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Prefdcio



Quando me dei por conta estava cursando Biomedicina, descobrindo e
me encantando por cada area da minha profissdo. No segundo ano de faculdade
uma oportunidade de estadgio no Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro de Botucatu — UNESP me foi oferecida por uma professora.

Comecei no laboratério como PRAT (programa de aprendizagem e
treinamento oferecido pela UNESP) com todas as dificuldades para conciliar os
estudos na cidade onde eu estudava (Avaré) com as atividades do laboratério,
sempre me esforcei para buscar novos conhecimentos e para me tornar uma
profissional engajada.

Muitas pessoas foram essenciais nesse trajeto, foram o meu espelho.
Ensinaram-me a ser uma profissional de ética, com responsabilidades e sempre
pensando no maior compromisso que eu deveria ter — 0s pacientes.

Com o passar do tempo, as oportunidades foram surgindo e eu assumi a
rotina das Hepatites Virais. A cada dia uma surpresa, uma descoberta, um
aprendizado.

Hoje néo sei se eu faco parte da rotina das Hepatites ou se elas fazem
parte de mim!!

Apés a adaptacdo nas minhas atividades diarias, mais uma oportunidade
foi oferecida, o ingresso no Mestrado Profissional, a fim de responder questbes
ligadas ao Ministério da Saude, do qual o laboratério ao qual eu pertenco faz
parte.

Sendo assim apresento neste volume o trabalho intitulado, Perfil de
mutacdes de resisténcia e polimorfismos genéticos em variantes do Virus da

Hepatite B circulantes na regiao de Botucatu.
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A infeccao pelo virus da hepatite B (VHB) constitui um grave problema de saude
publica mundial, sendo responsavel por doencas hepaticas agudas, crénicas,
cirrose e hepatocarcinoma. Com o intuito de diminuir a replicagéo viral e a
progressdao da infeccdo pelo VHB, foram aprovadas sete drogas para o
tratamento da hepatite B crbnica nos ultimos 20 anos, sendo que no Brasil, o
protocolo de tratamento baseia-se no uso dos farmacos: Interferon-alfa,
Inteferon-alfa peguilado, Lamivudina, Tenofovir, Entecavir e Adefovir. No
entanto, um obstaculo a utilizacdo das drogas que atuam inibindo enzimas virais
€ a emergéncia de variantes resistentes. Desta maneira, sabendo-se que o
estudo da variabilidade genética das regides gendémicas do VHB é importante
ndao somente para analisar o perfil de resisténcia do virus aos antivirais, mas
também para avaliar as variantes virais circulantes no Brasil, a finalidade deste
trabalho foi determinar o perfil de mutacées de resisténcia e polimorfismos
genéticos em variantes do Virus da Hepatite B circulantes na regido de Botucatu.
A regiao gendmica pol do VHB foi amplificada e sequenciada a partir de
metodologia in-house, para avaliar o perfil de mutacdes de resisténcia e de
polimorfismos genéticos. Dados clinicos e laboratoriais foram coletados do
prontuario médico dos pacientes. Os resultados obtidos demonstraram a
presenca das mutacées de resisténcia rtM204V, rtM2041 e rtL180M, que
conferem resisténcia cruzada a Lamivudina e Telbivudina e, podem ocasionar
resisténcia cruzada ao Entecavir quando na presenca de mutagao adicional. Em
relagdo aos polimorfismos, 37 substituicdes foram encontradas, das quais varias
ja foram associadas a resisténcia primaria ou secundaria ao tratamento antiviral
pelo VHB, sendo que 4 ainda n&do foram relatadas pela literatura, sendo elas
Q262E, Q139H, W79C e W257H, o que demonstra que estas substituicoes
podem ser caracteristicas das variantes virais do VHB encontradas em nossa

regiao.

Palavras-chave: Mutagdes, Polimorfismos, Resisténcia, Virus da Hepatite B.
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a serious global public health problem, being
responsible for acute and chronic liver diseases, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma. In order to reduce viral replication and progression of HBV infection,
seven drugs for the treatment of chronic hepatitis B have been approved in the
past 20 years, and in Brazil, the treatment protocol is based on the use of the
drugs: Interferon-alpha, pegylated Interferon-alfa, Lamivudine, Tenofovir,
Entecavir and Adefovir. However, an obstacle to the use of drugs that act by
inhibiting viral enzymes is the emergence of resistant variants. Therefore, the
study of the variability of HBV genome is important not only to assess the
resistance profile of the virus to antivirals, but also to evaluate the circulating viral
variants in Brazil. Thus, the purpose of this study was to evaluate the profile of
resistance mutations and genetic polymorphisms in Hepatitis B virus variants
circulating in Botucatu. HBV pol genomic region was amplified and sequenced by
in-house methodology, to evaluate the profile of resistance mutations and genetic
polymorphisms. Additional clinical and laboratory parameters were collected from
the medical records of patients. The results showed the presence of rtM204V,
rtM2041 and rtL180M resistance mutations, which confer cross-resistance to
Lamivudine and Telbivudine and, may cause cross-resistance to Entecavir in the
presence of additional mutation. Regarding polymorphisms, 37 substitutions were
found, including those associated to primary and secondary resistance to HBV
treatment, and of these four substitutions have not been reported in the literature,
which were Q262E, Q139H, W79C and W257H, demonstrating that these
substitutions may be characteristic of HBV viral variants found in our region.

Keywords: Mutations, Polymorphisms, Resistance, Hepatitis B Virus
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A infeccao pelo virus da hepatite B (VHB) constitui um grave problema de
saude publica mundial, sendo responsavel por doencas hepaticas agudas,
cronicas, cirrose e hepatocarcinoma (MARGOLIS et al.,, 1991; MAST et al.,
2005). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que dois
bilhdes de pessoas no mundo ja entraram em contato com o VHB, sendo que
mais de 350 milhdes tornaram-se portadores crénicos do virus (BRASIL, 2011).

No Brasil, os estudos epidemiol6gicos ainda sao escassos, entretanto,
estima-se que ao menos 15% da populacao entrou em contato com o virus e
que 1% apresenta hepatite crénica associada ao mesmo (BRASIL, 2002), sendo
encontradas dentro do pais areas de alta, média e baixa endemicidade para
infeccdo pelo VHB. Essa variabilidade geografica se relaciona a condicbes
socioeconémicas, culturais e educacionais. Sao consideradas areas de
endemicidade intermedidria as regides Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste
enquanto a regidao Sul é tida como uma area de baixa endemicidade. Sé&o
consideradas areas de alta endemicidade a regiao da Amazénia Legal, o Espirito
Santo e o Oeste do estado de Santa Catarina (CHAVEZ; CAMPANA; HAAS,
2003).

O virus da hepatite B (VHB) pertence a familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus e possui tropismo pela célula hepéatica, € um virus
envelopado de, aproximadamente, 42nm de didmetro, com nucleocapsideo
icosaédrico de 27nm e genoma circular constituido de DNA de fita dupla
incompleta (Figura 1) (DI MARCO et al., 2004).
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Figura 1: Representagdo esquematica da particula viral completa do VHB, evidenciando o
material genético viral (DNA), o nucleocapsideo icosaédrico, as proteinas de superficie e a
enzima DNA polimerase/transcriptase reversa (Adaptado de PERKINS, 2002).

O genoma do VHB é constituido por, aproximadamente, 3.200
nucleotideos, sendo uma das cadeias do DNA curta de polaridade positiva e
outra longa de polaridade negativa, apresentando quatro fases de leitura
abertas, do inglés, Open Reading Frame (ORF) designadas de (1) Pré-S1/Pré-
S2/S, que codificam as proteinas que formam o antigeno de superficie (HBsAQ),
as proteinas L (large), M (middle) e S (small); (2) Pré-Core/Core, responsaveis
pela sintese do HBcAg e do HBeAg; (3) P, que codifica a DNA-polimerase
(transcriptase reversa, RNase-H e dominios da proteina terminal) e (4) X,
responsavel pela sintese da proteina X, que segundo Grob (1998) parece

exercer fungdes regulatoérias (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquematica do genoma do VHB, evidenciando as regides
codificadoras do antigeno de superficie (Pre-S1, Pre-S2, S), pré-core, core, DNA polimerase (TP,
P) e proteina X (Adaptado de BECK; NASSAL, 2007).

Atualmente, oito gendétipos do VHB (A a H), classificados com base na
sequéncia de nucleotideos do genoma viral, sdo conhecidos, sendo que um
novo genétipo designado gendtipo | foi recentemente descrito (YU et al., 2010).
Os gendtipos do VHB podem ainda ser subdivididos em subgenétipos devido a
variagdes que ocorrem dentro do préprio gendtipo, sendo consideradas para
esta classificacdo variacdes superiores a 4 e inferiores a 8%. Como por
exemplo, podemos citar o gendtipo A que pode ser subdividido em 3
subgendtipos, A1, A2 e A3 (ZHONG et al., 2011; BOTTECHIA et al., 2008).

A distribuicdo dos genétipos do VHB é distinta nas diferentes regides
geograficas, o genotipo A exibe alta prevaléncia na Europa, América do Norte,
leste e centro da Africa; o genétipo B é predominante na China, Vietna e
Indonésia; o gendtipo C é encontrado no leste da Asia, Coréia, China, Japao,
Vietna e Polinésia; o gendtipo D tem elevada prevaléncia no Mediterraneo e do
Oriente Médio a India; o genétipo E é caracteristico da Africa; o genétipo F é
encontrado na América do Sul e Polinésia (MAGNIUS et al., 1995; DI MARCO et
al., 2004). Posteriormente, o gendtipo G foi descrito na Franca e Estados Unidos
(STUYVER et al., 2000) e o H na América Central (ARAUZ-RUIZ et al., 2002).
No Brasil os genétipos mais prevalentes sdo A, D e F (MELLO et al., 2007). No
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entanto, de forma distinta do que ocorre na infeccao pela Hepatite C, os
gendtipos ainda ndo sdo considerados para tomada de decisdes terapéuticas
(SORRELLI.et al., 2009).

Até o momento, o mecanismo de entrada viral ainda nao foi elucidado.
Endocitose e fusado direta do envelope viral com a membrana plasmatica séo
propostas como potenciais vias. Depois do desencapsulamento para o
citoplasma e transporte do nucleocapsideo ao nucleo, a dupla fita do DNA viral
relaxado circular (rcDNA) é reparado por enzimas virais e celulares, ou seja, a
fita incompleta de polaridade positiva do rcDNA tem sua sintese finalizada pela
polimerase viral e, em etapa seguinte do ciclo, a polimerase viral e iniciadores de
RNA utilizados para esta sintese sdo removidos por enzimas celulares (BECK;
NASSAL, 2007). Posteriormente o DNA circular é fechado covalentemente
(cccDNA), sendo formado pela ligagdo covalente de ambas fitas de DNA. Ha
evidéncias que cada célula infectada contém 1-50 moléculas de cccDNA. Como
um replicativo intermediario do ciclo de vida do VHB, o cccDNA ¢é essencial para
a persisténcia da infeccado e funciona como molde para sintese de RNA. Todas
as variantes de RNA viral sdo transcritas a partir cccDNA utilizando estruturas
transcricionais celulares (GOMES; NIEL, 2008). O cccDNA é transcrito em RNA
subgendémico (sgRNA) e RNA pregenémico (pgRNA). No nucleocapsideo o
pgRNA é utilizado como molde para transcricdo reversa resultando na fita de
DNA de polaridade negativa. O molde de pgRNA é, entdo, parcialmente
degradado pela acdo da RNAse H. Aproximadamente 15 a 18 oligonucleotideos
na extremidade 5’ da fita ndo sdo degradados nessa fase e, funcionam como
iniciador para a sintese da fita de DNA de polaridade positiva (GRIMM et al.,
2013).

No ciclo de vida do VHB, o DNA no nucleocapsideo pode ser reimportado
para o nucleo para formar cccDNA adicionais ou pode ser conduzido ao reticulo
endoplasmatico para serem liberados. Ap6s o brotamento no limem do reticulo
endoplasmatico, as proteinas do envelope sédo secretadas pela célula (Figura 3)
(GRIMM et al., 2013).
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Figura 3: Representagédo esquematica do ciclo do VHB (Adaptada de GANEM; PRINCE, 2004).

Devido a falta de atividade de reparo da transcriptase reversa, as
mutacbes do genoma viral sdo frequentes e resultam na coexisténcia de
espécies genéticas virais distintas em individuos infectados (quasispecies)
(GRIMM et al., 2013).

Estas variantes virais circulantes em um paciente infectado podem ser
transmitidas. As principais vias de transmissao constituem a parenteral, sexual e
vertical. Os fatores de risco para infeccdo incluem transfusdo de sangue,
promiscuidade sexual, compartilhamento ou re-utilizagdo de seringas entre
usuarios de drogas injetaveis, dialise renal, tatuagem, transmissao ocupacional
e, vivéncia em instituicdo correcional (LAVANCHY, 2004). Em éarea de baixa
prevaléncia, a hepatite B € uma doenca tipicamente de adultos jovens os quais
adquiriram a infeccdo pelo comportamento de risco e, em regides de alta
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prevaléncia, a maior parte das infecgdes ocorre no periodo perinatal ou durante
a primeira infancia (LIAW et al., 2009).

O virus da hepatite B ndo causa dano celular diretamente, exceto em
circunstancias incomuns. A resposta imune do hospedeiro, tanto celular como
humoral, determina o curso da infeccdo e o grau do dano hepético (CHISARI et
al., 1995). O reconhecimento do VHB determinado pelos linfécitos T citotéxicos
(células CD8+) leva a destruicdo de hepatdcitos infectados, com o aumento da
resposta celular CD4+. Se a resposta imunoldgica esta debilitada, como em
pacientes sob tratamento com imunossupressores, o controle da infeccao pode
ser perdido, a replicagdo do VHB é exacerbada e um efeito citopatico direto é
produzido, conduzindo a hepatite colestatica fibrosante (YEO et al., 2000). Por
outro lado, a hepatite severa é, as vezes, observada na retirada de

imunossupressao, provavelmente resultado da estimulagédo imunoldgica.

O clearance do DNA do VHB é mediado em grande parte (até 90%) por
citocinas antivirais produzidas pelas células do sistema imune inato e adaptativo,
incluindo o fator de necrose tumoral alfa, inteferon alfa ou interferon beta (
MURRAY et al., 2005). Em individuos com hepatite B crénica, a resposta CD4+
e CD8+ especifica ao VHB sao insuficientes (MAINI et al., 2000) e podem
conduzir a resposta inflamatoria persistente que € ineficiente para o clearance do
VHB (MCMAHON et al., 1985).

Varios fatores podem influenciar a resposta imunolégica contra o VHB,
como por exemplo, a idade do paciente no momento da infeccao, fatores
genéticos do hospedeiro e a prépria variabilidade genética do virus (BLUM;
HAASE; VYAS, 1984). A idade da aquisicao da infeccao pelo VHB apresenta
grande impacto na histéria natural da hepatite B cronica. Enquanto que 90% dos
individuos infectados ao nascimento ou na primeira infancia desenvolvem a
infeccdo crbnica, mais que 95% dos pacientes infectados quando adultos
clareiam o virus (YIM; LOK, 2006).

O curso natural da infecgao pelo VHB pode ser dividido em quatro fases na
dependéncia da interacdo virus-hospedeiro como tolerancia imunoldgica,

imunoclearance, portador inativo e reativagdo (FATTOVICH et al., 2008).
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A primeira fase da infeccao é caracterizada pela presenca do AgHBe, altos
niveis séricos de DNA-VHB, mas niveis normais ou minimamente elevados de
alanina aminotransferase (ALT) e figado normal ou somente atividade histologica
minima e fibrose escassa. A segunda fase é caracterizada por uma diminuicao
flutuante, mas progressiva dos niveis de DNA viral, elevacdo da ALT e
necroinflamagao hepatica. A terceira fase é caracterizada pela soroconverséo do
AgHBe para anti-HBe, marcando a transicao da terceira fase de replicacao baixa
ou sem replicacdo a qual é caracterizada pela negatividade do AgHBe e a
positividade para anti-HBe, niveis indetectaveis ou baixo de DNA-VHB, niveis
persistentemente normais de ALT e histologia hepatica inativa com fibrose
minima. Ja na quarta fase, como o DNA viral persiste nos hepatdcitos, pode
ocorrer a reativagcdo do VHB com o reaparecimento da doencga hepatica tanto
espontaneamente como induzida por atividade imunossupressora. A reativacao
da replicacédo viral pode ocorrer devido a reativacao do virus selvagem com uma
reversdo do estado AgHBe positivo ou, muito mais frequentemente, com a
replicacdo competente de variantes VHB que evitam a expressdo do AgHBe.
Esta fase é caracterizada pela negatividade do AgHBe com niveis de DNA-VHB
séricos detectaveis, elevacdo da ALT e moderada ou severa necroinflamacéao
com valores distintos de fibrose na biépsia hepatica (FATTOVICH et al., 2008).

Com o objetivo de reduzir as taxas de infec¢éo pelo VHB a vacina contra a
hepatite B esta disponivel desde 1982, e apesar de sua eficacia, ainda ndo ha o
controle desta infeccdo, sendo que ha relatos na literatura a respeito da
existéncia de variantes virais portadores de mutagdes genéticas que ocorrem em
consequéncia a pressao seletiva exercida por estas vacinas, denominadas
mutantes de escape vacinal. Portanto, devido a existéncia destes mutantes de
escape vacinal, os pacientes permanecem vulneraveis a estas cepas mesmo

tomando as trés doses da vacina para hepatite B (LEE et al., 2001).

Com o intuito de diminuir a replicacao viral e a progressao da infeccao pelo
VHB, foram aprovadas sete drogas para o tratamento da hepatite B crénica nos
ultimos 20 anos (YUEN et al., 2009). Interferon alfa-2b e Lamivudina foram
aprovadas nos anos 90 e durante a ultima década cinco drogas adicionais
receberam a aprovagao pelo Food and Drug Administration (FDA): adefovir,
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entecavir, peginterferon alfa-2a, telbivudina e tenofovir. No Brasil, o protocolo de
tratamento baseia-se no uso dos farmacos: Interferon-alfa, Inteferon-alfa
peguilado, Lamivudina, Tenofovir, Entecavir e Adefovir (BRASIL, 2011). O
inteferon-alfa foi a primeira droga aprovada para o tratamento da infecgéo
cronica pelo VHB. O mecanismo de acdo envolve efeitos antivirais,
antiproliferativos e imunomoduladores. Os analogos de nucleosideo ou
nucleotideos (Lamivudina e Entecavir; Tenofovir e Adefovir, respectivamente)
tém como alvo a polimerase do VHB e podem agir por inibicio direta, através de
ligacdo competitiva com substratos endégenos ou a partir da incorporacao ao
DNA viral, agindo como cadeias terminadoras (FUNG et al., 2011).

No entanto, um obstaculo a utilizacdo das drogas que atuam inibindo
enzimas virais é a emergéncia de variantes resistentes (KIEFFER et al., 2007).

O desenvolvimento de resisténcia as drogas antivirais depende de alguns
fatores, tais como o fitness viral que consiste na capacidade de replicacao viral,
a pressao seletiva e a poténcia dos medicamentos incluindo a barreira genética
da droga e, a falta da atividade de reparo da polimerase viral (GIRONES;
MILLER, 1989; RICHMAN, 1996; RICHMAN, 2000; THIBAULT, 2002; ZHOU;
HOLMES, 2007; VILLET ET AL., 2009; TENNEY, 2009). Diferentes variantes
virais coexistem no paciente infectado. No entanto, a variante selvagem (Wild-
Type) & a populacdo majoritaria, uma vez que mutacdes de resisténcia
prejudicam o fitness viral consequentemente as variantes resistentes
permanecem como populacdes minoritarias (GAL-TANAMY et al., 2008). Na
presenca de um agente antiviral, as variantes mutantes, resistentes emergem
devido a inibicdo da replicacdo dos virus selvagens. Ao longo do tempo,
mutagbes compensatérias ocorrem e, restauram a capacidade replicativa do
virus mutante (GHANY; DOO, 2009).

Modificacdes no genoma do VHB que estdo associadas a resisténcia as
drogas terapéuticas, podem ocasionar dois tipos de resisténcia, a resisténcia
primaria, que ocorre como consequéncia da infeccdo por uma variante ja
resistente a, pelo menos, algumas das drogas disponiveis e; a resisténcia

secundaria, que ocorre devido a selecao de mutagcdes durante o tratamento em
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decorréncia da supressao viral ndao ter sido completa (ALLEN et al., 1998;
YILDIZ et al., 2011; PASTOR et al., 2009)

O uso de Lamivudina esta particularmente associado a mutagdes de
resisténcia, ja que apenas uma unica substituicido de metionina por valina ou
isoleucina na posicao 204 na regido da transcriptase reversa da polimerase do
VHB diminui a susceptibilidade a Lamivudina de maneira muito expressiva, o
que a torna uma droga de baixa barreira genética. A Lamivudina € um analogo
de citidina e é fosforilada em metabdlitos ativos, agindo como um terminador de
cadeia apds competicao para incorporacao ao DNA viral. As mutacdes principais
responsaveis pela resisténcia a Lamivudina como citada anteriormente, incluem
M204V e M204]1 (ALLEN et al., 1998). A primeira ocorre geralmente
concomitantemente com a mutagdo L180M, enquanto que a segunda pode
ocorrer sozinha ou juntamente com a L180M. Foi postulado que a L180M pode
restaurar a competéncia da replicacdo dos mutantes rt204 e aumentar a
resisténcia a droga (CARRILHO; ONO-NITA, 2001). Outra mutacao
compensatéria € a V173L, que ocorre juntamente com a rt204 e rt180, e que
pode aumentar a replicacao viral. A mutacdo A181T/V que leva a resisténcia a
Lamivudina também estd relacionada com resisténcia cruzada ao Adefovir
(VILLET et al., 2008). Outras mutacdes compensatérias relacionadas a
Lamivudina como L80V/lI e T184S podem ser encontradas em outros dominios
da RT polimerase do VHB (OGATA et al.,, 1999; BARTHOLOMEUSZ et al.,
2005).

O Adefovir € um analogo de nucleotideo de adenosina monofosfato,
aprovado em 2002 pelo FDA. Uma das propriedades vantajosas desta droga é
sua eficiéncia contra mutantes resistentes a Lamivudina. Virus carregando as
mutacdes M204I/V permanecem suscetiveis ao Adefovir (LAMPERTICO et al.,
2005). No entanto, mutagGes de resisténcia foram descritas e as duas principais
sdao a A181V/T e N236T (ANGUS et al.,, 2003). Uma taxa de resisténcia
genotipica de 29% é observada depois de cinco anos de tratamento com essa
droga em pacientes AgHBe negativos. Outra mutacdo, a 1233V, tem sido
associada com resisténcia primaria ao Adefovir (SHILDGEN et al., 2006).
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O Entecavir € um analogo carboxilico da guanosina que sofre fosforilagcao
intracelular para seu metabdlito ativo 5’ trifosfato. Este compete com o substrato
natural desoxiguanosina trifosfato e inibe a DNA polimerase viral. Estudos in
vitro mostram que o Entecavir inibe as trés fases da replicacdo do VHB: priming,
pois apresenta um mecanismo antiviral adicional comparado com outros
analogos de nucleotideos/nucleosideos, transcricao reversa do RNAm pré-
gendmico e sintese da fita positiva de DNA do VHB (SEIFER et al., 1998).
Diferentemente dos demais analogos de nucleotideos/nucleosideos, a fracao
ativa do Entecavir contém um grupo 3’-hidroxil que permite a adicao de poucos
nucleotideos antes do final da cadeia (LANGLEY et al., 2007; TCHESNOKOV et
al., 2008). O Entecavir apresenta uma eficiéncia de 30 a 2200 vezes maior em
reduzir a replicacado viral in vitro do que a Lamivudina (INNAIMO et al., 1997;
ONO-NITA et al., 2001) e sua barreira genética é alta. O desenvolvimento de
resisténcia ao Entecavir é rara e, além das mutagdes M204V e L180M que sao
responsaveis pela resisténcia a Lamivudina, mutagdo adicional 1169T, T184G,
S2021 ou M250V é necessaria para que ocorra resisténcia (BALDICK et al.,
2008).

O Tenofovir tem o mesmo principio dos demais farmacos, e € uma droga
de alta barreira genética, agindo como um terminador de cadeia por inibir o
substrato natural 5’-trifosfato de deoxiadenosina. O Tenofovir tem mostrado
eficiéncia superior ao Adefovir em termos de supressdo do DNA viral, da
soroconversdao AgHBe e da normalizacdo da ALT (MARCELLIN et al., 2008;
HEATHCOTE et al., 2011). Até o presente momento, nao foi reportado nenhum
caso de resisténcia primaria ao Tenofovir em pacientes monoinfectados com
VHB. Estudos in vitro demonstraram que as mutacdes A181T e N236T,
associadas com resisténcia ao Adefovir, estdo também associadas com uma
diminuicdo da suscetibilidade ao Tenofovir (Ql X et al.,, 2007; VILLET et al.,
2009). No entanto, ha a necessidade de elucidar a significAncia dessas
mutacdes no ambiente clinico. Estudo com pacientes coinfectados HIV-VHB
sugeriu uma possivel participagdo da mutacdo A194T na resisténcia ao
Tenofovir (SHELDON et al., 2005). VHB com a mutacdo A194T demonstrou
suscetibilidade reduzida ao Tenofovir quando combinada com as mutacdes de
resisténcia a Lamivudina M204V e L180M in vitro. O impacto clinico da mutacao
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A194T precisa ser determinada, uma vez que o Tenofovir mostrou ser efetivo na
supressao viral em pacientes com a mutacdo A194T (FUNG et al., 2011).

Polimorfismos genéticos também podem conferir resisténcia aos
medicamentos, como é o caso do polimorfismo rtL217R que confere resisténcia
natural ao adefovir (ZOULIM; LOCARNINI, 2009; CUESTAS et al. 2010).
Alteracdes polimorficas na regido S-pol do VHB podem ser observadas entre os
diferentes tipos de gendétipos. Estudos ja relataram as alteracdes sT114S,
sY161F, sI195M e sM198I na regidao S-pol em sequéncias isoladas do gendtipo
A e, um grande numero de alteragdes nas posi¢cdes polimérficas S118 e S128 do
genoétipo D (VERNET G. et al., 2006). Essas alteracdes podem influenciar no
aumento da variabilidade dos genétipos virais, assim como na habilidade do
VHB de escape ao sistema imune do hospedeiro (BANERJEE et al., 1999).

Varios métodos tém sido propostos para deteccdo de mutacbes e
polimorfismos resistentes aos antivirais. Sequenciamento direto pode identificar
polimorfismos e mutacbes conhecidas, novos sitios de mutacoes e
polimorfismos, porém esse método ndo é suficientemente sensivel para
deteccao de resistentes mutantes emergentes que estdo presentes como
populacdo minoritaria. Estas podem ser identificadas por clonagem em larga
escala e protocolos de sequenciamento, no entanto sdo metodologias que
exigem além da capacidade dos laboratérios clinicos. Métodos baseados na
hibridizacdo sdo mais sensiveis e menos trabalhosos, no entanto apresentam
desvantagens como, identificacdo apenas de mutacdes conhecidas, testes
individuais para detectar cada mutacao entre outras (VALSAMAKI, 2007).

O estudo da variabilidade genética das regides gendmicas do VHB é
importante ndo somente para avaliagdo do perfil de resisténcia do virus aos
antivirais, o que pode ser fundamental para orientar a indicacdo e/ou
modificacdo do esquema terapéutico utilizado pelo paciente, mas também para
avaliar as variantes virais circulantes no Brasil, uma vez que além da circulacao
de varios gendtipos, coinfeccoes e eventos de recombinacdo podem ocorrer
conduzindo a emergéncia de variantes hibridas que podem se tornar a variante

dominante em diferentes regides geograficas (CHEKARAQOU et al., 2010).
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Neste contexto, a finalidade deste estudo foi avaliar o perfil de mutacées de
resisténcia e polimorfismos genéticos em variantes do Virus da Hepatite B
circulantes na regiao de Botucatu.





