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RESUMO

Introducdo: A doenca causada pelo virus da hepatite B (HBV) € um problema de
saude publica mundial. No Brasil, o sistema Unico de saude (SUS) tem
disponibilizado drogas antivirais para o tratamento de hepatite B cronica ha mais de
10 anos, mas um sistema para o monitoramento e avaliagéo de resisténcia a estas
drogas ainda ndo esta disponivel. Objetivo: Este estudo teve como objetivo
determinar o perfil de mutacdes do HBV associadas com a resisténcia aos analogos
de nucleos(t)ideos entre 81 pacientes com infeccdo crénica pelo HBV: virgens de
tratamento para hepatite B e tratados com diferentes analogos de nucleosideos e
nucleotideos, no Hospital Professor Edgar Santos (HUPES-UFBA)- Salvador-BA.
Metodologia: O HBV-DNA foi isolado de amostras de soro, amplificado por nested-
PCR, utilizando-se primers deduzidos da regido flagueadora da dominio rt do gene P
e sequenciados (ABI Prism 3730, Applied Biosystems, EUA). Duas a seis
sequéncias de cada isolado foram alinhados e os sitios conflitantes foram resolvidos
usando o software CLC Main Workbench v. 5.0 por inspecdo visual dos
eletroferogramas. As sequéncias consenso tinham um tamanho de 1032 pb
(compreendendo os aminoacido 1-344 da rt). Estas sequéncias foram submetidas ao
banco de dados HBVrt DB (Stanford University, EUA) para a analise de cada
mutacdo de acordo com o gendtipo e tratamento. Resultado: O gendtipo Al foi o
mais prevalente (85,2%) seguido pelo gendtipo A2 (4,9%) F (6,2%) e C1, D2 e D4
(1,2% cada). Seis pacientes (7 %) apresentaram mutacdes de resisténcia para LAM,
ETV, TDF: dois com o padrdo L180M + M204V e quatro com padrdes diversos (L80I
+ L180M + M204I ;L80V + L180M + M204V; M204I; A194T). Todas estas mutacdes
foram associadas ao genoétipo A (quatro Al e dois A2). Além disso, foi encontrado
um paciente com HBV gendtipo C tipico do leste da Asia. Destes pacientes, dois
foram virgens de tratamento e quatro tinham histérico de tratamento para HIV ou
HBV. Foram detectadas quatro mutacdes no gene S (trés casos com a mutagcao
sI195M e um a mutacao sW196L) associadas as mutacdes do dominio rt do gene P,
correspondendo a uma taxa de 6% de mutacdes de escape vacinal. A prevaléncia
das mutacdes de resisténcia as drogas antivirais variou de acordo com a duracao do
tratamento e com o nivel da barreira genética da droga utilizada. Neste estudo, foi
encontrada uma forte associacao entre a ocorréncia de mutacdes de resisténcia do
HBV e positividade para o AgHBe, co-infeccdo com o HIV e histérico de tratamento
para HBV e/ou HIV. Conclusdo: Antes da terapia ser iniciada é extremamente
importante 0 monitoramento da carga viral e a identificacdo destas mutacdes para
suportar decisdes clinicas sobre o0 manejo dos pacientes e prevenir a emergéncia de
virus multi- resistentes.

Palavras-chave: HBV, Virus da Hepatite B, Resisténcia, Analogos nucleos(t)ideos.
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ABSTRACT

Introduction: Hepatitis B virus (HBV) infection is a public health issue. The Brazilian
public health system (SUS) has provided antiviral drugs for chronic hepatitis B
treatment for over 10 years, but a system for monitoring for drug-related resistance
mutations is not available. Objective: This study aims to determine the presence of
HBV mutations associated with resistance to nucleos(t)ide analogs among 81
patients with chronic HBV infection-naive and treated from University Hospital
Professor Edgard Santos, Salvador-BA (HUPES-UFBA). Methods: Briefly, HBV-DNA
was PCR amplified with primers deduced from the flanking of the rt domain at the
HBV P gene and sequenced using ABI Prism 3730 (Applied Biosystems, USA). From
two to six forward and reverse sequences of each isolate were assembled and
conflicting sites were resolved using software CLC Main Workbench v. 5.0 by visual
inspection of the electropherograms. Consensus sequence extended 1032 bp and
encompassed the entire rt domain (from amino acid 1 to 344). Those sequences
were submitted to the HBV drug resistance database (HBVrt DB, Stanford University,
USA) to retrieve each mutation according to genotype and treatment. Results: HBV
genotype Al (85.2%) was the most prevalent followed by genotype A2 (4.9%), F
(6.2%), and C1, D2 and D4 (1.2% each). Six patients (7%) exhibited resistance
mutations to LAM, ETV and TDF: two with patterns L180M + M204V and four with
other different patterns: L80I + L180M + M204Il; L80V + L180M + M204V; M204l;
A194T. All of these mutations were present in patients with genotype A (four A1 and
two A2). Furthermore, this study found one patient with genotype C, common in East
Asian. Of these patients, two were naive and four had a history of treatment for HIV
or HBV. In addition, four mutations in gene S (sI195M three cases with the mutation
and one with the mutations W196L) associated with mutations in the rt domain of the
P gene were detected, corresponding to a rate of 6% of vaccine escape mutations.
Prevalence of drug-related resistance mutations varied according to treatment
duration and the level of genetic barrier for the drugs used. Conclusion: In this study
a strong association was found between the occurrence of HBV resistance mutations
and HBeAg positivity, co-infection with HIV and a history of treatment for HBV and /
or HIV. Once the drug therapy is initiated it is extremely important to monitor viral
load and identify those mutations in order to support clinical decisions about patient
management and also to prevent the emergence of multidrug-resistant viruses.

Keywords: HBV, Hepatitis B virus, Resistance, Nucleos(t)ides analogs.
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1 INTRODUCAO

Apesar da seguranca e eficacia das vacinas, a infeccdo pelo virus da hepatite B
(HBV) constitui um problema de saude publica, sendo uma das principais causas de
morte por doenca infecciosa no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estima que 1/3 da populacdo mundial j& possuiu evidéncia sorologica de infeccédo
pelo HBV, 350 milhGes de pessoas estdo infectadas cronicamente e 600.000
morrem a cada ano em consequéncia da hepatite B aguda ou crénica (KANE, 1995;
WHO, 2008). Esta possui um alto risco de desenvolver as formas graves da doenca
como cirrose, insuficiéncia hepética, carcinoma hepatocelular e morte. (MADDREY,
2001).

O HBV pertence ao género Orthohepadnavirus da familia Hepadnaviridae.
Possui genoma de DNA parcialmente dupla fita com aproximadamente 3.200
nucleotideos (nts.). Embora o HBV seja um virus de DNA, necessita da atividade da
transcriptase reversa durante o ciclo de replicacéo viral. Sabe-se ainda que os erros
promovidos pela transcriptase reversa durante a replicagdo geram uma taxa de
aproximadamente 1,4 a 3,2 x 10 substituicdes de nucleotideos (nt.) por ano
(Locarnini 1990). Esta taxa € considerada a mais alta entre os virus de genoma DNA
(DUFFY, 2008). Este fendbmeno é responsavel pela formacdo de grupos
heterogéneos de sequéncias do genoma viral num mesmo hospedeiro conhecidas
COmo quasiespécies virais.

Sob a acéo das drogas antivirais, a populacdo quasiespécie do HBV pode
evoluir selecionando formas mutantes resistentes as drogas ministradas. A fim de
evitar a emergéncia de resisténcia e guiar nas decisdes terapéuticas faz-se

necessario o continuo acompanhamento dos pacientes durante o tratamento
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antiviral. Portanto, mutacgdes virais possuem repercussoes viroldgicas, laboratoriais e
clinicos que podem finalmente determinar a falha terapéutica (MARTELL, 1992;
CHEN, 2002).

Nos ultimos vinte anos, avancos significativos no tratamento da hepatite B
cronica vém ocorrendo, inicialmente pelo emprego do Interferon-alfa (INF-alfa), que
possibilitou mudar a histéria natural da doenca, e mais recentemente pelo uso
Interferon-peguilado (INF-peg), que beneficiou os pacientes por sua administracao
em dose Unica (1 dose/semana). Entretanto, os INFs tem uso restringido devido ao
custo elevado e, principalmente, pelos seus efeitos colaterais. Esta limitagdo nao
ocorre com o0 uso dos analogos de nucleos(t)ideos. Entretanto, como mencionado
anteriormente, o0 uso por tempo prolongado de analogos de nucleos(t)ideos pode
determinar a emergéncia de cepas resistentes a droga (exemplo, mutantes YMDD).
Isto pode ocorrer em até 32% dos pacientes com antigeno “e” do HBV reagente no
soro (AgHBe ou proteina nuclear), ap6s um ano de tratamento, podendo atingir 70%
dos pacientes apds quatro ou cinco anos de tratamento com Lamivudina (LAM). O
advento das mutacfes, que conferem resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos,
costumam agravar o quadro de hepatite B cronica, trazendo de volta o risco das
complicacBes decorrentes do aumento da atividade necro-inflamatdria hepatica
(“flares”) (THOMPSON, 2006).

Além disso, a resisténcia a uma droga pode predispor a resisténcia cruzada a
outras drogas gerando, portanto, muitos pacientes infectados por virus multi-
resistentes. Sabe-se também que mutacdes na transcriptase reversa (regido alvo
dos analogos de nucleos(t)ideos) predispdem mutagbes no gene S do HBV

favorecendo um possivel escape vacinal (LACOMBE, 2013).
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A literatura cientifica internacional tem investido em pesquisas sobre rastreio de
resisténcia em variantes genotipicas do HBV que néo correspondem as encontradas
no Brasil. Por esse motivo, este estudo pode contribuir pela associacdo da
resisténcia com os genotipos Al e F.

Diante deste contexto e com o intuito de beneficiar os pacientes com hepatite B
cronica € de grande importancia o acompanhamento do tratamento antiviral: para o
paciente, que recebe um tratamento de dificil aderéncia devido a necessidade de um
tempo prolongado de uso; e para o médico e o sistema de saude, que passam a ter
um parametro técnico para avaliar os protocolos do tratamento, na decisdo por um

tratamento mais eficiente e com menos 6nus ao sistema de saude.

2  REVISAO DA LITERATURA

2.1 O VIRUS DA HEPATITE B (HBV)

O HBV, também conhecido como particula de Dane, pertence ao género
Orthohepadnavirus da familia Hepadnaviridae. O HBV possui um envelope
glicolipoprotéico, um capsideo icosaédrico e um genoma DNA (HBV-DNA) de fita
dupla circular incompleta, sendo a fita negativa completa e a fita positiva incompleta.
A fita positiva compreendendo cerca de dois tercos 2/3 do comprimento da fita
negativa, sendo de tamanho variavel entre os isolados (Madigan 2003).

O HBV-DNA tem um comprimento de aproximadamente 3.200 nucleotideos
(nts.) e possui quatro regibes de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading
Frame) que se superpdem: Pré-S1/Pré-S2/S, Pré C/IC, X e P. O gene S é

responsavel pela codificacdo das trés proteinas do envelope ou de superficie sendo
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elas: pequena (S), média (M), grande (L) que constituem os antigenos de superficie
do HBV (AgHBSs); o gene C que codifica a proteina do core (AgHBc) e o AgHBe; 0
gene X, que codifica a proteina X; e o gene P, que codifica a polimerase viral (Figura
1). A polimerase viral possui trés dominios: DNA polimerase, transcriptase reversa e
RNAase. Para melhor descrever as mutacdes neste gene, o dominio da
transcriptase reversa foi sub-dividido em 7 sub-dominios classificadas de A-G
(Figura 1) (MADIGAN, 2003; SHELDON, 2006). Mutacdes neste gene produzem um
grande aumento na sintese do DNA viral e risco de carcinogénese hepética (ZHU,

ZHANG et al., 2008)

A

| 8P36
gp42 -S1 Pre-S2

DNA pol

Pol / RT

m 344

Figura 1. A- Organizacdo do genoma e a superposi¢cdo dos genes do HBV (Echevarri‘a
2006). B- Dominios da transcriptase reversa, em destaque a regiao YMDD (Alan Kay 2007).

A replicacdo do HBV ainda néo esta totalmente esclarecida, mas acredita-se
que o virus liga-se a um receptor ainda desconhecido na célula hepética do
hospedeiro através das proteinas L, M e S. Ao penetrar na célula, o HBV perde o
envelope e o core, o DNA do HBV (HBV-DNA) é transportado até o nucleo, onde &
convertido em uma molécula de DNA circular fechado covalentemente (cccDNA, do

inglés covalently closed circular DNA) pelo proprio sistema de reparo da célula do
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hospedeiro. O cccDNA servirhA como molde para a transcricdo dos RNAmM pré-
gendmicos e para sintese das proteinas de superficie, do core, X e polimerase. Os
RNAmM pré-gendmicos migram para o citoplasma e produzem a fita negativa do DNA,
pela acdo da transcricdo reversa viral, formando um complexo RNA/DNA. Entéo, a
fita negativa do DNA servira como molde para a sintese da fita positiva incompleta
pela acdo da polimerase viral. Por fim, o HBV-DNA é envelopado para produzir
novas particulas virais ou penetra novamente no nucleo, para manter o ciclo de

replicacédo viral (LOK, 2001; MADIGAN, 2003).

2.1.1 Sorotipos, Genotipos e Sub-gendtipos do HBV

A classificacdo do HBV foi baseada, inicialmente, em diferencas na sequéncia
de aminoacidos da AgHBs. Estes critérios dividiram o HBV em quatro sorotipos
principais: adr, adw, ayr e ayw, onde as variantes d/y e w/r correspondiam a
substituicBes de lisina (Lys) ou arginina (Arg) nas posicdes 122 e 160 do AgHBs. A
incorporacdo da analise de novas diferencas expandiu esta classificacdo em nove
sorotipos conhecidos como: aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw3 adw4q (-),
adrqg e adrq (-) (Quadro 1) (OKAMOTO, 1987; NORDER, 1992). A identificacdo dos
sorotipos permitiu distinguir isolados com distribuicdo geografica mundial e foi
utilizado para fins de epidemiologia. O determinante “a” é conservado entre os
diferentes sorotipos e € utilizado na producado da vacina contra o HBV, devido ao seu

papel antigénico na producdo de anticorpos neutralizantes do AgHBs (OKAMOTO,

1987).
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Quadro 1. Aminoacidos que predizem o sorotipo do AgHBs (Echevarri’a 2006).

Posigio dos aminoacidos no AgHbs
Sorotipos do AgHbs

122 127 134 159 160 177 178
Lys Pro Phe Ala Lys Val Pro adw2
Lys Thr Phe Ala Lys Val Pro adwd
Lys Leu Phe Gly Lys Val Gln adwdg-
Lys Pro Phe Ala Arg Val Pro adr
Lys Pro Phe Val Arg Ala Pro adrg-
Arg Pro Phe Ala Lys Val Pro aywl
Arg Pro Tyr Gly Lys Val Pro aywa
Arg Thr Phe Gly Lys Val Pro ayw3d
Arg LewTle  Phe Gly Lys Val Pro aywd
Arg Pro Phe Ala Arg Val Pro ayr

Com o desenvolvimento da biologia molecular, a determinagdo dos sorotipos
do AgHBs foi substituida pela andlise filogenética de sequéncias de nucleos(t)ideos
do HBV-DNA. Atualmente, o HBV-DNA ¢é classificado em oito genétipos (de A a H) e
nove subtipos, com base nas diferencas das sequéncias de nucleotideos do gene S
ou do genoma completo. Utiliza-se como padrao que diferentes gendtipos devem
apresentar uma divergéncia = 8% e que a determinagdo dos sub-genétipos, de um
mesmo genotipo, devem apresentar divergéncia > 4% em sua sequéncia de
nucleotideos (Okamoto H 1988; Norder H 1994; Stuyver L 2000; Arauz-Ruiz P
2002). Abaixo segue uma comparacao entre os sistemas de classificacdo genotipico

e por sorotipagem (Echevarri’a 2006) (Quadro 2).

Quadro 2. Associagao entre 0s genotipos e sub-genétipos do HBV e subtipos do AgHBs.
(Echevarri’a 2006).

Genodtipos do Sub-genotipos Sorotipos AgHBs
HBV
A A2 adw2
Al aywl,adw?2
B B1,B2,B3 adw?2
B4 aywl
B2 adw3
C C1,C2,C4 adr
C3 adrg-
C1,C2 ayr
C1,C3 adw?2
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C4 aywa3

D D1,D3,D4 ayw?2

D2,D3 ayw3

Nao identificado adw3

D2 ayw4

E - ayw4
F F1,F2 adw4g-

F1,F2 ayw4

G - adw?2

H - ayw4

O gendtipo A normalmente é identificado em individuos brancos e negros
encontrados no noroeste da Europa, América do Norte, regiées da Africa e no Brasil;
0s genotipos B e C em individuos asiaticos do extremo leste, China e Japao; o D é
encontrado em todo o mundo, mas prevalece em paises dos Balcas, Oriente Médio,
podendo entender-se até a india; o genoétipo E esta restrito a areas do oeste sub-
Saara; 0 genétipo F é predominante entre amerindios da América Central e do Sul; o
gendtipo G é encontrado nos EUA e Franca e o gendtipo H foi recentemente
encontrado na América Central (Echevarri'a 2006; Mitre 2010). No Brasil, os
gendtipos A, D e F sdo os mais prevalentes, com registros esporadicos do genétipo

G (FILHO 2005; BOTTECCHIA 2008; HADDAD 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo geografica dos genotipos do virus da hepatite B Adaptado de (Yun-
Fan Liaw 2010).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DA HEPATITE B

A hepatite B € um dos maiores problemas de saude publica no mundo. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 1/3 da populagdo ja possuiu
evidéncia sorolégica de infeccdo pelo HBV, mais de 350 milhfes de pessoas estao
infectadas cronicamente e 600.000 morrem a cada ano em consequéncia da
Hepatite B aguda ou cronica (Kane 1995; WHO 2008). No Brasil estima-se uma
soroprevaléncia de 2,6% (Toledo AC Jr 2005). A regido do Acre encontra uma alta
endemicidade, com uma soroprevaléncia em torno de 3,3% a 5,5%, enquanto no
estado da Bahia a soroprevaléncia € de 1,3% (Tavares-Neto J 2004; Toledo AC Jr
2005; Matos SB 2013).

Embora as pessoas infectadas cronicamente pelo HBV se encontrem
espalhadas por varias regides do mundo, apresentam-se como areas endémicas o
Sudeste Asiatico, a Africa Central, a regido do pacifico Sul e algumas populacdes
indigenas do norte do Alaska e norte do Canada (Figura 3) (André 2000; LOK 2001).
No Brasil, ha uma alta endemicidade na regido Amazobnica, Espirito Santo e oeste
de Santa Catarina (Toledo AC Jr 2005), enquanto que a regido Nordeste destaca-se

com uma endemicidade intermediéaria (Brasil 2008).

< 2% - baixa ] 2-8% - intermediaria I > 8% - elevada

Figura 3. Estimativa da soroprevaléncia do HBV no mundo (FERREIRA 2000)
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O HBYV possui um tempo de incubacdo de aproximadamente quatro meses (45
- 180 dias) e pode ser transmitido por via percutanea, através de mucosas ou fluidos
biolégicos contaminados (Alter HJ 1977; Brasil 2008). Sendo assim, a transfusao
sanguinea, hemoderivados, transplante de 6rgdos de pessoas contaminadas, 0
compartilhamento de seringas, laminas de barbear, tatuagens, piercings e relacoes
sexuais podem ser consideradas como fatores de risco para transmissdo do HBV
(Brasil 2008). Entre os grupos de risco destacam-se 0s usuarios de drogas injetaveis
e homens que fazem sexo com homens (Goldstein ST 2002).

E valido ressaltar que o HBV pode ser transmitido, ainda que em menor escala,
pela transmissdo nosocomial, entre os pacientes hemodialisados (Quale JM 1998),
ocupacional entre profissionais de salude (Antono SK 2010) e em maior escala
através da transmisséao vertical (Zahran KM 2010).

Com medidas eficazes de prevencéo, tais como: cumprimento das normas de
biosseguranca, vacinacdo (Ni YH 2001) e controle de infeccdo nas salas de
hemodidlise (Quale JM 1998), a transmissdo do HBV tem sido bastante reduzida
entre profissionais de saude e hemodialisados. As transmissfes ocupacional e
vertical do HBV podem ser prevenidas pela utilizacdo de imunoglobulina anti-
hepatite B injetavel, e a transmissdo sexual pela pratica de sexo seguro com

utilizacao do preservativo (DE SOUZA 2002; Brasil 2008).

2.3 TRATAMENTO ANTIVIRAL E RESISTENCIA

A Hepatite B pode causar infeccdo aguda ou cronica. Nao existe tratamento

especifico para as formas agudas da hepatite B. O uso de medicac¢des sintoméaticas

para vomitos e febre deve ser realizado quando pertinente. Entretanto, faz-se
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necessaria a maxima atencdo quanto as medicacdes utilizadas, ja que se deve
evitar o emprego de drogas que tenham potencial hepatotoxico. O repouso € medida
imposta pela prépria condicdo do paciente (Brasil 2008)

A infeccdo cronica pelo HBV acomete cerca de 5% a 10% dos individuos
infectados adultos. A infeccéo crbnica esta associada com a persisténcia do AgHBs
por mais de seis meses no sangue, com nivel de replicacdo viral variavel, e
resposta inflamatoria no figado de moderada a grave. Na historia natural da
infeccdo, alguns individuos tém chance de progredir para cirrose ou cancer de
figado (Maddrey 2001). Por esta razdo, a orientacdo para o ndo consumo de
bebidas alcodlicas, prevencdo da co-infeccdo com HIV, com VHC, controle de
distarbios metabdlicos como obesidade e diabetes, séo essenciais.

Entretanto, apenas uma baixa porcentagem dos casos de hepatite crénica B
necessitara de tratamento, conforme o grau de comprometimento hepético,
evidenciado através de exames anatomopatoldgicos e através do acompanhamento
de marcadores de lesdo hepatica, como os niveis de transaminases. No Brasil, o
tratamento com antivirais na hepatite B é indicado apenas para individuos: com
idade superior a dois anos; presenca do AgHBs por mais de seis meses; presenca
do AgHBe ou HBV-DNA > 10* cépias/mL; niveis de alanina aminotransferase (ALT)
superiores a duas vezes o limite superior do valor de referéncia; e, ter realizado
bidpsia hepatica nos ultimos 24 meses, com evidéncias de atividade necro-
inflamatoria de moderada a intensa e presenca de fibrose portal com septos, sem ou
com cirrose, pela classificacdo proposta pela Sociedade Brasileira de Patologia, que
corresponde a = A2 e/ou = F2 na escala METAVIR, respectivamente (DE SOUZA

2002; Brasil 2008).
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O objetivo do tratamento com antivirais € alcancar a resposta virologica
sustentada, com supressao da replicacdo do HBV-DNA e negativacéao da carga viral
ap0s a suspensdo do tratamento, apresentando uma resposta bioquimica,
normalizacdo dos niveis de ALT, soroconversdo do AgHbe para anti-Hbe, melhora
histolégica do figado e diminuicdo da progressao dos danos hepaticos.

Entre as opc¢bes farmacologicas para o tratamento do HBV, estédo disponiveis,
os Interferons (INF) convencionais e peguilados (INF-alfa e INF-peg) e os analogos
de nucleos(t)ideos. Entre os analogos de ndcleos(t)ideos aprovados pelo Ministério
da Saude do Brasil, encontram-se a Lamivudina (LAM), Adefovir (ADV), Tenofovir
(TDF), Entecavir (ETV), todos com a capacidade de interferir na atividade da
transcriptase reversa da polimerase viral.

Os INFs foram as primeiras drogas utilizadas no tratamento dessas infeccfes
podendo levar a resposta sustentada (perda do HBV-DNA e do AgHbe) em até um
terco dos casos tratados. De acordo com varios estudos, o uso do INF por um
periodo de quatro a seis meses induz uma remissdo em torno de 25% a 40% dos
pacientes tratados (Janssen HL 1999). Estudos de meta-analise, todos
randomizados, revelaram um efeito benéfico e significativo do INF-alfa observando-
se remissdo em 33% dos pacientes tratados com esta droga, quando comparado
com os indices de 12% entre os controles. Um dos maiores problemas com uso do
INF, além do alto custo financeiro, estaria relacionado aos diversos efeitos colaterais
observados durante o tratamento (Wong, Cheung et al. 1993).

Alguns anélogos de nucleos(t)ideos tém mostrado uma maior aceitacao,
seguranca, menos contra-indicagbes e efeitos colaterais quando comparados ao
INF-alfa e ao INF-peg (LOK 2001; DE SOUZA 2002). Entretanto, a resposta

virolégica sustentada (RVS) normalmente ndo é atingida ap6s o periodo de um ano,
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levando a tratamentos mais longos ou mesmo com prazo indeterminado. Apesar da
eficacia na atividade antiviral, o uso prolongado dos analogos de nucleos(t)ideos,
principalmente a LAM, tem demonstrado o potencial para o desenvolvimento de
resisténcia do HBV (DA SILVA 2000; THOMPSON 2006; BOTTECCHIA 2008;
HADDAD 2010).

Muitas vezes, a resisténcia pode ser evidenciada pela elevacédo da carga viral
durante o curso do tratamento (resisténcia fenotipica), cabendo ao médico analisar
0s riscos e 0s beneficios do tratamento (DE SOUZA 2002). Entretanto, a pesquisa
de mutacbes do HBV-DNA é preponderante para identificar mutantes resistentes
(resisténcia genotipica). Quanto maior o tempo de tratamento maior a probabilidade
de surgir mutantes resistentes, apresentando um coeficiente de incidéncia de 6%,
31% e 51% em 12, 24 e 48 meses respectivamente, em pacientes tratados com
LAM. Estima-se que a resisténcia pode aparecer a partir do 9° més de tratamento
com LAM (THOMPSON 2006). Entretanto, aproximadamente 25% dos pacientes
gue continuaram o tratamento depois da deteccdo de mutantes resistentes podem
obter negativacdo do AgHBe (Liaw YF 2000).

MutacBes no genoma do HBV induzidas pela LAM tém sido descritas.
Destacam-se as substituicdes na posicdo rt204, que inicia a regido YMDD no
dominio C da polimerase viral (THOMPSON 2006; HADDAD 2010). E valido
ressaltar que o tratamento com outros analogos de nucleos(t)ideos, como o ADV
também pode induzir mutacbes na regido da polimerase viral e, por isso, as
mutacdes rtI233V e rtA184V sao provaveis responsaveis pela resisténcia do HBV a

este medicamento. (KIM 2010; SCHILDGEN 2010) (Quadro 3)
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Quadro 3. Muta¢des nos sub-dominios da transcriptase reversa do HBV associados com
resisténcia as drogas disponiveis (Ghany M 2007).

Droga Dominio A Dominio B Dominio C Dominio D Dominio E

rI169T, rtV173L, rtL180M,
Lamivudina  rtL80V/I rtM204V/IS, 11Q215S : .
rtA181T, tT184S

Telbivudina - - tM2041 - -
. rtVE4M, p
Adefovir S85A rtA181T/V rtV214A tQ215S 11233V, riN236T, rtP237TH -
Tenofovir - tA194T - - -
Entecavir rtI169T, rtS184S/ATL/F/G rtS202G/1 - rtM250V

Entre os fatores preditivos de resisténcia do HBV a LAM, destacam-se: sexo
feminino, presenca do HBV-DNA por mais de seis meses no soro, niveis de ALT
superior ao limite normal, tempo de tratamento e mutacdo G1896A na regido pré—
core (THOMPSON 2006). Sabe-se ainda que os pacientes AgHBe positivos
possuem uma carga viral mais elevada do que os AgHBe negativos (THOMPSON
2006). Estes dois fatores tem sido relacionados a uma pior resposta a monoterapia
com LAM e um alto risco de desenvolvimento de resisténcia (DA SILVA 2000).
Embora ainda existam poucos estudos, acredita-se que o genétipo também possa
ter influéncia no desenvolvimento de resisténcia a este antiviral (Z ©~ OLLNER 2004;
BOTTECCHIA 2008; HADDAD 2010). Finalmente, a resisténcia promovida pela
monoterapia da LAM pode desencadear resisténcia do HBV aos demais analogos de

nucleos(t)ideos, a exemplo do ADV (SCHILDGEN 2010).
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HIPOTESES

N&do sdo esperadas mutacbes de resisténcia entre pacientes virgens de
tratamento ou em pacientes que foram tratados exclusivamente com INF;

A prevaléncia de mutacbes de resisténcia do HBV aos analogos de
nucleos(t)ideos (LAM, ETV, ADV e TDF) estd associada com tratamento
prolongado, gendtipo, carga viral, presenca do AgHBe e ALT elevada pré-

tratamento.
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4 OBJETIVO GERAL

Descrever o perfil de mutagbes do HBV associadas ao desenvolvimento de

resisténcia aos analogos de nucleos(t)ideos (LAM, ETV, ADV e TDF) entre pacientes

com infeccéo crbnica pelo HBV;

4.1

4.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a distribuicdo genotipica do HBV entre os pacientes com infeccao
cronica em Salvador;

Determinar a frequéncia de mutagfes de resisténcia do HBV aos anélogos de
nucleos(t)ideos em isolados de pacientes virgens de tratamento e tratados
com INF-alfa e os diferentes analogos de nucleos(t)ideos;

Avaliar a associacdo entre tempo de tratamento, gendtipo, carga viral,
presenca de AgHBe, e niveis de ALT pré-tratamento, com o risco de
desenvolvimento de mutacdes de resisténcia do HBV aos analogos de

nucleos(t)ideos.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a presenca de mutacfes de resisténcia associadas com o escape a

vacina contra o HBV.
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5 METODOLOGIA

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo é do tipo corte transversal e possui: um componente descritivo,
representado pela avaliacdo da freqiéncia das mutacdes de resisténcia do HBV aos
analogos de nucleos(t)ideos (LAM, ETV, ADV e TDF) entre os pacientes com infeccao
cronica virgens de tratamento e tratados; e um componente analitico, do tipo caso-
controle, representado pela andlise de associacdo entre tratamento, parametros
bioquimicos e virolégicos e o risco no desenvolvimento de mutac¢des de resisténcia
do HBV aos analogos de nucleos(t)ideos.

A Figura 4 traz o desenho do estudo com as principais etapas do projeto:
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PERFIL DE _MUTA(;C"ES DE RESISTI'ENC.IA DO HBV
A0S ANALOGOS DE NUCEOSIDEOS E
NUCLEOTIDEOS ENTRE PACIENTES COM HEPATITE
B CRONICA.
¥
Individuos cadastrados com Hepatite B Crénica no
HUPES-UFBA
¥
| Esclarecimento e assinatura do TCLE |
12
| Revisdo de prontuérios |
v ¥
Pacientes Pacientes tratados
virgens de ou em tratamento
tratamento
v
Coleta das amostras de
sangue
v

Amostras com carga
viral detectavel

v
Seqienciamento

v

Andlise das mutagies

Figura 4. Desenho do estudo.

5.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (FIOCRUZ-BA),
Salvador-BA, em colaboracdo com Servico de Hepatologia do Ambulatério
Magalhdes Neto, Hospital Universitario Prof. Edgar Santos da Universidade Federal
da Bahia (HUPES-UFBA), Salvador-BA, Laboratério de Pesquisa em Infectologia
(LAPI-BA), Salvador-BA e o Laboratorio Central de Saude Puablica (LACEN-BA),

Salvador-BA.

5.3 PARTICIPANTES
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Participam do estudo pacientes com hepatite B crbnica provenientes do

Ambulatério Magalhdes Netto do Complexo HUPES-UFBA virgens de tratamento ou

tratados.

Critérios de:

Inclusdo: Foram recrutados todos os pacientes HBV-DNA detectavel
acompanhados no Hospital Professor Edgar Santos que fizeram coleta de
sangue no setor NECBA, para a realizagdo da carga viral, no periodo de julho
de 2012 a maio de 2013 com presenca de AgBHs por mais de seis meses,
com exame confirmatério molecular representado pelo HBV-DNA qualitativo,
virgens de tratamento ou tratados com analogos de nucleos(t)ideos (LAM,
ETV, ADV e TDF), que concordaram concordar em participar do estudo e
manifestaram seu consentimento mediante assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE, APENDICE Il) aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Seres Humanos da FIOCRUZ-BA
e HUPES-UFBA. Para os menores de 18 anos, o consentimento foi assinado
pelos pais ou responsaveis legais, e para 0s participantes iletrados, o
consentimento foi obtido através da impressdo digital. IMPORTANTE: A
aprovacao do projeto pelos CEP foi anterior a Resolugdo CNS 466/2012 que
propde o termo de assentimento para menores (I1.2; 11.24), por esta razdo o
mesmo nao foi aplicado.

N&o-inclusdo: Pacientes com carga viral indetectavel na época da coleta da
amostra de soro/plasma devido ao clareamento espontanea da infeccéo,
flutuac&o da carga viral ou por resposta virologica sustentada ao tratamento.
Exclusdo: Pacientes com carga viral abaixo do limite de deteccdo dos

métodos validados nesta pesquisa (160 coépias/mL ou 2 logs/mL).
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Participantes que decidissem afastar-se do estudo por vontade prépria (ndo
tivemos perdas por este motivo);

Pacientes internados que se encontrassem em um estado de inconsciéncia
total ou parcial que nao permitisse compreender os esclarecimentos e

manifestar seu consentimento.

Definigbes de caso:

Individuos com infeccdo crénica pelo HBV: individuo com persisténcia do
marcador AgHBs por mais de 6 meses no soro;

Falha priméaria do tratamento: auséncia de reducdo da carga viral de mais de
1 log (cépias/mL) apds seus primeiros meses de tratamento;

Falha secundaria do tratamento: aumento da carga viral em mais de 1 log
(cépias/mL) acima do nivel mais baixo atingido pela carga viral (“nadir’) em
duas mensurac¢des com intervalo minimo de 1 més;

Resisténcia genotipica: Deteccdo de mutacdes ndo-sinbnimas no dominio rt
da polimerase do HBV, que foram associadas com o desenvolvimento de

resisténcia do HBV aos anélogos de nucleos(t)ideos.
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Célculo do tamanho amostral:

O tamanho amostral de 60 individuos foi calculado utilizando-se o programa
Statcalc (Epiinfo 3.54, CDC, Atlanta, EUA), levando-se em consideracdo o numero
de 356 pacientes tratados no HUPES em 2012 (dados obtidos no Hospital Manoel
Vitorino, responsavel pela dispensacédo dos medicamentos), a taxa de mutacdes de
resisténcia a LAM no primeiro ano de tratamento de 6% (pior 0,5%) e o intervalo de

confianca de 95%.

5.4 COLETA E ARMAZENAMENTO DE DADOS

O presente trabalho utilizou dois questionarios como ferramenta para coleta
de dados: questionario de identificacio (RESVHB-id, APENDICE Ill) e questionario
de revisdo de prontuario (RESVHB-rp, APENDICE 1IV). Sexo e idade, além de dados
clinicos, tais como, resultados de exames (dosagem da carga viral,
aminotransferase, bidpsia hepéatica), histérico de tratamento, co-infeccdo (HCV e
HIV) foram registrados. Estes questionarios foram aplicados em um estudo piloto
com 20 pacientes atendidos no HUPES-UFBA para sua validacdo. Os dados
provenientes das entrevistas e revisées dos prontudrios foram cadastrados num
banco de dados protegido por senha disponivel nha FIOCRUZ e acessivel apenas

pelos membros da pesquisa (REDCap, Vanderbilt Univerity, EUA).

5.5 COLETA DE AMOSTRAS

Foi colhida uma amostra de sangue, de cada participante, para a realizagao

dos exames descritos a seguir. A coleta foi feita em tubo a vacuo néo aditivado de
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10 mL através de puncdo venosa por um profissional de saude capacitado. As
amostras foram processadas dentro de 2H da coleta para separacdo do soro,
posteriormente aliquotado e congelado em freezer -80C até o uso, para prevenir a

degradacéo do DNA viral.

5.6 CARGA VIRAL DO HBV

A carga viral do HBV foi realizada no LACEN-BA através do sistema

automatizado Cobas® TagMan (Roche,USA).

5.7 EXTRACAO E DETECCAO DO HBV DNA POR PCR

O DNA total foi extraido de 200 pL de cada amostra de soro utilizando-se o kit
High Pure Viral Nucleic Acid Kit (ROCHE,EUA) conforme as orientacfes do
fabricante. A escolha deste kit deveu-se ao seu bom desempenho na recuperacao e
pureza do DNA medidos através do quantificador Qubit Fluorometer quando
comparado a de outros dois kits similares testados (dados nédo apresentados).

Para amplificar toda a regido da transcriptase reversa (rt) do gene da
polimerase viral foram testados primers previamente publicados e primes novos.

Duas regides superpostas compreendendo todo o dominio da rt foram
amplificadas utilizando-se os primers, que apresentaram o melhor desempenho, C-F
e S-R2A, e RT-F4 e RT-3a (Apéndice II).

A amplificag&o utilizando os primes C-F e S-R2A foi realizada com um volume
de 60 uL contendo 5 pL do DNA extraido, 1x PCR-Buffer sem MgCl, 0,20mM de

cada dNTPs, 1,5 MgCl,, 0,3 uM de cada primer e 0,02 U/ yL da Platinum Taq
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Polymerase. A mistura de reagentes foi aquecida a 94°C por 2 min; seguindo-se de
40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 57°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos; e por fim mais uma etapa a 72°C por
5 minutos para o término de extensao das fitas ja amplificadas. Amplificacdo com os
primers RT-F4 e RT-3a foi realizada com 60 pyl com as mesmas condigdes da reagao
proposta com a temperatura de anelamento de 59°C.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1%, pré-corados com SyBR Safe (Invitrogen, EUA) e visualizados com o auxilio de

um transluminador sob luz azul (Figura 5).

1 2 3 4 5 6 7 8 MwM 9 10 11 12 13 14 15 16

PP = - —— -——----*—-—-—
<

Figura 5. Gel de eletroforese em agarose a 1,0% dos amplicons com os primers F4 e R3a.
MWM - Ladder de 100 bp. 1-15 — amostras. 16-amostra controle positivo.

Amostras com carga viral acima de 160 cépias/mL foram eficientemente

amplificadas neste estudo.
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5.8 PURIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS

A purificagdo dos produtos do PCR foi realizada utilizando o PureLink PCR
Purification Kit (Invitrogen, EUA) de acordo com as orientagbes do fabricante. O
material foi enviado para sequienciamento do gene da polimerase pelo método Big-

dye terminator (ABI 3730).

59 MONTAGEM DAS SEQUENCIAS E DETERMINACAO DOS

GENOTIPOS DO HBV

O minimo de quatro sequéncias (max. 6) de cada isolado foram montadas
juntamente com uma sequéncia referéncia genétipo Al ou F (nimero de acesso no
Genbank AB116092 e AY090459, respectivamente). As andlises foram realizadas
inicialmente utilizando-se software livre Staden Package e posteriormente, os
resultados foram confirmado na Plataforma de Bioinforméatica da FIOCRUZ-BA
utilizando-se os software CLC Main Workbench v. 6.9 por inspecao visual dos
eletroferogramas e correcao de sitios conflitantes. Para esta analise foi utilizada a
funcdo “assemble sequences to reference” e os parametros padrdes do programa.
Os contigs apresentaram um tamanho de 1032 pb (correspondendo aos aminoéacido
1-344 da rt do HBV) (Stuyver L 2000). A sequéncia consenso de cada isolado foi
comparada com sequéncias referéncia do HBV disponiveis no banco de dados
HBVrt DB (Rhee, Margeridon-Thermet et al. 2010) para genotipagem. As sequéncias
foram também analisadas no programa MEGA V. 5.05 através do algoritmo
Neighbor-Joining (NJ) e analise de bootstrap utilizando 100 replicatas (Tamura K

2011).
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5.10 ANALISE DE MUTACOES DE RESISTENCIA DO GENE RTHBV

As mutacdes de resisténcia aos antivirais para hepatite B crénica localizadas
na rtHBV L80V/I, V84M, 1169T, V173L, L180M, A181V/T, T184G, A194T, S202G/I,
M2041/VIS, 1233V, N236T e M250V (Apéndice 1) foram pesquisadas utilizando-se
uma ferramenta online disponivel no banco de dados rtHBV DB (Stanford University,
USA) (Rhee, Margeridon-Thermet et al. 2010) (Figura 6). Os resultados foram
confirmados utilizando-se um programa desenvolvido neste estudo em Excel
(Microsoft, EUA). O referido software também permitiu pesquisar as mutacdes com
impacto no escape vacinal associadas as muta¢des na rt, localizadas no gene S
rtM2041 (sW196*/S/L), rtM204V (sI195M), rtL180M1+rtM204V/l (nenhuma mutacao

rtL180M), ou rtV173L+rtL180M+rtM204V/I (SE164D, sI195M).

"\ STANFORD UNIVERSITY

(2] HIV DRUG RESISTANCE DATABASE

A corated public database designed to represent, store, and analyze the divergent forms of data underlying HIV drug resistance,

HBVseq

SeqlD: VBAM-A194T-M204V Date: 10-Sep-2012

Summary Data

Sequence includes RT: codons: 1 - 344
Genotype and % sirmilanty to closest reference lsolate; A (99.6%)

Mutations at established drg resistance positions: 204

Sequence Cuality Assessment

Gene QA Problem Codons BT

RT Stop Codons, Frame Shifts: Mone

RT B.OH . M Mlone

RT Unusual Residues: None 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

Rod Noes indicate Q4 pmoblems; Slue e indicgte difsmroe s fom comsersus genoikoe A sogueeres; 7ol blue lines indicgte oites
Fozooigted with g esistaroe.

Figura 6. Sumario dos dados de avaliacdo de uma sequéncia do HBV contendo as
mutacgdes de resisténcia V84M, A194T e M204V obtidos através do HBVrt DB (Stanford
University, USA).
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5.11 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para analise estatistica foi utilizado o programa SPSS 21 (IBM, EUA). Os
eventos de interesse foram descritos através de frequéncias e de medidas de
tendéncia central (média) e dispersdo (desvio-padrdo). Para a comparacdo de
proporc¢des foi utilizado o teste Chi-quadrado (corrigido por Yates) ou teste exato de
Fisher quando recomendado. O odds ratio (OR) foi calculado utilizando-se o método
dos produtos cruzados. Em todos os testes estatisticos foi adotado um nivel de

significancia de 5 % (p <0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Foram recrutados todos os pacientes HBV-DNA detectavel acompanhados no
Hospital Professor Edgar Santos que fizeram coleta de sangue no setor NECBA,
para a realizacdo da carga viral, no periodo de julho de 2012 a maio de 2013. Um
total de 81 pacientes apresentaram carga viral acima de 160 copias/mL que permitiu
a pesquisa de mutacdes de resisténcia do HBV pelo método padronizado como
descrito acima. Além disso, 90% (73/81) tinham prontuarios no HUPES, que permitiu
realizar a revisdo dos dados clinicos e laboratoriais. A casuistica apresentou uma
maior frequéncia (56%) de individuos do sexo masculino com idade média (anos)
44,2 + 14,3 (DP = desvio padrdo). Foi possivel observar que a maioria dos pacientes
sdo mono-infectados pelo HBV e fibrose F1 - F3 (Tabela 1).

Entre os pacientes soropositivos para outras infeccles, trés portadores do
HIV receberam tratamento com LAM primariamente para esta infeccéo e, por isso,
foram incluidos no grupo de pacientes tratados. Contudo é valido ressaltar que
apenas um paciente soropositivo para o HIV ainda aguarda resultado da biopsia
para iniciar o tratamento para HBV. Apenas 25% (18/73) dos pacientes com hepatite
B crénica tinham histérico de tratamento antiviral prévio ou em curso. O tratamento
foi administrado entre pacientes predominantemente do sexo masculino (78%), com
AgHBe positivo (73%), ALT alterada (72%), fibrose F1 - F3 (100%), conforme os

dados obtidos na admisséo (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas e clinicas na admissdo dos pacientes com hepatite
B crbnica atendidos no HUPES, 2012-2013.

Histoérico de tratamento

Caracteristicas Naive Tratados Total
na admiss&o N=55" Média + N =18" Média + DP N =73" Média +
(%) DP (%) (%) DP
Sexo
Masc.:Fem. 27:28 (49:51) 14:4 (78:22) 41:32 (56:44)
Idade (anos) 43,9+ 14,2 46,9 + 14,7 44,2 £ 14,3
Min. — Max. 17-71 18-76 17-76
Sorologia pos.
AgHBe 5/45 (11) 11/15 (73) 16/60 (27)
anti-HCV 1/39 (3) 0/16 (0) 1/55 (2)
anti-HIV 0/28 (0) 3/13 (23) 3/41 (7)
anti-HTLV I/lI 1/18 (6) 1/7 (14) 2/25 (8)
ALT 88,8 £ 332,1 73,4 + 485 84,7 £ 284,9
> VR =41 Ul/dL 18/48 (38) 13/18 (72) 31/66 (47)
Biopsia/Elastografia
FO 3/8 (37) 0/7 (0) 3/15 (20)
F1-F3 5/8 (63) 717 (100) 12/15 (80)
F4 0/8 (0) 0/7 (0) 0/15 (0)
Esteatose 13/25 (52) 3/7 (43) 16/32 (50)

T Total varia conforme disponibilidade do dado. DP = desvio padréo.

Os dados clinico-laboratoriais pré-tratamento e o historico de tratamento

encontram-se na Tabela 2. A revisao do prontuario néo foi possivel em um paciente.

A soropositividade do AgHBe e os niveis de ALT mantiveram- se praticamente

inalterados entre a admisséo e o pré-tratamento. Um dos pacientes ndo pesquisou o

AgHBe no pré-tratamento, porém este era positivo na admissao. A média da carga

viral do HBV foi de 7,3 £ 7,6 log/mL, muito superior a 2.000 cépias/mL ou 3 log/mL,

valor que € preconizado pelos protocolos do Ministério da Saude como um dos

critérios para indicacao do tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados clinico-laboratoriais pré-tratamento dos pacientes tratados com drogas
antivirais no HUPES, 2012-2013.

Caracteristicas N=18" Média + DP
%

Pré-tratamento

AgHBe pos. 10/14 (71)
ALT 72,3+67,2
> VR =41 Ul/dL 12/16 (75)
HBV-DNA (log/mL) 73+7,6
Histérico de tratamento
Prévio 3/17 (18)
Em curso 14/17 (82)
Duracao do tratamento (anos) 30+4,1
Min. — Max. <1-11
Nimero de esquemas
1 14/17 (82)
2 3/17 (18)
Tipo de esquema terapéutico
Monoterapia 14/18 (78)
Conjugada 4/18 (22)
Droga antiviral
INF 3/18 (16)
LAM 3/18 (16)
ETV 8/18 (44)
TDF 7/18 (39)

T Total varia conforme a disponibilidade do dado.

O tratamento para Hepatite B esta em curso em 76% (13/17) dos pacientes.
Quatro pacientes suspenderam o tratamento (Figura 7). O motivo da suspenséo
estava disponivel apenas no caso T-2, que teve intolerancia ao medicamento
(monoterapia com TDF). Os outros trés pacientes apresentaram soroconversao para
anti-HBe seguida de melhora bioquimica e/ou reducéo da carga viral e encontram-se
sob acompanhamento. A duracdo média do tratamento foi de 3 anos, sendo que o
minimo foi inferior a 1 ano e o0 maximo 11 anos. A maioria dos pacientes foram
tratados com um Unico esquema terapéutico (82%) e monoterapia (78%). Em nossa
casuistica, o ETV foi a droga mais frequentemente administrada (44%), seguida pelo
TDF (39%), INF (16%) e LAM (16%) (Tabela 2).

A linha do tempo de dezesseis pacientes com histérico de tratamento esta
representada na Figura 7. O paciente tratado mais antigo foi admitido em 1998 (T-5),

porém sO iniciou seu tratamento em 2012, uma espera de quatorze anos. O tempo
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de acompanhamento e inicio do tratamento foi influenciado pelas caracteristicas
clinicas individuais e pela disponibilidade das drogas antivirais. Os analogos INF
e/ou LAM foram administrados aos pacientes que iniciaram o tratamento ha mais
tempo. Na medida em que as outras drogas antivirais, com maior barreira genética e
menores efeitos colaterais foram disponibilizadas, gradualmente estas foram sendo

utilizadas preferencialmente (Figura 7).

T1 L
T2 I
T3  —
T-4 X [ b
T-5 X —/
1T-6 X i ———
T-7 X -
]

i

ENT
TDF

LAM
INF

INF + LAM — LAM

LAM — LAM + TDF

16 2nim

INF + TDF
T-8 Kmmmmmmmmmmmmes e

T-9 X
T-10 S
T-11 |
T-12 *
T-13 (—
T-14 -
T-15 o |
T-16 I

1998 2003 2008 2013

Anos

Figura 7. Linha do tempo dos pacientes com hepatite B crdnica tratados no Complexo
HUPES-UFBA, entre 2012 e 2013.

Nota: O “X” representa a admisséo, a linha tracejada o periodo de acompanhamento e o retadngulo o
periodo de tratamento do paciente. * Pacientes soropositivos para HIV.

Os casos T-17 e T-18 sdo pacientes tratados no Couto Maia e no CEDAP respectivamente e por este
motivo ndo estdo representados na linha do tempo.

O paciente T-4 apresentou um maior periodo de tratamento, um total de onze
anos; Foi admitido em 2001 com 28 anos de idade e apdés um ano de
acompanhamento iniciou o tratamento com terapia conjugada INF + LAM, neste
periodo apresentava fibrose = F2 e atividade necroinflamatéria A3, anti- AgHbe
negativo e transaminases elevadas. O tratamento estendeu até o ano de 2013 e o

motivo da suspensdao estava indisponivel. Para trés pacientes a data de admissao é
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posterior a data do inicio do tratamento e isso acontece em virtude dos mesmos
terem iniciado o tratamento em outros centros e posteriormente serem transferidos

ao servico de gastro- Hepatologia — complexo HUPES para acompanhamento.

6.2 GENOTIPAGEM O HBV

A amplificacdo e sequenciamento do HBV-DNA para pesquisa das mutacdes
de resisténcia foi realizada em todas as amostras testadas. Ao todo foram
analisados 81 contigs com o tamanho de 1032 pb, que correspondendo a &rea total
do dominio rt do gene P. Entre os isolados testados, o gendtipo Al foi o mais
prevalente (85.2%) seguido pelo genoétipo A2 (4.9%) F (6.2%) e C1, D2 e D4 (1.2%

cada) (Figura 8).
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Figura 8. Genotipagem dos isolados do HBV por analise em &rvore filogenética utilizando
método NJ.Sequencias referéncias do HBVrt DB (Stanford University, USA) selecionadas do

do Genbank .
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6.3 MUTACOESRTES

Seis isolados (7 %) apresentaram mutacGes associadas ao desenvolvimento
de resisténcia aos analogos de nuclot(s)ideos no dominio rt do gene P (resisténcia
genotipica): dois pacientes apresentaram o padrdao L180M + M204V e quatro
apresentaram outros padrées (L80I + L180M + M204l; L80V + L180M + M204V;

M2041; A194T) (Figura 9 e 10).

gi|2547635 22% TTG TCC TGG TTA TCG CTG GAT
77 Leu Ser Trp Leu Ser Leu Asp

H-47%RT-21 : 225 .. 1

H-574RT-21 : 225 . LTZ .-

(N-2) 77 . Ile .
H-185RT-22 2259 .- .-
H-S545RT-&2 223 -
H-572RT-22 229 .-
H-280RT-C1 : 225 .-
H-377RT-D2 229 .-
H-251RT-D4 : 2285 .-
H-075-F2a 229 c Tew wn-

Figura 9. Alinhamento das sequéncias das amostras e uma sequéncia referéncias (NUmero
de acesso Genbank GQ325766; GIl:254763592). A amostra H-574 (N-2) apresenta uma
mutacdo ndo sindnima L80I do dominio rt do gene P. A amostra H-075 apresenta uma
mutagao sindnima genaotipo especifica no mesmo locus.

gi|2547635 : 526 AGT CCG TTT CTC TTG GCT CAG  gj|2547635 : 5958 GCT TTC AGC TAT ATG GAT GAT
176 8er Pro Phe Leu Leu Zla Gln 200 &la Phe Ser Tyr Met Rsp Rsp
H-4T5RT-EL @ S26 tu. tus wnn ann ane wae saa H-475RT-21 : 558 .. - . .
17¢ . 200
H-574RT-21 : 526 . ATG wcue +-- H-5T74RT-21 : 558 ZTT
(n-2) 176 ... Met (n-2) 200 i e e Ils vun ...
H-185RT-ZZ : 5Z2¢ e eee e e e e e H-185RT-LZ : 5958 . .
176 ... .- 200 .. ..
E-545RT-2Z : 326 ... - BTG ... ... HE-545RT-A2 : 598 .- GTG -an .-
(T-17) 176 ... Met (T-17) 200 .. Val ... ...
E-STZRT-2Z : 526 . - 2TG ... ...  H-STZRT-RZ : 598 .. GTG wvn ou-
(T-18) 176 ... L MET ... ... (T-15) 200 .. al oo ..
H-280RT-C1 : 526 . o E-280RT-C1 : 558 .7 ..
176 ... 200 ..
HE-3T7TRT-DZ : 526 .uCT vue wew aee Cun vun wua E-377RT-D2 : 5958 .T
176 . .- 200 .
H-Z51RT-D4 : 526 ..C tune wnw wew Cun wen wun H-251RT-D4 : 5958 .7
17& . 200 -
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Figura 10. Alinhamento das sequéncias das amostras e uma sequéncia referéncias
(Numero de acesso Genbank GQ325766; Gl:254763592). As amostras H-574 (N-2), H-
549(T-17) e H-572 (T-18) apresentam a mutacdo L180M e também as mutacdes M2041/V do
dominio rt do gene P.
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Todas as mutacdes foram identificadas em isolados com gendtipo A. Além
disso, quatro cepas com mutacfes no gene S associadas as mutacées do dominio rt
do gene P foram detectadas. Isto corresponde a uma taxa de 6% de mutacbes de
escape vacinal. Trés casos apresentaram a mutacdo sI195M e um a mutacéo
SW196L. Apesar de estes coédons sobreporem apenas a regido da mutacéo
rtM204V/1, as mutacdes no gene S foram encontradas apenas entre 0S casos com

mutacBes compensatorias rtL80I/V e rtL180M (Tabela 3).

Tabela 3. Perfil genotipico dos pacientes com mutacao de resisténcias aos analogos de
nacleos(t)ideos.

Caso Origem Genotipo Mutacdes

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

N = paciente naive; T = paciente tratado.



50

6.4 DESCRICAO DOS CASOS

Segue abaixo a descricdo dos casos com isolados com mutacdo de
resisténcia. Trés pacientes soropositivos para o HIV foram tratados por diversas
drogas do coquetel anti-AIDS a saber: Telbivudina (LdT), Zidovudine (AZT),
Etravirine (ETR), Efavirenz (EFV), Lopinavir (LPV) Ritonavir (RTV), Atazanavir

sulfate (ATV), Emtricitabine (FTC), Lamivudina (LAM ou 3TC).

> Caso T-6: IGS, sexo masculino, tem 20 anos de idade. E acompanhado desde
2001, periodo em que foi diagnosticado para Hepatite B. Paciente HIV positivo
tratado com o seguinte esquema terapéutico: LAM + LdP + RTV + TDF. Iniciou o
tratamento para HBV em 2006 e ja fez uso de dois esquemas terapéuticos para o
tratamento de Hepatite B cronica. O 1° esquema é caracterizado por monoterapia
com Lamivudina j4 a terapia de regaste (segundo esquema terapéutico) foi
iniciado em 2010 com LAM + TDF. Com o tratamento foi possivel observar a
normalizagdo das transaminases, contudo o0 paciente ainda ndo obteve a
soroconversdo do AgHbe além disso entre o ano de 2010 e 2013 foi observado
um aumento da carga viral (3.58 log/mL para 5.73 log/mL). Paciente com HBV
genotipo Al e presenca de mutacdo de resisténcia no padrao: rtL80V + rtL180M
+ rtM204V.

» Caso T-11: SSN, sexo masculino, residente em Lajedinho-BA (interior da Bahia),
tem 49 anos de idade. Entre os riscos para aquisicdo da Hepatite B afirmou ter
utilizado seringa ndo descartavel e realizado tratamento dentario. O paciente nao
possui habito de consumir bebidas alcoodlicas. E acompanhado desde 2010,
periodo em que foi diagnosticado para Hepatite B. Faz uso de um Gnico esquema
terapéutico ao qual foi iniciado em 2012. O esquema € caracterizado por
monoterapia com ETV e o paciente afirma aderéncia ao antiviral (doses diarias e
de acordo com orientacdes do médico). Possui AgHbe positivo e 0os exames no
momento do estudo demonstraram um aumento de aproximadamente 2x mais

dos niveis de transaminase em relacdo aos exames realizados pré-tratamento.
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Na Biopsia realizada em 2011 demonstrou um grau de fibrose F3 e atividade
necroinflamatoria A2. A carga viral na amostra na qual foi realizada os testes
moleculares foi 2,21 log/mL 3x menor do que a carga viral mensurada antes do
tratamento. Paciente com HBV gendtipo Al e presenca da mutacdo rtM204l.
Caso T-17: ESP, sexo masculino, tem 30 anos de idade. E acompanhado desde
abril de 2013, periodo em que foi diagnosticado para Hepatite B. Paciente HIV
positivo tratado com 0 seguinte esquema terapéutico: AZT + LAM + ETR.
Aguarda o resultado da biopsia para iniciar o tratamento para hepatite B cronica.
Possui AgHbe positivo, ALT elevada e carga viral de 8.34 log/mL. Paciente com
HBV genoétipo A2 e presenca de mutacdo de resisténcia no padréo: rtL180M +
rtM204V.

Caso T-18: JLB, sexo masculino, possui 45 anos reside em Salvador-BA. Entre
0s riscos para aquisicdo da Hepatite B, o paciente apesar de se classificar como
heterossexual, afirmou ja ter feito sexo com homem. N&o possui habito de
consumir bebidas alcodlicas, drogas e/ou tabagismo. Paciente soropositivo para
HIV desde julho de 2007 e para HBV desde junho de 2011. Possui anti-Hbe
negativo e os niveis de ALT e carga viral apresentaram uma elevacao entre os
resultados antes do tratamento e os resultados atuais (ALT 2x e carga viral 2
logs). J& fez uso de quatro esquemas terapéuticos, dois especificos para o
tratamento do HIV e outros dois para o tratamento da co-infeccdo com HBV e
HIV. Para o 1° esquema foi utilizado EFV + 3TC + AZT, em virtude de queixas
por sonoléncia foi aplicado o 2° esquema terapéutico com AZT + 3TC + LPV/RIT,
diante do diagndstico positivo para HBV foi trocado o esquema anterior por
TDF+3TC+LPV/RTV e had 1 ano, devido ao desconforto por diarréia, foi
introduzido o 42 esquema terapéutico caracterizado por TDF+3TC+ATV+RTV.
Para todos os esquemas 0 paciente afirma possuir adesdo de 100% (dado
relatado em prontuario). Paciente com HBV gendétipo A2 e presenca de mutacao
de resisténcia no padrdo: rtL180M + rtM204V.

Caso N-1: VJE, sexo masculino, residente em Salvador-BA, tem 62 anos de
idade. Entre os riscos para aquisicdo da Hepatite B afirmou ter utilizado seringa
nao descartavel, realizado tratamento cirirgico e dentario. O paciente possui
hébito de consumir bebidas alcodlicas. E acompanhado desde 1999, periodo em
que foi diagnosticado para hepatite B e até o0 momento néao faz uso de tratamento

antiviral. Possui anti-Hbe positivo e os niveis de ALT permanecem elevados (>41
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dL/mL) desde do periodo da admissdo. Apresenta esteatose diagnosticado por
método de imagem. Os dados de biopsia e carga viral durante o
acompanhamento ndo estavam disponiveis. A Unica carga viral foi realizada na
amostra na qual foi disponibilizadas para os testes moleculares e esta foi 2,68
log/mL. Paciente com HBV gendtipo Al e presenca da mutacao rtA194T.

» Caso N-2: RCS, sexo feminino, residente em Salvador-BA. Este caso vem sendo
acompanhado em outra unidade de saude e nao foi possivel realizar a revisao de
prontuarios, ainda. A paciente possui HBV-DNA qualitativo detectavel. Na
amostra utilizada para a pesquisa de mutacdes de resisténcia ndo foi possivel
realizar o HBV-DNA quantitativo.. A paciente possui HBV gendétipo A1l e mutagéo
rtL80I, rtL180M e rtM204l.

6.5 IMPLICACOES CLINICAS

O desenho do nosso estudo ndo previu a coleta longitudinal de dados,
contudo, pretendiamos através da revisdo dos prontuarios coletar os dados
referentes a carga viral pré-tratamento e a dosagem mais recente. Dos quatro
pacientes tratados com resisténcia genotipica: um tem um histérico recente de
tratamento (<1 ano) com ETV e apresentou uma reducéo de 4 logs entre a carga
viral pré-tratamento e a carga viral de um ano de tratamento (T-11). Outro paciente
tinha um histérico com periodo longo de tratamento com LAM+TDF (> 5 anos) e
apresentou elevacdo da carga viral que pode representar falha terapéutica (T-6).
Infelizmente, os dados foram incompletos no prontuério de dois pacientes impedindo
qualquer interpretacdo sobre as implicacdes clinicas das mutaces de resisténcia

nestes casos.
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6.6 FATORES DE RISCO PARA O DESENVOLVIMENTO DE

MUTACOES DE RESISTENCIA

Tomando-se como desfecho a ocorréncia de mutagdes, foram associados
significativamente a este evento: positividade para o AgHBe, co-infeccdo com o HIV
e historico de tratamento para HBV e/ou HIV (Tabela 4). Devido a falta de dados de
alguns pacientes e o tamanho amostral, ndo foi possivel avaliarmos o impacto da

carga viral pré-tratamento sobre a ocorréncia de mutagdes de resisténcia.

Tabela 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com hepatite B crbnica
com/sem mutacao, atendidos no HUPES entre 2012-2013.

Com Mutacéao Sem Mutacéao
Caracteristicas N=6" Média+DP N=75" Média+DP P
AgHBe 0,01
Pos. 3 12
Neg. 0 44
HIV
Soropositivo 2 0 <0,01
Soronegativo 1 37
ALT, Ul/dL 83,5+ 19,0 72,8+ 74,3
Nivel ALT
> VR=41 Ul/dL 3 28 ns
< VR=41 Ul/dL 1 33
Carga viral, log/mL 1 6,28 9 5,54 +£1,65 nd
Gendtipo ns
A 6 65
N&o-A 0 8
Hist. Tratamento 0,01
Tratado 4 14
Naive 1 53
Droga antiviral ns
LAM 1 1
Outras 2 13
Duracéo trat., meses 2 76 £ 76 14 3035 ns

T Total varia conforme a disponibilidade do dado. ns = nao significativo. nd = ndo determinado.
* Alguns pacientes foram tratados para HIV com outros analogos de nucleos(t)ideos.
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7 DISCUSSAO

Inicialmente é importante enfatizar que o HBVrt DB foi testado contra as 18
mutacOes de resisténcia listadas, as quais o presente estudo pretende avaliar
(Apéndice I). O HBVrt DB foi capaz de reconhecer quinze destas mutacées como
mutacdes de resisténcia e falhou no reconhecimento das mutagdes A194T e V84M.
Contudo, tais mutacdes foram analisadas através da inspecado visual sitio a sitio
como ja descrito anteriormente, atingindo portanto o objetivo inicial.

Além disso, diante dos resultados expostos observamos que o perfil
genotipico das populagbes estudadas foi muito similar e apresentou os trés
gendtipos (A, D, F) circulantes no Brasil (Araujo, Mello et al. 2004; BOTTECCHIA
2008). Curiosamente foi encontrado um paciente com genétipo C, apesar de este
gendtipo ser caracteristico na regido do leste da Asia o mesmo vem sendo descrito
no Brasil, recentemente (Bertolini DA 2012). Ainda, foi possivel observar uma maior
frequéncia de infeccdo pelo HBV em Homens e com idade média superior a 40
anos. Dados que corroboram com a literatura nos quais apontam uma maior
frequéncia de infeccao da Hepatite B no grupo dos homens (BOTTECCHIA 2008).

E valido ressaltar que a amostragem incluiu pacientes virgens de tratamento,
fator este que ja contribui para uma taxa reduzida de mutacdes de resisténcia aos
analogos de nucleos(t)ideos . Apesar disso, devemos enfatizar que este fator ndo foi
determinante, uma vez que encontramos dois isolados virgens de tratamento com
mutacdes de resisténcia(Lacombe, Boyd et al. 2013); Além disso, devemos
considerar que o sequenciamento foi realizado em nivel da sequéncia consenso 0
que reduz ainda mais a probabilidade de encontrar mutacdes de resisténcia, uma

Vez que para que as mesmas aparecam no sequienciamento devem atingir e fixar-se
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em aproximadamente 50% das quasisespecies que sofreram pressao seletiva
positiva (Anna S. Lok 2007).

As principais mutacfes de resisténcia encontram-se entre a posicdo do
aminoacido 80 a 250 (Ghany M 2007). Sendo as muta¢cdes no motivo YMDD na
posicdo 204 as mais frequientes e relevantes para a resisténcia a Lamivudina (DA
SILVA 2000; HADDAD 2010).

Na populacdo analisada, observamos a presenca de dos seguintes padrbes
de mutacdo: L180M + M204V e quatro com diferentes padrdes: L80I + L180M +
M204l; L80V + L180M + M204V; M2041; A194T.

Entre os fatores que predispdem a resisténcia do HBV aos analogos além do
AgHbs persistente por mais de 6 meses no soro, situacdo que caracteriza a hepatite
B crbnica, encontram-se a carga viral e transaminases elevada antes do tratamento,
bem como a duracdo (tempo) de tratamento (THOMPSON 2006) presenca de
AgHbe pré-tratamento e co-infeccdo com HIV.

Neste estudo foi possivel observar uma forte associacao dos fatores: historico
de tratamento, status AgHBe positivo pré-tratamento e co-infeccdo com HIV com o
desenvolvimento de mutacdo de resisténcia (p=0,01, p= 0,01 e p < 0,01
respectivamente).

A resisténcia fenotipica que se caracteriza pelo rebound da carga viral e o
aumento das transaminases esta correlacionada com a resisténcia genotipica
(BOTTECCHIA 2008); Nos pacientes estudados ndo foi possivel avaliar este
aumento uma vez que nao foram coletados dados laboratoriais seqtienciais, antes
da deteccdo das mutagOes, contudo observamos que tanto a carga viral como as

transaminases estiveram elevadas no momento da deteccdo da mutacdo. Além
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disso, foi possivel observar a elevagcao da carga viral em um dos pacientes (T-6) que
apresentou mutacéo de resisténcia e foi tratado por mais de 5 anos com INF+LAM.

Com ja mencionado as mutacdes de resisténcia relacionadas a Lamivudina
encontram-se principalmente no motivo YMDD. Neste motivo destacam-se as
mutacbes M204V e M204l como as principais mutacbes de resisténcia a
Lamivudina, podendo a mutacdo M204V ser a mais frequente (Z © OLLNER 2004,
THOMPSON 2006; HADDAD 2010). E possivel, ainda, relatar que a mutagéo M204V
reduz o fitness viral quando comparado a M204l. Em virtude desta caracteristica a
mutacdo M204V encontra-se combinada com a mutacdo compensatoria L180M para
aumentar esta capacidade de replicacdo, enquanto a M204l pode ser mais
facilmente encontrada de modo individual (Z ©~ OLLNER 2004; THOMPSON 2006;
HADDAD 2010).

Sabe — se que o Tenofovir € 0 analogo com maior barreira genética, portanto
com poucas ou quase nenhuma mutacdo de resisténcia associado. Recentemente
vem sendo descrito a mutacdo A194T com mutacdo de resisténcia, in vitro,
associado ao TDF. Tal mutacdo ja foi descrita na literatura em um caso
monoinfectado para HIV tratado com TDF por 6 meses (Lacombe, Boyd et al. 2013).
NoO nosso estudo o0 paciente que apresentou o virus com esta mutacao era virgem de
tratamento e apresentava carga viral < 2.000 Ul/mL ou 3 log/mL.

Embora ainda existam poucos estudos, acredita-se que o genoétipo também
possa ter influéncia no desenvolvimento de resisténcia aos antivirais, estando a
mutacdo M204I mais frequiente no gendtipo D quando comparado ao genétipo A. (Z~

OLLNER 2004; BOTTECCHIA 2008; HADDAD 2010).
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Neste trabalho todas as mutacdes encontradas, estavam presentes nos
pacientes com o genétipo A. Contudo a andlise de associacdo ndo apresentou
resultado estatisticamente significante.

O trabalho contemplou também analise das mutacfes no gene S, com
impacto no escape vacinal, associadas as mutacdes na RT. Foi encontrada um uma
taxa de 6% de sequéncias com mutacdes de escape vacinal, taxa inferior a relatada
em trabalhos com pacientes co-infectados com HIV(Lacombe, Boyd et al. 2013).
Estas mutacBes para o grupo de pacientes co-infectados com HIV apresentam o
genatipo D e o tratamento prolongado com Lamivudina como fatores de risco para o
desenvolvimento destas mutacBes. No entanto, neste trabalho foi observada tais
mutacBes nas sequéncias consenso do HBV de trés pacientes co-infectados com
HIV e um monoinfectados, todos gendétipos A.

Por fim, esperdvamos encontrar uma menor taxa de mutacdo de resisténcia,
uma vez que as analises foram envolvidas pacientes virgens de tratamento e como
ja mencionado este fator tende a reduzir a taxa de resisténcia. Outro fator a ser
considerado deve-se ao tempo da terapia; Se considerarmos LAM, o antiviral com
menor barreira genética e mais utilizado no Brasil, espera-se encontrar uma taxa de
6% de mutacdo em um periodo de um ano de tratamento (THOMPSON
2006).Apesar da maioria dos pacientes incluidos nestes estudos serem virgens ou
apresentarem menos que um ano de tratamento foi encontrada uma taxa de 7%,
superior a reportada na literatura.

Diante destes resultados e com o intuito de aumentar o poder do estudo, faz-
se necessario a analise de mutacao de resisténcia em uma amostragem maior bem

como utilizando a metodologia de seglenciamento em nivel de quasiespécies virais.
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8 CONSIDERACOES ETICAS

8.1 LIMITACOES DO PROJETO

Neste projeto foram analisadas as muta¢cfes & nivel da seqiiéncia consenso e
isso pode acarretar a ndo visualizagao de algumas mutacdes, podendo subestimar a
frequéncia das mutacdes de resisténcia uma vez que estas devem aparecer na
sequéncia consenso apenas quando as mesmas forem favoraveis ao virus e
mantidas durante o curso evolucionario com uma representacdo de mais de 50%
das quasiespécies.

Além disso, utilizamos uma populacdo com 81 pacientes virgens e tratados, no

entanto o tamanho amostral foi calculado para 90 pacientes tratados.
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9 CONCLUSAO

Na populagdo estudada observamos uma maior frequéncia de homens e
pacientes AgHbe negativo 25%, contudo entre os pacientes tratados a porcentagem
para AgHbe positivo foi mais elevada com 71%. Com relacdo a genotipagem do
HBV foi observada uma maior prevaléncia do gendtipo Al (85,2%) seguido pelo
genotipo A2 (4,9%) F (6,2%) e C1, D2 e D4 (1,2% cada). Foi encontrada uma taxa
de 7% de cepas mutantes aos analogos de nucleos(t)ideos e uma forte associacao
entre a ocorréncia de mutacdes de resisténcia para o HBV em pacientes com co-
infeccdo para HIV, historico de tratamento e anti-Hbe negativo. A fim de aumentar o
poder do estudo, serd necessario um estudo com um numero maior de pacientes
bem como a analise a nivel quasiespécies virais.

Por fim, diante dos resultados apresentados antes de a terapia ser iniciada &
extremamente importante o monitoramento da carga viral e a identificacdo de
mutacOes de resisténcia, para suportar decisdes clinicas sobre o manejo dos

pacientes e prevenir a emergéncia de virus multi- resistentes.
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APENDICE | - Lista das principais muta¢fes da resisténcia aos antivirais

N Locus Mutacéo Posicéo Droga* Repercussao

1 P, dominio A da rt L8OV 367..369 LAM -

2 P, dominio A dart L80I 367..369 LAM Mutacdo compensatéria da M204I/V

3 P,rt V84M 379..381 ADF Potenciais Mutacdes de resisténcia

4 P, dominio B da rt 1169T 634..636 ETV -

5 P, dominio B da rt V173L 646..648 LAM, FTC Mutacdo compensatéria da M2041/V.

6 P, dominio B da rt L180M 667..669 LAM, FTC, ETV Mutacdo concomitante a mutacdo M204V. Mutacdo
compensatoria da M2041/V

7 P, dominio B da rt A181V 670..672 LAM, ADF Normalmente em monoterapia com Adefovir esta associada a
rtN236T , provocando uma baixa efetividade para o este
medicamento ou em terapia com Adefovir e Lamivudina pode-
se apresentar associada a rtM2041/V provocando resisténcia a
estes medicamentos.

8 P, dominio B da rt Al181T 670..672 LAM, ADF Normalmente em monoterapia com Adefovir esta associada a

rtN236T , provocando uma baixa efetividade para o este
medicamento ou em terapia com Adefovir e Lamivudina pode-

se apresentar associada a rtM2041/V provocando resisténcia a
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estes medicamentos.

9 P, dominio B da rt T184G 679..681 LAM, ETV Mutagdo compensatoéria da M204V.
10 P, dominio B da rt A194T 709..711 TDF In vitro é associada a mutagGes de resisténcia a Lamivudina;
Reduz a susceptibilidade ao Tenofovir.
11 | P, motivo YMDD do S202G/I | 733..735 ETV Mutacdo compensatéria confere um aumento de resisténcia
dominio C da rt ao Entecavir em amostras ja resistentes a Lamivudina.
12 | P, motivo YMDD do M204I 739..741 LAM, FTC, LdT, Mutacao de resisténcia e reduz fitness viral in vitro.
dominio C da rt pacientes tratados com
ETV e experimentados
com LAM
13 | P, motivo YMDD do M204V 739..741 LAM, FTC, pacientes Mutacdo de resisténcia e reduz fithess viral in vitro . Foi mais
dominio C da rt tratados com ETV e descrita nos genétipos A e B do que nos genétipos C e D
experimentados com LAM
14 | P, motivo YMDD do M204S 739..741 LAM, FTC =
dominio C da rt
15 P,dominio D da rt 1233V 832..834 ADF -
16 P, dominio D da rt N236T 835..837 ADF Mutagcéo concomitante a mutagdo A181T/V
17 P, dominio D da rt M250V 877..879 ETV Potenciais Mutagfes de resisténcia

* LAM — Lamivudina , FTC — Emtricitabine, ENT - Entecavir , ADV — Adefovir, TDF- Tenofovir, LdT - Telbivudina.
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APENDICE Il - Tabela dos primers

utilizados para amplificacao dart do HBV.

64

Tamanho
Oligonucleotideos Sentido Frequéncia*| Posicao Gene Tamanho |do
amplicon
C-F A ser publicada. + - - S -
S-R2A | A ser publicada. - - - S -
RT-F4 | A ser publicada. + 89/94 - P -
RT-R3a | A ser publicada. - 87/94 - P -

*Frequéncia: nimero de sequencias referéncia com similaridade de 100% sobre o total de sequencias referéncias pesquisadas.



APENDICE Il - Termo de consentimento livre e esclarecido do

participante.
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APENDICE IV — Questionario de Identificac&o
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APENDICE V — Questionario de reviséo de prontuério.
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APENDICE VI — Resumo publicado no XXIll Congresso Brasileiro de

Virologia.

ABSENCE OF PRIMARY MUTATIONS ASSOCIATED WITH DRUG RESISTANCE

IN ANTIVIRAL-NAIVE PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B INFECTION

Maria Isabel Magalhdes Andrade dos Santos®; Hermes Pedreira da Silva Filho'; Suiane da
Costa Negreiros do Valle?; Sidelcina Rugieri Pacheco'; Raymundo Paran&d®, Mitermayer

Galvao dos Reis ** & Luciano Kalabric Silva®.

'Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM/Fiocruz-BA), Salvador, Bahia, Brasil; 2
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a public health issue, one of main causes of death
from infectious diseases worldwide. Brazil public health system (SUS) has provided
antiviral drugs for chronic hepatitis B treatment for over 10 years, but a system for
monitoring for drug-related resistance mutations is not available. This study aims to
determine the presence of HBV primary mutations associated with nucleoside and
nucleotides analogs in antiviral-naive patients with chronic hepatitis B infection. HBV
reverse transcription (rt) gene sequences from 37 isolates from antiviral-naive
patients from Cruzeiro do Sul Hospital were analyzed. These sequence data were

obtained to validate molecular methods and HBV genotyping from previous
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collaborating studies with HUPES and FIOCRUZ-BA. Briefly, HBV-DNA was
amplified with a nested-PCR with primers FHBS1-RHBS1 and FHBS2-RHBS2, and
sequenced using ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, USA). Sequences from
forward (FHBS2) and reverse (RHBS2) primers were aligned to obtain a contig with
length ranging from 310 to 369 bp, corresponding to the rt amino acid position from
51 to 172. Conflicting sites were edited by comparison with reference sequence
X04615 after visual inspection. Consensus sequences were used for interrogating a
local HBV drug resistance database (HBVrt DB, Stanford University, USA) to retrieve
the prevalence of each mutation according to genotype and treatment. HBV
genotype A (62.1%) was most prevalent followed by genotype F (31.0%) and D
(6.9%). Despite the high rate of co-infection with Delta virus (58.6%), no primary
drug-related resistance mutation was observed in this rt region. Other regions will be
evaluated in the future. After the initiation of drug therapy it is extremely important to
monitor viral load and identify drug-related resistance mutations in order to support
clinical decision about the patient management in addition to preventing the

emergence of multidrug-resistant viruses.
Keywords: HBV, hepatitis B virus, resistance, nucleos(t)ides analogs.
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a public health issue. The Brazilian public health system
(SUS) has provided antiviral drugs for chronic hepatitis B treatment for over 10 years, but a
system for monitoring for drug-related resistance mutations is not available. This study aims
to determine the presence of HBV mutations associated with resistance to nucleos(t)ide
analogs among 85 patients with chronic HBV infection-naive and treated from University
Hospital Professor Edgard Santos, Salvador-BA (HUPES-UFBA). Briefly, HBV-DNA was
PCR amplified with primers deduced from HBV S and P genes and sequenced using ABI
Prism 3730 (Applied Biosystems, USA). Two to six forward and reverse sequences of each
isolate were assembled and conflicting sites were revised using software CLC Main
Workbench v. 5.0 by visual inspection of the electropherograms. Consensus sequence
lengths ranged from 1011 to 1034 bp and encompassed the entire rt domain (from amino

acid 1 to 344). Those sequences were submitted to the HBV drug resistance database
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(HBVrt DB, Stanford University, USA) to retrieve each mutation according to genotype and
treatment. HBV genotype Al (84.71%) was the most prevalent followed by genotype A2
(5.88%), F (5.88%), and C1, D2 and D4 (1.18% each). Six patients (7.06%) exhibited
resistance mutations to LAM, ENT and TDF, two with patterns L180M + M204V, one with
patterns L80I + L180M + M204I and three others with different patterns: L80V + L180M +
M204V; M2041; A194T. All of these mutations were present in patients with genotype A (four
Al and two A2). Furthermore, this study found one patient with genotype C, common in
Asian east. Prevalence of drug-related resistance mutations varies according to treatment
duration and the level of genetic barrier for the drugs used. Once the drug therapy is initiated
it is extremely important to monitor viral load and identify those mutations in order to support
clinical decisions about patient management and also to prevent the emergence of multidrug-
resistant viruses.

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