de DNA de cada biblioteca para posterior normalização. 

Utilizou-se novamente o kit comercial Qubit dsDNA BR Assay (Thermo Fisher 

Scientific).  

 Uma variedade maior de tamanhos é esperada para os fragmentos de 

ácidos nucleicos após a reação de tagmentação de construção das bibliotecas 

genômicas. As bibliotecas foram validadas quanto sua qualidade e tamanho médio 

dos fragmentos segundo os resultados obtidos por uma segunda reação de 

eletroforese eletrônica no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), 

utilizando o kit DNA LabChip® (Agilent Technologies).  

 As informações da quantidade e do tamanho médio dos fragmentos 

permitiram identificar a concentração de DNA de cada biblioteca, sendo uma 

informação necessária para a etapa de normalização. Nesta última etapa foi feito o 

equilíbrio da quantidade de cada biblioteca de forma a garantir uma representação 

equânime de cada uma na mistura final que foi colocada na célula de fluxo do 

sequenciamento. 

 

4.6.9) Sequenciamento de nova geração 

 

 As bibliotecas normalizadas foram subsequentemente misturadas numa 

única mistura, submetidas à formação dos agrupamentos genômicos, segundo as 

recomendações do kit HiSeq SR Rapid Cluster V2 (Illumina), e ao sequenciamento 

no equipamento Illumina HiSeq 2500, segundo as instruções do kit HiSeq Rapid 

SBS v2 de 200 ciclos (Illumina). 

 

4.6.10) Análise das sequências de NGS 

 

 As análises de bioinformática foram realizadas na plataforma online para 

tratamento de dados genômicos Stingray@Galaxy (Wagner et al. 2014). Ela possui 

um sistema de fácil manuseio baseado no contexto de fluxos de trabalho, 

concebidos para facilitar o tratamento de dados oriundos de sequenciamentos de 

Sanger e de nova geração. Não foi realizado o processo de limpeza das leituras. 
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 Após a inserção dos dados do sequenciamento das bibliotecas genômicas 

na plataforma, as sequências brutas passaram por um controle de qualidade 

através da ferramenta FastQC (Andrews 2010), que foi capaz de fornecer um 

resultado rápido e universal sobre possíveis problemas ocorridos no 

sequenciamento e que pudessem dificultar o prosseguimento das análises. 

A estratégia utilizada para analisar os dados consistiu em converter o 

formato das sequências fastq para fasta e concatená-las em um único arquivo para 

serem processadas pelo programa CD-HIT (incluso na plataforma). Este programa 

foi responsável por filtrar a redundância das sequências que foram, então, 

utilizadas na busca por similaridade contra o banco de dados curado RefSeq do 

NCBI, através do BlastN (Figura 13). O resultado de cada biblioteca foi importado 

para o software MEGAN versão 6 (Huson et al. 2016), fora do ambiente 

Stingray@Galaxy, para a realização dos mapeamentos taxonômicos. A 

comparação do perfil taxonômico entre as 11 bibliotecas foi feita usando a opção 

Compare do MEGAN. 

 

 

Figura 13: Fluxo de trabalho utilizado na análise das sequências de NGS. 

 

4.7) Detecção específica de HBV e TTV 

 

4.7.1) Amostragem 

 

 Participaram deste estudo 151 pacientes com hepatite C crônica, sendo 49 

com diagnóstico de CHC e 102 sem CHC.  
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Tanto a quantificação da carga viral quanto a presença de marcadores 

sorológicos de infecção prévia foram identificadas em colaboração com o 

Laboratório Central Noel Nutels do Rio de Janeiro.  

 

4.7.2) Extração de DNA viral 

 

 Os ácidos nucleicos virais foram extraídos a partir de 200 µl de soro, 

utilizando-se o kit comercial QIAamp Viral DNA mini kit (Qiagen) de acordo com as 

instruções do fabricante. Este procedimento consiste em múltiplos passos cujo 

cerne se encontra na lise celular das amostras com posterior estabilização e 

seletiva adsorção dos ácidos nucleicos à membrana de sílica do filtro das colunas 

de lavagem, através de tampões apropriados. Após as etapas de lavagem, o DNA 

obtido foi eluído em 50 µl de tampão de baixa concentração de sal. 

 

4.7.3) Amplificação do HBV-DNA 

 

 A amplificação da região genômica S do HBV foi realizada em duas etapas 

através de uma PCR em semi-nested, utilizando-se o termociclador GeneAmp 

Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems). Na primeira etapa, 2 μL de DNA foram 

acrescentados a uma mistura contendo 20 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 

1mM DTT, 0,75 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,5 U de Platinum® Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen) e 10 pmol dos oligonucleotídeos PS1 e SR (Tabela 2) em 

um volume final de 25 μL. A reação foi realizada sob as seguintes condições: 94ºC 

por 2min (desnaturação inicial da fita de DNA), 35 ciclos de 94ºC por 30seg 

(desnaturação), 57ºC por 40seg (anelamento dos oligonucleotídeos), 72ºC por 2min 

(extensão), seguido pelo alongamento final a 72ºC durante 7min. O produto final 

obtido foi de 1.099 pb. Para a segunda etapa de amplificação, utilizou-se 4 μL do 

produto amplificado na primeira etapa, 1Ude Platinum® Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen) e os oligonucleotídeos S1 e SR (Tabela 2) em um volume final de 50μL 

utilizando-se as mesmas condições descritas para a primeira etapa. Esta segunda 

etapa de amplificação gerou um produto final de 580 pb. 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação do gene S do HBV. 

Oligonucleotídeo Polaridade Posição no 
genoma * 

Sequência (5’-3’) 

PS1 senso 2826-2845 CCATATTCTTGGGAACAAGA 
S1 senso 120-143 CTTCTCGAGGACTGGGGACC 
SR antissenso 704-685 CGAACCACTGAACAAATGGC 

*Posição considerando um genoma de 3.221 pb, sendo a posição 0 o sítio para EcoRI presente na região pre-S2. 

 

4.7.4) Amplificação do TTV-DNA 

 

 O DNA extraído das amostras de soro foi submetido à amplificação dos 

diferentes genogrupos do TTV, em uma reação amplificativa de caráter nested e 

multiplex, padronizada por Devalle & Niel (2005). Os oligonucleotídeos senso e 

antissenso usados no primeiro ciclo são ditos “universais” para o genoma do TTV, 

pois amplificam uma região conservada entre todos os genogrupos investigados, 

gerando um fragmento que abrange, aproximadamente, 80% do genoma viral. Já 

no segundo ciclo foi utilizada uma mistura de seis oligonucleotídeos ditos grupo- 

específicos, desenhados para reconhecer os isolados de um mesmo genogrupo, 

porém diferenciando entre os cinco. Tais oligonucleotídeos foram propostos por 

Devalle & Niel (2004) e estão dispostos na Tabela 5.  

 Na primeira etapa 2 μL de DNA foram acrescentados a uma mistura 

contendo 20 mM de Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,75 mM MgCl2, 

0,2 mM de dNTP, 0,5 U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e 10 pmol 

dos oligonucleotídeos T1S e T1A (Tabela 3) em um volume final de 25 μL. O 

produto final foi de aproximadamente 2600 pb. Para a segunda etapa de 

amplificação, utilizou-se 4 μL do produto amplificado na primeira etapa, 1U de 

Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e os oligonucleotídeos T2S, T2G1A, 

T2G2A, T2G3A, T2G4A E T2G5A (Tabela 3) em um volume final de 50 μL, 

utilizando-se as mesmas condições descritas para a primeira etapa. As condições 

de temperatura para ambos os ciclos foram: 94°C por 3 min (desnaturação inicial), 

30 ciclos de 94°C por 30 seg (desnaturação), 59°C por 30 seg (anelamento dos 

oligonucleotídeos) e 72°C por 75 seg (extensão), seguido por um alongamento final 

a 72°C por 7 min. Ao final do segundo ciclo os tamanhos de bandas esperadas 

foram de 397, 700, 885, 111 e 785 pb para os genogrupos de 1 a 5, 

respectivamente (Devalle & Niel 2004). 
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Tabela 3: Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação genogrupo-específica do 

TTV. 

Oligonucleotídeo Polaridade Posição no 
genoma* 

Sequência (5’-3’) Genogrupo 

T1S senso 180-201 CCGDAGGTGAGYTTACACACCG universal 
T1A antissenso 3372-3352 AGGCCYTATGGCGAAGTCTGG universal 
T2S senso 203-222 AGTCAAGGGGCAATTCGGGC universal 
T2G1A antissenso 599-578 CCATAGGCCATGGTGCTCKATC 1 
T2G2A antissenso 897-878 GTGGTRCCCGTTCCACAGAT 2 
T2G3A antissenso 1083-1063 CCTGTATCTGGCCAGGTCTAG 3 
T2G4A antissenso 319-302 CGGCGGTCTCCACGGCAT 4 
T2G5A antissenso 678-658 TCYGCGAAGTCKGCCACGGGT 5 

D = A, G ou T; Y = C ou T; K = G ou T; R = A ou G 

* Posição considerando os seguintes isolados de referência: TA278 (para os 4 primeiros oligonucleotídeos), PMV, SANBAN, 

KC009 e CT39F, respectivamente 

 

4.7.5) Eletroforese 

 

 Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 

2% (PCR do HBV) ou 3% (PCR do TTV). O gel foi feito utilizando-se 2g ou 3g, 

respectivamente, 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 

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). 

 

4.7.6) Purificação dos produtos de PCR para sequenciamento do HBV 

 

 Os produtos da amplificação do gene S do HBV foram purificados utilizando 

o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), para a remoção do 

excesso de nucleotídeos e oligonucleotídeos. O DNA se liga a membrana de sílica 

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

 

4.7.7) Sequenciamento de Sanger para o HBV 

 

 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). 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 
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água Mili-Q para completar um volume final de 7,5 μL por poço. 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 o gene S do HBV foram utilizados quatro 

oligonucleotídeos (Tabela 4). A reação foi submetida a 40 ciclos de 94°C por 

10segundos, 50°C por 5segundos e 60ºC por 4 minutos. Após a reação de 

sequenciamento, foi realizada uma precipitação com 80 µl de 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 4.000 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 minutos sob abrigo da luz, e 

armazenada até ser submetida ao sequenciamento. A leitura automática das 

sequências foi realizada no sequenciador automático de 96 capilares ABI 3730xl 

DNA Analyzer (Applied Biosystems) da Plataforma de sequenciamento de DNA da 

FIOCRUZ. 

 

Tabela 4: Oligonucleotídeos utilizados no sequenciamento de Sanger. 

Oligonucleotídeo Polaridade Posição 
no 
genoma* 

Sequência (5’-3’) 

S1 senso 120-143 CTTCTCGAGGACTGGGGACC 
S4 senso 416-436 TGCTGCTATGCCTCATCTTCT 
S3 antissenso 545-523 CCTTGAGCAGGAGTCGTGCAGGT 
SR antissenso 704-685 CGAACCACTGAACAAATGGC 

*Posição considerando um genoma de 3.221 pb, sendo a posição 0 o sítio para EcoRI presente na região pre-S2. 

 

4.7.8) Edição das sequências obtidas e genotipagem do HBV 

  

Os eletroferogramas das sequências resultantes do sequenciamento 

automático foram visualizados através da função Trace/Editor (incluso do MEGA), e 

editadas e analisadas manualmente usando o software MEGA versão 7.0.18 

(Kumar et al. 2016). A sequência consenso foi produzida através de alinhamentos 

com o programa Muscle, incorporado ao software. Os genótipos do HBV foram 
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determinados por análise filogenética, utilizando sequencias de referência 

disponíveis no GenBank. A análise filogenética das sequências de HBV foi 

realizada pelo método da Máxima Verossimilhança, também incorporado ao 

software MEGA. A subgenotipagem foi realizada pela ferramenta online 

Geno2pheno (Max Planck Institute for Informatics 2016), que baseia seus 

resultados através de alinhamento com um genoma de referência do HBV de 

genótipo D, e os sorotipos do HBV foram identificados segundo a ferramenta HVDR 

Small Genome (Bell & Kramvis 2015). 

 

4.7.9) Análise estatística 

 

 Para a análise comparativa entre os grupos foram utilizados os testes de 

Mann-Whitney ou teste T de student para as variáveis numéricas e os testes Chi-

quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher para as variáveis categóricas, 

quando apropriado. O valor de significância adotado é de5%.A análise de 

regressão logística multivariada foi realizada definindo o carcinoma hepatocelular 

(presença/ausência) como variável dependente. As covariáveis selecionadas 

incluídas no modelo foram aquelas com um valor de p<0,20 na análise univariada. 

Este modelo foi ajustado para gênero e idade. Os resultados foram apresentados 

como odds ratios (OR) com seus intervalos de confiança (IC) de 95%. As análises 

foram realizadas utilizando-se o programa SPSS versão 21.0 (SPSS Inc., Chicago, 

Il, USA). 
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5) RESULTADOS 

 

5.1) Análise metagenômica 

 

5.1.1) Amplificação randômica 

 

 A amplificação randômica dos ácidos nucleicos virais, utilizada para 

aumentar a concentração de DNA dupla fita antes da construção das bibliotecas 

genômicas, teve sua eficácia avaliada segundo os resultados fornecidos pela 

eletroforese digital no Bioanalyzer. Dois ensaios foram comparados e estão 

dispostos nas Figuras 14 e 15. 

 Nas Figuras 14 e 15 estão apresentados, respectivamente, os resultados 

das eletroforeses digitais para as bibliotecas de 1 a 12 antes e depois da 

amplificação randômica. Especificamente, a Figura 14 corresponde ao momento 

pós-tratamento com a enzima Klenow e a Figura 15 foi após a reação de 

amplificação randômica, onde foi possível observar inúmeras bandas de 

amplificação randômica. A biblioteca 10 (pacientes com diagnóstico de CHC de 

etiologia indeterminada), não apresentou amplificação do material genético, e, 

portanto, foi descartada das etapas subsequentes. 
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Figura 14: Resultado da eletroforese digital fornecido pelo Bioanalyzer para as bibliotecas de 1 a12 

antes da amplificação randômica. 

 

 

Figura 15: Resultado da eletroforese digital fornecido pelo Bioanalyzer para as bibliotecas de 1 a 12 

após a amplificação randômica. 
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 Além deste resultado, também utilizamos a eletroforese digital para averiguar 

se o procedimento de tagmentação havia funcionado. De acordo com o esperado, 

as bandas de dispersão irregular foram fragmentadas o suficiente para passarem a 

apresentar um padrão mais contínuo. A Figura 16 mostra este outro padrão de 

dispersão do material genético.  

A média da quantidade de DNA das bibliotecas construídas foi de 4,58 ng/µl, 

sendo a menor quantidade de 3,60 ng/µl e a maior de 5,97 ng/µl.  

 

 

Figura 16: Resultado da eletroforese digital fornecido pelo Bioanalyzer para as bibliotecas 1 a 9, 11 

e 12 após o processo de tagmentação.  

 

5.1.2) Sequenciamento de nova geração 

 

 O sequenciamento das 11 bibliotecas gerou um total de 488.120.942 

sequências. Cerca de 98% destas leituras puderam ser identificadas pelo software 

do sequenciador. Como foi procedido um sequenciamento do tipo “paired-end”, 

cada biblioteca gerou dois arquivos de mesma quantidade com cada “read” 

alcançando até 100 pb. A Tabela 5 mostra a quantidade de leituras para cada 

biblioteca sequenciada. 
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Tabela 5: Números absolutos de leituras obtidas por biblioteca. 

Biblioteca Leituras por 
arquivo 

Leituras 
concatenadas 

Leituras 
únicas 

Leituras com 
Hit 

% 
Hits 

1 27.200.696 54.401.392 145.804 68.583 47% 
2 21.940.621 43.881.242 125.322 54.701 44% 

3 23.504.744 47.009.488 99.199 44.999 45% 
4 21.340.580 42.681.160 112.820 51.524 46% 
5 14.322.575 28.645.150 65.242 32.466 50% 
6 21.346.736 42.693.472 101.218 40.864 40% 
7 22.721.825 45.443.650 134.280 54.062 40% 
8 23.562.867 47.125.734 111.586 49.747 45% 
9 22.896.477 45.792.954 135.468 58.567 43% 

11 24.868.322 49.736.644 236.763 74.892 32% 
12 20.355.028 40.710.056 229.871 45.720 20% 

 

 O controle de qualidade realizado pela ferramenta FastQC mostrou que as 

sequências brutas, de ambos os arquivos, de todas as bibliotecas, obtiveram o 

mesmo padrão (Figura 17), com os valores medianos, a extensão interquartil e os 

valores médios de todos os 100 pb permanecendo no quadrante verde, de máxima 

qualidade. 

 

 

Figura 17: Índice de qualidade obtido para das onze bibliotecas sequenciadas. 
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5.1.3) Análise das sequências de NGS 

 

 De acordo com a estratégia de bioinformática realizada, uma árvore 

comparativa de todos grupos taxonômicos presentes nas onze bibliotecas 

sequenciadas foi estabelecida (Figura 18). Foi possível recuperar sequências de 

organismos celulares como Acidobacteria, bactérias ambientais, Fibrobacteres, 

Chlorobi e Bacteroidetes (grupo FCB), Proteobacteria, Spirochaetes, 

Actinobacteria, Cyanobacteria e Firmicutes, bem como sequências de procariotos 

não classificadas, sequências de eucariotos, sequências não classificáveis e 

sequências não identificadas. Após a análise das sequências de NGS verificamos 

que não foi possível recuperar sequências de origem viral.  
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Figura 18: Gráfico comparativo dos diferentes grupos taxonômicos encontrados nas onze bibliotecas analisadas.
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5.2) Detecção específica do HBV e TTV 

 

5.2.1) Hepatite B oculta 

 

 A ocorrência de hepatite B oculta foi detectada em 5/151 (3,3%) pacientes 

com infecção crônica para o HCV. Todos os pacientes que apresentaram hepatite B 

oculta tinham diagnóstico positivo para o CHC (p=0.003). Para as demais variáveis, 

tais como, idade, sexo, reatividade para anti-HBc, e reatividade para anti-HBs, não 

foi observada uma diferença significativa com relação à presença ou ausência de 

hepatite B oculta (p>0.05) (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Dados sócio demográficos e clínicos categorizados de acordo com a 
ocorrência ou não de hepatite B oculta em pacientes com hepatite C crônica. 

 HBV-DNA oculto 
positivo 

(n=5) 

HBV-DNA oculto 
negativo 
(n=146) 

p valor 

Idadea    

<60 1 (20%) 64 (46.4%) 0.377 
    ≥60 4 (80%) 74 (53.6%)  
Sexo    
    Masculino 3 (60%) 65 (44.5%) 0.658 
    Feminino 2 (40%) 81 (55.5%)  
Diagnóstico de CHC    
    Positivo 5 (100%) 44 (30.1%)  0.003 
    Negativo 0 (0) 102 (69.9%)  
Anti-HBc    
    Reativo 3 (60%) 30 (20.5%) 0.070 
    Não reativo 2 (40%) 116 (79.5%)  
Anti-HBs    
    Reativo 2 (40%) 59 (40.4%) 1.000 
    Não reativo 3 (60%) 87 (59.6%)  

aIdade não informada em oito pacientes 

 

 

5.2.2) (Sub)genótipos, sorotipos e marcadores sorológicos do HBV oculto 

 

 A análise filogenética da região genômica S do HBV revelou que 4/5 (80%) 

pacientes com hepatite B oculta estavam infectados por isolados do genótipo A. Em 

apenas um paciente (20%), o HBV foi classificado como pertencente ao genótipo D 
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(Figura 19). Pela análise filogenética foi possível classificar 1/5 (20%) isolado como 

pertencente ao subgenótipo A2 e 1/5 (20%) D3. Três isolados do genótipo A não 

puderam ser subgenotipados por análise filogenética. Porém, a utilização da 

ferramenta online Geno2pheno (Max Planck Institute for Informatics 2016) 

classificou estes três isolados (3/5 60%) como sendo do subgenótipo A1, e 

confirmou os resultados de subgenotipagem dos demais isolados (Figura 19 e 

Tabela 7). Com relação aos sorotipos virais, 4/5 (80%) foram classificados como 

adw2 e 1/5 (20%) ayw2 (Tabela 7). Nenhuma mutação previamente associada a 

casos de hepatite B oculta “falsa” foi observada na região codificante do HBsAg dos 

cinco isolados virais que pudesse ser responsável pela não detecção deste 

antígeno. Como esperado, a carga viral do HBV em todos os pacientes foi baixa 

(<200 UI/ml). Dos cinco casos de hepatite B culta identificados, 3 (60%) 

apresentaram algum marcador sorológico para o HBV (hepatite B oculta 

soropositiva), e 2 (40%) não apresentaram marcador sorológico para o HBV 

(hepatite B oculta soronegativa) (Tabela 7). 
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Figura 19: Cladograma da região S do HBV através do método de Máxima Verossimilhança. As 

sequências de referência estão indicadas por seus números de acesso do GenBank seguidos pelo 

subgenótipo. Letras de A-J representam os genótipos do HBV. As sequências geradas neste estudo 

estão identificadas por uma circunferência preta. Os valores internos (mostrados acima de 70%) dos 

ramos indicam a confiabilidade de 1000 repetições (bootstrap). 

 

 

Tabela 7: Dados sorológicos e genéticos do HBV em pacientes crônicos para HCV 
com carcinoma hepatocelular e hepatite B oculta. 

Paciente Genótipo Subgenótipo Sorotipo Marcadores 
sorológicos 

Mutações 
no HBsAg 

Carga viral 
(UI/ml) 

CHC-08 A A1 adw2 Anti-HBc; anti-HBs nenhuma <200 
CHC-15 A A1 adw2 Anti-HBc; anti-HBs nenhuma <200 
CHC-78 A A1 adw2 Nenhum nenhuma <200 
CHC-86 A A2 adw2 Anti-HBc nenhuma <200 
CHC-87 D D3 ayw2 Nenhum nenhuma <200 
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5.2.3) Prevalência da infecção pelo TTV  

 

 A ocorrência de infecção pelo TTV foi detectada em 68/151 (45%) pacientes 

com infecção crônica para o HCV. Os pacientes com idade ≥60 anos foram 

significativamente mais frequentes no grupo de pacientes TTV positivos (69,2%) do 

que no grupo de TTV negativos (42,3%) (p=0.005). Da mesma forma, a frequência 

de pacientes com CHC foi significativamente mais alta no grupo de pacientes TTV 

positivos (44,1%) do que no grupo de TTV negativos (22,9%) (p=0.006). Para as 

demais variáveis, tais como sexo, presença de hepatite B oculta, reatividade para 

anti-HBc, e reatividade para anti-HBs, não foi observada uma diferença significativa 

com relação à presença ou ausência de infecção pelo TTV (p>0.05) (Tabela 8). 

 

Tabela 8: Dados sócio demográficos e clínicos categorizados de acordo com a 
ocorrência ou não de TTV em pacientes com hepatite C crônica. 

 
TTV DNA positivo 

(n=68) 
TTV DNA negativo 

(n=83) 
p valor 

Idadea    

<60 20 (30.8%) 45 (57.7%) 0.005 
≥60 45 (69.2%) 33 (42.3%)  

Sexo    
Masculino 34 (50%) 34 (41%) 0.267 
Feminino 34 (50%) 49 (59%)  

Diagnóstico de CHC    
Positivo 30 (44.1%) 19 (22.9%) 0.006 
Negativo 38 (55.9%) 64 (77.1%)  

HBV oculto    
Positivo 3 (4.4%) 2 (2.4%) 0.658 
Negativo 65 (95.6%) 81 (97.6%)  

Anti-HBc    
Reativo 16 (23.5%) 17 (20.5%) 0.652 
Não reativo 52 (76.5%) 66 (79.5%)  

Anti-HBs    
Reativo 24 (35.3%) 37 (44.6%) 0.257 
Não reativo 44 (64.7%) 46 (55.4%)  

aIdade não informada em oito pacientes 

 

5.2.4) Genogrupos do TTV 

 

 A frequência da infecção pelo TTV foi de 61,2% (30/49) nos pacientes com 

CHC e de 37,3% (38/102) nos pacientes sem CHC (Figura 20). Todos os cinco 
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genogrupos do TTV foram detectados nos pacientes sem CHC, enquanto nos 

pacientes com CHC, apenas o genogrupo 2 não foi identificado. A prevalência dos 

diferentes genogrupos foi similar entre os pacientes com e sem CHC, sendo o 

genogrupo 3 o mais frequente (45% e 28%, respectivamente) (Figura 20). 

 A Figura 21 ilustra o grau de coinfecção dos genogrupos de TTV nos 

pacientes com e sem CHC. A maioria dos pacientes com e sem CHC estava 

infectada por um único genogrupo (60% e 66%, respectivamente). As coinfecções 

com 3 e 4 genogrupos foram observadas mais frequentemente nos pacientes com 

CHC (13% e 3%) do que nos pacientes sem CHC (8% e 0) (Figura 21). 

 

 

Figura 20: Prevalência da infecção pelo TTV e dos genogrupos de TTV em pacientes com e sem 

CHC. 
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Figura 21: Grau de coinfecção com diferentes genogrupos de TTV em pacientes com e sem CHC. 

As colunas representam a porcentagem de pacientes infectados com 0, 1, 2, 3, 4, e 5 genogrupos, 

respectivamente. 

 

5.2.5) Associação de variáveis com o CHC  

 

 A análise estatística multivariada demonstrou que a infecção pelo TTV e a 

idade foram variáveis independentemente associadas ao CHC no grupo de 

pacientes com hepatite C crônica. No modelo final, a idade ≥60 anos, bem como a 

infecção pelo TTV tiveram, respectivamente, 2,829 e 2,164 vezes mais chances de 

ocorrer em pacientes com CHC do que em pacientes sem este câncer (Tabela 9). 

 

Tabela 9: Modelo final das variáveis independentemente associadas ao CHC em 
pacientes com hepatite C crônica. 

Variáveisa p valor OR IC 95% 

Idade 0.009 2.829 1.298 - 6.166 
Sexo (feminino) 0.24 0.645 0.310 - 1.341 

TTV-DNA positivo 0.038 2.164 1.045-4.483 

aAjustado para idade e sexo 
OR, odds ratio 
IC, intervalo de confiança  
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6) DISCUSSÃO 

 

 Hoje a ciência nos permite afirmar que somos apenas 50% humanos. Numa 

proporção de 1:1, somos superorganismos formados, na verdade, por uma 

quantidade muito maior de células de microrganismos, como bactérias, fungos e 

arqueias do que células eucarióticas, e a esse conjunto também se adicionam as 

partículas virais. Assim sendo, nossos 23 mil genes não controlam nossos corpos 

sozinhos, mas sim em sinergia com os mais de quatro milhões de genes que 

formam o nosso microbioma (Collen 2016, Sender et al. 2016).  

O corpo humano é composto por diversas comunidades, anatomicamente 

específicas, que podem abrigar diferentes microrganismos (Dethlefsen et al. 2007). 

A nossa microbiota da pele é significativamente distinta da intestinal (Collen 2016). 

O sangue é um desses micronichos, e por consequência o soro, no qual podemos 

encontrar uma microbiota própria, mesmo em indivíduos saudáveis (Nikkari et al. 

2001). Assim, o viroma de um indivíduo compreende o conjunto de todos os vírus 

que nele podem ser encontrados, comensais, oriundos de algum surto ou mesmo 

bacteriófagos. Este viroma, segundo é relatado pela literatura (Xu et al. 2011, 

Yozwiak et al. 2012), pode estar associado ao prognóstico e progressão de 

diversas doenças.  

Neste estudo investigamos o viroma presente no soro de pacientes com 

doença hepática de diferentes etiologias utilizando a abordagem metagenômica do 

sequenciamento de nova geração. 

No entanto, nenhuma sequência viral pôde ser recuperada, mesmo nas 

bibliotecas de pacientes sabidamente infectados pelo HBV ou HCV. Apesar dos 

vírus serem um componente dinâmico e abundante da microbiota humana, o 

estudo específico de suas sequências requer muita diligência, visto que a maneira 

pela qual as amostras são preparadas antes do sequenciamento é modificada para 

incorporar etapas extras que versem sobre o enriquecimento viral, como a filtragem 

e o tratamento com nucleases (Allander et al. 2001, Thurber et al. 2009).  

A centrifugação é amplamente utilizada em estudos de metagenômica viral 

como uma etapa anterior a filtragem (Norman et al. 2015, Xia et al. 2015). Apesar 

de ensejar a precipitação celular e dos complexos ribossomais, ela também pode 

precipitar as partículas virais maiores (Conceição-Neto et al. 2015). Por este 

motivo,nosso estudo iniciou o preparo das amostras pela filtragem, que é, 
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reconhecidamente, o procedimento mais utilizado para enriquecimento das 

partículas virais em estudos de metagenômica. O tamanho de poro de 0,22 µm que 

utilizamos é sustentado pela literatura como um dos mais utilizados para este tipo 

de abordagem (Sachsenröder et al. 2012). Entretanto, a estringência que ele traz 

pode tanto remover vírus de maior tamanho, como mimivírus e alguns herpesvírus, 

como também pode não eliminar complexos ribossomais que possuam tamanho 

inferior a 20 µm (Conceição-Neto et al. 2015). Apesar de serem úteis para diminuir 

a interferência de sequências humanas e oriundas de bactérias, principalmente 

quando se trata de amostras de maior complexidade como soro, plasma e tecido 

(Allander et al. 2001, Delwart 2007), métodos de enriquecimento viral como a 

filtragem e o tratamento com nuclease também podem diminuir o número de 

sequências virais pré-sequenciamento. É possível que, durante o preparo das 

amostras, ocorra a formação de agregados de partículas virais que permaneçam 

retidos no filtro, ocasionando a perda do material genético proveniente destes vírus. 

Também há a possibilidade de que ocorra o desnudamento do ácido nucleico viral 

diante de uma hipersensibilidade à solução dos reagentes da nuclease (Li et al. 

2015). 

A amplificação randômica é outra etapa fundamental quando a quantidade 

de ácido nucleico total é insuficiente para iniciar a construção das bibliotecas 

genômicas. A quantidade de vírus hepatotrópicos circulante no soro, apesar de 

refletir a diversidade intra-hepática, é relativamente menor do que a encontrada no 

próprio tecido hepático. Furuta et al. (2015) mostrou que seu trabalho de descrição 

do viroma de plasma de pacientes com elevados níveis de aminotransferases no 

soro obteve baixa sensibilidade provavelmente porque não procedeu com a 

amplificação do material genético antes do sequenciamento. Kohl et al. (2015) 

mostrou que a amplificação realizada com os oligonucleotídeos universais que 

utilizamos no nosso estudo, ou seja, com uma porção fixa na região 5’ e uma 

degenerada na 3’, é a mais indicada para a amplificação randômica de genomas 

virais. Apesar da quantidade de ácidos nucleicos ter sido amplificada em nosso 

estudo, o fato das sequências virais não terem sido recuperadas após as análises 

de bioinformática, sugere consonância com algumas pesquisas que reportam haver 

a produção de artefatos através da amplificação randômica, mais frequentemente 

em amostras com pouca quantidade de material genético (Lusk 2014, Perlejewski 

et al. 2015) para iniciar a construção das bibliotecas. 
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A sensibilidade de identificação de genomas virais por metagenômica é 

proporcional à quantidade de outros ácidos nucleicos presentes na amostra, que 

podem variar largamente de acordo com o nicho biológico (Li et al. 2015). Apesar 

do sequenciamento de nova geração possibilitar a análise de qualquer material 

genético que componha o metagenoma, inclusive os que estejam em baixa 

representação, a universalidade da análise pode ser prejudicada pela ocorrência de 

contaminações, mais especificamente quando atentamos para o tamanho médio 

menor dos genomas virais em comparação ao tamanho médio dos genomas 

bacterianos (Breitbart et al. 2008). Assim, vale ressaltar que, considerando-se que a 

metagenômica seja um campo de estudo ainda novo, nem todas as rotas de 

contaminação estão completamente traçadas.  

É inegável que, antes da construção das bibliotecas para o sequenciamento, 

o material genético viral passa por diversos procedimentos diferentes que 

promovem o seu enriquecimento. Muitas são as vias de contaminação já descritas 

na literatura, como kits, reagentes e água de PCR (Rand & Houck 1990, Kulakov et 

al. 2002, Newsome et al. 2004, Bohus et al. 2011, Kéki et al. 2013). Nestes casos, 

os principais táxons bacterianos encontrados são aqueles associados a ambientes 

aquáticos ou de solo, frequentemente relacionados à fixação de nitrogênio. Uma 

possível explicação foi proposta por Kulakov (2002), a partir da utilização do 

nitrogênio, em vez de ar, no estoque de água ultrapura.  

A gráfico gerado pelo programa MEGAN forneceu um panorama taxonômico 

bastante conciso sobre a origem das sequências identificadas. A maioria dos 

grupos taxonômicos bacterianos relatados é passível de ser encontrada na nossa 

microbiota, assim como também no solo. O táxon Acidobacteria, por exemplo, é 

predominantemente encontrado na superfície do solo e é capaz de assimilar 

nitrogênio, assim como Firmicutes e Proteobacteria também podem ser 

encontrados em sedimentos de caverna e em resíduos de gotejamento, 

respectivamente, (Kielak et al. 2016). No grupo FCB, o táxon Fibrobacteres, apesar 

de ser reconhecidamente associado à digestão de ligninocelulose em ruminantes, 

também tem sido reportado como mantenedor desta atividade em outros ambientes 

anóxicos como aterros sanitários (McDonald et al. 2008b), sedimentos lacustres 

(McDonald et al. 2009) e em solos (Nüsslein & Tiedje 1999, Saul et al. 2005). Já o 

Bacteroidetes, sendo um filo amplamente distribuído, também possui membros que 

habitam o solo (Kielak et al. 2016). Interessantemente, a literatura tem reportado 
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um caráter rizosférico (de associação à raízes de plantas) e fixador de nitrogênio de 

muitos grupos componentes do filo Actinobacteria (Trujillo et al. 2015). Já o filo 

Cyanobacteria pode ser encontrado em diversos locais, incluindo no solo úmido, e 

seus componentes possuem a habilidade de fixar o nitrogênio atmosférico (Lesser 

2008). Assim sendo, tais características são compatíveis com o que foi proposto por 

Kulakov et al. (2002) no estoque de água ultrapura. É importante destacar que o 

gráfico gerado apresentou um padrão de microrganismos bastante semelhante 

entre as 11 bibliotecas analisadas, sustentando, portanto, um forte indício de 

contaminação. 

A distinção entre uma possível bacteremia do paciente e a contaminação 

das amostras é sustentada pelas espécies de microrganismos que são 

encontradas. Os microrganismos são frequentemente divididos em dois grupos: 

patogênicos, que são raros em casos de contaminação, e comensais, que são 

raros em casos de bacteremia (Weinstein et al. 1997). Um estudo recente, 

elaborado por Miller et al. (2016), procurou ressaltar a importância do zelo 

procedimental em estudos de metagenômica, visto sua suscetibilidade de 

contaminação. Neste estudo, o microbioma total do plasma de 25 pacientes com 

encefalomielite mialgica e síndrome da fadiga crônica foi comparado ao microbioma 

encontrado no plasma de pacientes com o diagnóstico de outras doenças, bem 

como com o plasma de indivíduos saudáveis. As sequências de alguns grupos 

taxonômicos como Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes, que 

também puderam ser recuperados em nosso estudo, foram encontradas tanto nas 

amostras de plasma quanto nos controles negativos livres de plasma. Muitos 

estudos mostram a suscetibilidade de contaminação de experimentos 

metagenômicos, oriundo tanto de água ultrapura (Laurence et al. 2014), quanto dos 

kits de extração (Naccache et al. 2013, Salter et al. 2014). Desta forma, torna-se 

essencial o uso de controles positivos, que possam confirmar a capacidade do 

método em detectar o microbioma da amostra, bem como de negativos, que 

possam revelar a ocorrência de contaminação. De maneira mais contundente, para 

determinar em qual etapa ocorreu a contaminação, será necessário que estudos 

posteriores se resguardem com a inclusão de um controle negativo a cada etapa de 

manipulação das amostras. Em nosso estudo utilizamos um controle negativo na 

etapa de amplificação randômica, porém, este controle não foi utilizado na etapa de 

sequenciamento, devido ao número limitado de amostras que poderiam ser 
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sequenciadas. O resultado do sequenciamento do controle negativo em nosso 

estudo poderia ter ajudado a esclarecer o que ocorreu em nosso experimento. 

Acessar a qualidade das sequências brutas é de extrema importância, pois 

diminui a possibilidade de as análises iniciarem com leituras de baixa qualidade e 

que possam interferir em etapas posteriores. A ferramenta FastQC oferece um 

ponto de controle de qualidade simples e rápido para dados oriundos de 

sequenciamento de nova geração. Estudos recentes que trabalham com 

sequenciamento de nova geração utilizam este programa (Li et al. 2016), incluindo 

estudos de metagenômica (Frey et al. 2014). Apesar do manual do programa 

afirmar que frequentemente há uma diminuição nos valores de qualidade ao final 

das sequências, o sequenciamento de todas as onze bibliotecas apresentou o 

mesmo padrão de qualidade, com os valores de cada base restritos ao quadrante 

verde, de máxima qualidade. 

 Em nosso estudo também investigamos a ocorrência de hepatite B oculta em 

pacientes com hepatite C crônica com e sem carcinoma hepatocelular. Nossos 

resultados mostraram uma prevalência de 3,3% (5/151) nestes pacientes. A 

literatura relata haver variabilidade na prevalência de hepatite B oculta em 

pacientes cronicamente infectados pelo HCV. Os dados publicados por Sagnelli et 

al. (2008) mostraram que, investigando amostras de plasma, células 

mononucleares de sangue periférico e tecido hepático de 89 pacientes com 

infecção crônica para o HCV e negativos para o marcador HBsAg, o HBV-DNA 

pôde ser encontrado em 60% dos pacientes positivos para os marcadores anti-HBs 

e anti-HBc, em 80% dos pacientes positivos apenas para o marcador de infecção 

prévia anti-HBc e em apenas 10% dos pacientes negativos para ambos os 

marcadores. Alguns trabalhos que corroboram a baixa prevalência encontrada em 

nosso estudo são o de Emara et al. (2010), que encontrou uma prevalência de 

3,9% (6/155) de hepatite B oculta no soro de pacientes egípcios cronicamente 

infectados pelo HCV e o de Chen et al. (2010), que encontrou 4,7% (6/126) de 

prevalência no soro de pacientes de Taiwan sob tratamento para o HCV. No Brasil, 

os estudos de Alencar et al. (2008) e Ferrari et al.  (2014) também acharam 

prevalências bastante baixas, sendo 0 (0/33) e 5,9% (1/17), respectivamente. 

Entretanto, recentemente Chen et al. (2016), ao rastrear o HBV-DNA no soro de 

pacientes também de Taiwan com infecção crônica para o HCV, encontrou uma 

prevalência de 30,6% (56/183) de hepatite B oculta. Em consonância com esta alta 
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prevalência há os resultados obtidos por Squadrito et al. (2013) que encontrou uma 

prevalência de 39,2% (128/326) e de Pollicino et al. (2004)que encontrou 36,6% de 

hepatite B oculta em pacientes cronicamente infectados pelo HCV. Além disso, A 

prevalência de hepatite B oculta em pacientes com HCV crônico e CHC encontrada 

em nosso estudo foi de 10,2% (5/49), menor do que tem sido reportado pela 

literatura. Os estudos de Pollicino et al. (2004) e Tanaka et al. (2004) encontraram, 

respectivamente, 61,6% (45/73) e 50% (25/50), já o brasileiro de Alencar encontrou 

5,9% (1/17). 

Variações na prevalência de hepatite B oculta entre os diferentes estudos 

podem ocorrer devido ao tipo de amostra biológica utilizada (soro ou tecido 

hepático), ao grupo populacional estudado e/ou a diferenças na sensibilidade dos 

métodos de detecção. Visto ser a hepatite B oculta caracterizada por uma forte 

supressão da atividade do HBV, responsável pela ausência de HBsAg, é possível 

que os níveis de HBV-DNA sejam muito baixos, ou até mesmo indetectáveis, no 

soro. Além disso, alguns estudos demonstram que uma porcentagem considerável 

de pacientes que são negativos para o HBV-DNA no soro, podem apresentá-lo no 

tecido hepático (Mariscal et al. 2004, Fabris et al. 2004). 

De acordo com os nossos resultados, 100% dos casos de hepatite B oculta 

ocorreram em pacientes com câncer (p=0.003).  A presença de hepatite B oculta 

não é rara em pacientes cronicamente infectados pelo HCV e alguns estudos 

procuram associar a sua ocorrência com a progressão da doença hepática, 

incluindo a evolução para o CHC (Bläckberg& Kidd-Ljunggren 2000, Carreño et al. 

2008). Ademais, um estudo de meta-análise realizado por Shi et al. (2012) 

confirmou que a hepatite B oculta é um importante fator de risco para o 

desenvolvimento de CHC, tanto em pacientes cronicamente infectados pelo HCV 

como em não infectados. Em desacordo, um estudo recente realizado por Chen et 

al. (2016) mostrou que a ocorrência de hepatite B oculta em pacientes asiáticos 

cronicamente infectados pelo HCV não é clinicamente significativa. Dois estudos de 

um mesmo grupo italiano mostram que a hepatite B oculta leva à progressão para 

cirrose em pacientes crônicos para hepatite C (Cacciola et al. 1999, Squadrito et al. 

2013), enquanto que outros mostram não haver esta associação (Evangelista et al. 

2008). Desta forma, a literatura ainda está em uma etapa bastante conflitante 

quanto à possibilidade da hepatite B oculta agravar o prognóstico de doença 

hepática em associação com infecção crônica pelo HCV. Em nosso estudo, a 
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pouca quantidade de pacientes positivos para hepatite B oculta (n=5) impossibilitou 

a realização de uma análise estatística multivariada. 

 Os genótipos A e D do HBV são amplamente distribuídos pelo mundo e no 

Brasil, um país que reflete a mistura étnica de sua população, podemos encontrar o 

genótipo A como o de maior prevalência, seguido pelo D e o F (Mello et al. 2007). 

No nosso estudo foram detectados 80% do genótipo A e 20% do D, corroborando 

os resultados prévios sobre a distribuição dos genótipos do HBV no país. 

 Apesar de a literatura inferir o sequenciamento do genoma completo como a 

forma mais conclusiva de genotipagem e subgenotipagem do HBV (Bartholomeusz 

& Schaefer 2004), este é um método relativamente caro e demorado (Pourkarim 

2014). A nossa genotipagem foi realizada utilizando a região S do genoma do HBV, 

a qual permite a correta genotipagem do vírus (Hardie & Williamson 1997), 

entretanto, não é capaz de diferenciar todos os subgenótipos do HBV (Pourkarim 

2014). Dessa forma, uma ferramenta adicional de subgenotipagem do HBV 

(Geno2pheno) foi utilizada, confirmando os resultados de subgenotipagem da 

análise filogenética. 

 Outro objetivo do nosso estudo foi investigar a prevalência da infecção pelo 

TTV e dos cinco diferentes genogrupos em pacientes com hepatite C crônica com e 

sem CHC. Nossos resultados identificaram uma prevalência de 45% (68/151) da 

infecção pelo TTV neste grupo de pacientes. Tal prevalência parece estar em 

consonância com a literatura, visto que há uma estimativa de que cerca de mais de 

50% da população mundial seja portadora crônica do TTV (Hsieh et al. 1999, Hafez 

et al. 2007). Quando comparamos nosso resultado com outras publicações na 

mesma linha de investigação, encontramos prevalências similares e mais altas. O 

estudo realizado por Irving et al. (1999) encontrou uma prevalência de 48,7% 

(58/119) de TTV no soro de pacientes infectados pelo HCV no Reino Unido, 

enquanto que os estudos realizados por Al-Qahtani et al. (2016) e Hussain et al. 

(2012), encontraram uma prevalência de 86,8% (46/53) e 90% (90/100) de TTV no 

plasma de pacientes infectados pelo HCV no Qatar e no Paquistão, 

respectivamente. Todos os estudos utilizaram a região URT como alvo para a 

amplificação.  

Outros estudos sobre a prevalência do TTV na população brasileira e 

mundial mostram haver uma grande variabilidade. O recente estudo realizado por 

Takemoto et al. (2015) encontrou uma prevalência de 54% (27/50) e 36% (43/118) 
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de TTV no sangue periférico de pacientes com histórico de transplante renal e 

submetidos à diálise, respectivamente, no estado do Paraná. Neste estudo foi 

utilizada a mesma abordagem de PCR genogrupo específica que no nosso estudo, 

porém sem caráter multiplex. Outro estudo, realizado por Massaú et al. (2012), 

revelou uma prevalência mais alta ao investigar a presença do TTV no plasma de 

doadores de sangue no estado do Rio Grande do Sul, encontrando uma taxa 

positiva de 73% (74/101). A técnica utilizada foi a de amplificação da região UTR do 

genoma viral.Outros estudos,de grupos internacionais, que também utilizaram o 

alvo UTR para a PCR obtiveram prevalências bastante altas: Ninomiya et al. 

(2008)encontrou uma prevalência de 95% de TTV no Japão, Vasilyev et al. (2009) 

uma prevalência de 94% na Rússia e Hsiao et al. (2016) reportou 95%. Todas as 

pesquisas foram realizadas com soro de indivíduos saldáveis. 

Diferenças globais nas porcentagens de prevalência do TTV podem ser 

explicadas pelo método de investigação utilizado por cada estudo, visto que a 

escolha da região alvo da PCR influencia consideravelmente os níveis de detecção. 

A utilização da região UTR do genoma viral sustenta uma detecção menos 

estringente e com maior taxa de cobertura, visto seu alto grau de conservação nos 

diferentes genogrupos (Takahashi 1998, Hino 2002), possibilitando e detecção do 

TTV de maneira mais ampla. Para embasar, temo o estudo realizado por Tokita et 

al. (2002), que investigando a prevalência do TTV em pacientes com doença 

hepática crônica pelo HCV, encontrou porcentagens bastante discrepantes de 

acordo com a região genômica amplificada. Ao utilizar oligonucleotídeos para a 

região URT do genoma viral, uma prevalência de 92% (215/237) foi encontrada, 

enquanto que ao amplificar a região N22 (presente na região genômica codificante 

da ORF1) a prevalência diminuiu para 30% (72/237).Além disso, em um estudo 

realizado no estado do Rio de Janeiro que investigou a prevalência do TTV no soro 

de indivíduos doadores de sangue, cronicamente infectados pelo HBV e infectados 

pelo HIV-1, encontrou, respectivamente, 83% (20/24), 67% (16/24) e 100% (24/24) 

de prevalência quando o alvo da PCR foi a região UTR do genoma, e 46% (11/24), 

54% (13/24) e 100% (24/24) quando a PCR era genogrupo específica.Nosso 

estudo utilizou uma técnica de PCR capaz de reconhecer diferenças genéticas 

entre os cinco genogrupos (Devalle & Niel 2004). 

 Além disso, em nosso estudo a infecção pelo TTV foi significativamente mais 

frequente (p=0.005) em pacientes com idade ≥60 anos do que nos demais 
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pacientes.  Este resultado é corroborado por estudos prévios que mostraram uma 

maior prevalência do TTV em indivíduos com idade mais avançada (Hsieh et al. 

1999, Saback et al. 1999, Zhong et al. 2001). 

 Apesar de uma recente pesquisa inferir a existência de mais dois 

genogrupos para o TTV (Hsiao et al. 2016), todos os cinco tradicionalmente 

reconhecidos pela literatura puderam ser identificados pelo método de PCR 

multiplex empregado em nossa metodologia. Os genogrupos de maior e menor 

prevalência foram, respectivamente, o 3 (45% e 28%, em pacientes com e sem 

CHC, respectivamente) e o 2 (0 e 1%, em pacientes com e sem CHC, 

respectivamente). Um estudo realizado por Maggi et al. (2003) conseguiu recuperar 

todos os genogrupos, exceto o 2, de secreções nasais de crianças italianas. Já em 

um estudo realizado por Cancela et al. (2016), os genótipos 2, 4 e 5 não foram 

detectados na população uruguaia analisada. Esses dados sustentam a estimativa 

da literatura quanto ao genogrupo 2 ser o de menor prevalência mundial, e o 3 o 

mais prevalente (Maggi et al. 2003, Biagini et al. 2006, Pinho-Nascimento et al. 

2011). Divergentemente, o estudo realizado por Devalle & Niel (2004) com 

indivíduos brasileiros, encontrou maior prevalência do genogrupo 5, seguido pelo 3, 

1, 2 e 4. 

 Outro resultado de nosso estudo foi a maior prevalência de coinfecções em 

pacientes com CHC. Dos pacientes com CHC, 13% estavam coinfectados por 3 

genogrupos e 3% por 4 genogrupos, enquanto que os pacientes sem CHC, a 

frequência de coinfecção por 3 e 4 genogrupos foi de 8% e zero, respectivamente. 

Muitos estudos reportam a ocorrência de coinfecções (Biagini et al. 1999, Devalle & 

Niel 2004, 2005, Jelcic et al. 2004, Ninomiya et al. 2008), parte deles sustenta 

haver uma relação de cooperação entre os diferentes genogrupos, visto que 

apenas alguns isolados virais possuiriam todos os elementos necessários para o 

estabelecimento de uma infecção (Khudyakov et al. 2000, Luo et al. 2002). Já o 

estudo realizado por Devalle & Niel (2005) concluiu que a ocorrência de 

coinfecções foi de 62% (29/47) em pacientes saudáveis e de 100% (8/8) em 

pacientes com AIDS, sugerindo uma concordância com a literatura acerca da maior 

prevalência de coinfecções em pessoas imunocomprometidas (Shibayama et al. 

2001). Provavelmente a imunossupressão dos pacientes com carcinoma 

hepatocelular tenha sido o fator responsável pela detecção de um maior número de 

coinfecções de genogrupos de TTV nestes pacientes. 
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Em nosso estudo, a prevalência do TTV foi significativamente mais alta em 

pacientes com CHC (44,1%) do que em pacientes sem câncer (22,9%) (p=0.006). 

Alguns estudos prévios sugerem uma correlação entre a infecção pelo TTV e o 

desenvolvimento do CHC (Tokita et al. 2002, Hafez et al. 2007). Tokita et al. 

(2002)comparou a viremia de TTV em pacientes com e sem CHC, encontrando 

uma prevalência significativamente mais alta nos pacientes com câncer (81%) do 

que nos pacientes sem câncer (50%). Em outro estudo, realizado por Hafez et al. 

(2007), foi encontrada uma prevalência de 46,7% (14/30) em pacientes com CHC e 

36,7% (11/30) em indivíduos saldáveis. Por outro lado, alguns estudos sugerem 

que títulos mais altos de TTV seriam um reflexo do estado imunológico 

comprometido do paciente (Touinssi et al. 2001). Segundo o estudo realizado por 

Devalle & Niel (2004), todos os pacientes imunocomprometidos pela infecção com 

o HIV-1estavam concomitantemente infectados por algum genogrupo do TTV. 

Outro estudo revelou que a carga viral do TTV parece aumentar enquanto os 

pacientes caminham para um prognóstico de síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) (Thom & Petrik 2007).  

Por fim, através de análise multivariada, foi possível estabelecer uma 

associação entre a infecção pelo TTV e a presença de CHC, independentemente 

de idade e sexo, com uma odds ratio de 2,1.  Nosso resultado é corroborado pelo 

estudo de Tokita et al. (2002), que também encontrou o TTV como uma variável 

independentemente associada ao CHC em pacientes infectados pelo HCV. O 

conhecimento sobre a patogenicidade do TTV é ainda escasso, sendo necessário 

que investigações mais profundas sobre o tema posicionem a infecção pelo TTV 

como causa do CHC ou consequência da imunossupressão resultante desta 

malignidade. 
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7) CONCLUSÕES 

 

 Através da análise metagenômica empregada neste estudo e por conta da 

contaminação não foi possível identificar o viroma presente nas 11 

bibliotecas genômicas analisadas. Provavelmente, a ocorrência de uma 

contaminação bacteriana durante os experimentos de preparação das 

bibliotecas foi a causa para esta falha. 

 

 A detecção de hepatite B oculta apenas em pacientes com carcinoma 

hepatocelular corrobora o fato de que este tipo de infecção pelo HBV possa 

estar associado ao desenvolvimento deste câncer em pacientes com 

infecção crônica pelo HCV. 

 
 A coinfecção pelo TTV foi um fator independentemente associado a 

presença de carcinoma hepatocelular e, portanto, pode ter uma significância 

prognóstica em pacientes com infecção crônica pelo HCV. 

 
 Nenhuma diferença significativa na frequência dos genogrupos do TTV entre 

pacientes com e sem carcinoma hepatocelular foi identificada.  
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