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A vida do ser humano é mensurada pelo quanto 0 mesmo consegue aprender em
uma escala temporal e como vai utilizar esse aprendizado na referida escala para
poder amadurecer e conquistar planos superiores aos seus.

Mustafa Kemil, 2009.
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RESUMO

O virus da hepatite B (VHB) € composto por uma molécula de DNA circular
parcialmente fita dupla e seu genoma é totalmente codificante apresentando
quatro fases de leitura aberta designadas de pre-S/S, pre-C/C, P e X. Os
genotipos e subtipos do VHB apresentam uma distribuicdo geografica,
caracteristica nas diferentes regides do mundo. Ndo h& uma correlacao direta
entre os genotipos e subtipos, pois, alguns subtipos podem ser encontrados em
mais de um gendtipo diferente. A estrutura molecular do gene S (Pre-S1, Pre-S2 e
S), estudados em doadores de sangue, € similar as descobertas para os demais
grupos de amostras ja estudados em outros trabalhos. Em nosso trabalho os
genotipos e subgendtipos ndo apresentaram relacdo com algum dos fatores de
risco aqui relatados. O subgendtipo Al se mostrou mais prevalente em nossa
populacdo. Os subtipos, determinante com subdeterminante, ndo conseguiram
caracterizar gendtipo ou subgenétipo. O gendtipo F e o H ja relatado em outros
estudos como sendo dois grupos distintos, aqui parecem ser um sO grupo. Nao
foram encontradas neste estudo mutacdes que indicassem o0 escape vacinal na
populacdo estudada. Os subgrupos encontrados no genotipo A podem ser o0s
subgenotipos ja relados em trabalhos anteriores, que tratam dos subgendétipos A3,
A4 e A5. Apesar da evidéncia de grupos e subgrupos nas analises filogenéticas,
para a espécie do virus da hepatite b, do género Orthohepadnavirus, 0s niveis de
similaridade de sequéncia, os valores de divergéncia e o comprimento dos ramos

da arvore NJ sugerem uma Unica espécie para o virus estudado.



ABSTRACT

The hepatitis B virus (HBV) is composed of a circular DNA molecule
partially double stranded genome is totally four phases showing coding open
reading frames designated pre-S / S, pre-C / C, P and X. The genotypes and
subtypes of HBV have a geographic distribution, characteristics in different regions
of the world. There is a direct correlation between genotypes and subtypes,
because some subtypes can be found in more than a different genotype. The
molecular structure of the S gene (pre-S1, Pre-S2 and S), studied in blood donors
is similar to findings for other groups of samples already studied in other works. In
our study, the genotypes and subgenoétipos not correlate with any of the risk
factors reported here. The subgenotype Al was more prevalent in our population.
Subtypes, subdeterminante determinant, failed to characterize genotype or
subgenotype. The genotype F and H have been reported in other studies as being
two distinct groups here seem to be a single group. No mutations were found in
this study indicate that the escape vaccine in this population. The subgroups found
in the genotype may be the subgenoétipos relados already in previous works,
dealing with subgendtipos A3, A4 and A5. Despite the evidence of the groups and
subgroups phylogenetic analyzes for the kind of hepatitis B virus, the genus
Orthohepadnavirus levels of sequence similarity, the divergence values and the

length of the branches NJ suggest one species for the virus studied.



1 INTRODUCAO

1.1 BREVE HISTORICO DO VIiRUS DA HEPATITE B

A ictericia epidémica € encontrada desde o periodo anterior & Era Crista e
foi descrita inicialmente por Hipocrates (400 a.c), porém, somente no final do
século XIX, ap6s a vacinacao contra a variola em 1.289 trabalhadores do estaleiro
de Bremen (Alemanha) dos quais 15% se tornaram ictéricos, tornou-se evidente a
associacao desta enfermidade a um agente de transmisséo parenteral (Lurman,
1885).

Em 1947, MacCallum designou os termos “virus da hepatite A” (VHA) e
“virus da hepatite B” (VHB) referindo-se aos supostos agentes etiologicos das
hepatites de periodo de incubacao curto (18 a 37 dias) ou infecciosa e de periodo
de incubacéo longo (50 a 180 dias) ou soro-homologa, respectivamente. Esta
terminologia foi adotada pelo comité das hepatites virais da Organizacdo Mundial
de Saude permanecendo até os dias atuais (Hollinger, 1991).

Em 1965, Blumberg e colaboradores publicaram o que viria a ser uma das
mais importantes revelacdes sobre as hepatites virais. Com o objetivo de estudar
caracteristicas polimorficas hereditarias, Blumberg e sua equipe examinaram
milhares de amostras de soro de diferentes areas geograficas do mundo. Durante
0 curso da investigacdo, a equipe descobriu que uma amostra de soro de um
aborigene da Austrdlia continha um antigeno que reagia especificamente com um
anticorpo presente no soro de um paciente hemofilico dos Estados Unidos.

Estudos subsequentes revelaram que este “antigeno Australia” era relativamente



raro na populacdo da Ameérica do Norte e Oeste Europeu, porém prevalente em
algumas regides Africanas e Asidticas e entre pacientes com leucemia, sindrome
de Down e hepatite aguda (Blumberg et al., 1967, Bayer et al., 1968). Em 1968 foi
estabelecida a correlacdo do antigeno Australia (designado antigeno de superficie
do virus da hepatite B ou HBsAg) com a infec¢cdo pelo VHB (Prince, 1968; Okochi
et al., 1968). Posteriormente, a purificacdo do VHB foi realizada a partir do soro
de portadores do antigeno Australia e a particula completa ou virion foi detectada
por microscopia eletrénica (Dane et al., 1970).

Na primeira metade do século XX, surtos de hepatite de “periodo de
incubacéo longo” (50 a 180 dias), foram observados em muitos paises e foram
associados as transfusdes de sangue, ao uso de medicacdo injetavel com
seringas e agulhas nao esterilizadas e a administracdo de vacina, como por
exemplo, o surto de hepatite/ictericia ocorrido entre os militares que foram
vacinados contra a febre amarela durante a Segunda Guerra Mundial (Krugman,
1989).

Atualmente é conhecida uma série de virus hepatotropicos humanos,
sendo o VHB, o primeiro deles a ter sido detectado (1970), seguido pelo virus da
hepatite A (VHA) (Feinstone et al., 1973), virus da hepatite D (VHD) (Rizzeto et
al., 1977), virus da hepatite E (VHE) (Balayan et al., 1983) e virus da hepatite C
(VHC) (Choo et al.,, 1989). Outros novos agentes foram identificados em
individuos com hepatite pos-transfusional ndo A-E, porém uma relacdo causal
entre infeccdo por estes virus e hepatopatias ainda ndo pdde ser confirmada.

Entre eles destacam-se o0s virus da hepatite G (VHG) (Simons et al., 1995), virus



TT (VTT) (Nishizawa et al., 1997), “TTV-like mini virus” (TLMV) (Takahashi et al.,

2000) e SEN-V (Tanaka et al., 2001).

1.2  CLASSIFICACAO

O VHB faz parte de um grupo de virus DNA hepatotrépicos, classificados
na familia Hepadnaviridae, os quais compartilham caracteristicas comuns, tais
como, tamanho e ultraestrutura deste virus, tamanho e organizacao da molécula
de DNA e um mecanismo exclusivo de replicacdo por transcricdo reversa dentre
os virus de DNA que infectam animais. Esta familia é dividida em dois géneros,
Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus, representando os virus cujos hospedeiros
sdo mamiferos e aves, respectivamente. Os representantes do primeiro género
sdo encontrados em humanos (VHB), marmotas (VHW) (Summers et al. 1978),
esquilos (VHGS) (Marion et al. 1980) e primatas ndao humanos (VHB) (Vaudin et
al. 1988, Hu et al. 2000, Robertson 2001). Foi isolado de um primata do Novo
Mundo (Lagothrix lagotricha — macaco barrigudo), um novo representante deste
género, denominado de “VHBWM — Woolly Monkey Hepatitis B Virus” (Lanford et
al. 1998). Os virus pertencentes ao género Avihepadnavirus encontram-se
infectando patos (VHBD) (Zhou 1980, Mason et al. 1980), garcas (VHBH)
(Sprengel et al. 1988) e, recentemente, foi descoberto em cegonhas (VHBST)

(Pult et al. 2001).



1.3 CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DO VHB

Este virus apresenta um mecanismo unico entre os que infectam o Homo
sapiens, o qual permite a producdo de diferentes tipos de particulas virais. Em
preparagfes para a microscopia eletrénica de soro de individuos infectados, trés
formas de particulas sdo observadas: particulas completas infecciosas, particulas
incompletas nao infecciosas esféricas e particulas incompletas néo infecciosas
filamentosas (Figura 1). A concentracdo da particula viral completa em soro de
pessoas infectadas, também chamada particula de Dane, pode ultrapassar a 10°
por ml e possui uma densidade de flutuacdo de 1,22 g/cm® em gradiente de
equilibrio de cloreto de césio.

As particulas incompletas sdo compostas exclusivamente de HBsAg e sao
encontradas em excesso (em torno de 10 por ml) no soro de individuos
infectados. Ambas as particulas subvirais, esféricas e filamentosas, apresentam
um diametro de 22 nm, sendo as Uultimas de comprimento variavel. Estas
particulas apresentam uma densidade de aproximadamente 1,18 g/cm® em
cloreto de césio. As particulas virais infecciosas sdo esféricas com diametro de
aproximadamente 42 nm. Estes virions apresentam um envelope lipidico externo
composto pelas proteinas S (“small”), M (“middle”) e L (“large”) o qual constitui o
antigeno de superficie do VHB (HBsAg). O nucleocapsideo possui simetria
icosaédrica e é constituido pela proteina do core (HBcAg) e pelo genoma viral

(Tiollais et al. 1985) (Figura 2).
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Figura 1 — Micrografia eletrbnica mostrando as particulas completas e subvirais

do VHB. Disponivel em http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/hepb.html.
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Figura 2 - Estrutura biolégica  do VHB. Disponivel em
http://www.hepcentro.com.br/images/VHB.jpg. (Figura adpatada para o idioma

portugués).
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O VHB néo se replica em linhagens celulares continuas, sendo necessario
a utilizacdo de células primérias humanas, porém, a indisponibilidade de tais
culturas dificulta o cultivo (Galle et al. 1994). A utilizacdo de modelos animais em
infecgBes experimentais é restrita, uma vez que o VHB infecta, além do homem,
apenas primatas ndo humanos. Embora néo suportem a infeccdo viral, algumas
linhagens humanas de hepatomas, tais como, HepG2, HuH6 e HuH7, toleram a
replicagcdo do VHB quando transfectadas com o genoma viral clonado (Tsurimoto
et al. 1987, Sells et al. 1988).

A particula viral € estavel em pH 2,4 por 6 horas e a 98°C por 1 minuto ou
60°C por 10 horas. A infecciosidade do VHB, apo0s estocagem a 30 - 32°C por
seis meses ou a —20°C por quinze anos, também € conservada. Entretanto, a
exposicdo do virus ao hipoclorito de sodio na concentracdo de 0,25% por 3
minutos inibe a antigenicidade do virus e provavelmente a infecciosidade. Outros
agentes como alcool isopropilico, alcool etilico ou combinacfes desses, inativam
0 VHB. Além disso, a exposic¢ao direta a ebulicdo por 2 minutos, autoclavacéo em
121°C por 20 minutos e ao calor seco em 160°C por 1 minuto, também anulam a
infecciosidade deste virus em amostras de soro (Bond et al. 1983, Hollinger

1996).

1.4 EPIDEMIOLOGIA DO VHB

A infeccéo pelo VHB exibe altas prevaléncias (8% a 15%) no Sul e Sudeste

asiatico, China, Filipinas, Africa, bacia amazénica e Oriente Médio. Prevaléncias

intermediarias para o VHB (2-7%) sdo observadas no Leste Europeu, Asia



Central, Japao, Israel e ex-Unido Soviética, enquanto, prevaléncias baixas (<2%),
sdo encontradas na América do Norte, Europa Ocidental, Australia e Sul da
América Latina (Margolis et al., 1991) (Figura 3).

O Brasil € considerado uma area de endemicidade intermediaria para a
infeccdo pelo VHB, porém, observam-se taxas variaveis de prevaléncia em
diferentes regibes do pais inclusive em nivel de sub-regides, uma vez que,
localidades vizinhas podem apresentar graus distintos de endemicidade (Souto
1999). A regido Sul, que apresentava os menores indices do VHB do pais, possui
caracterizadas sub-regides, mais precisamente as regides de Francisco Beltrdo
(PR), Cascavel (PR) e Chapeco6 (SC), com prevaléncia moderada a elevada do
VHB. A mesma situacdo é observada na regido Sudeste, onde os niveis de
endemicidade sdo moderados, porém ha a presenca de sub-areas com altos
indices de infeccdo pelo VHB, localizadas nos estados do Espirito Santo e Minas
Gerais (Souto 1999) (Figura 4). Ao contrario, na regido Norte no Amazonas, que é
a principal area de alta endemicidade do VHB no Brasil e que tem recebido maior
atencao dos estudiosos e das autoridades sanitarias, verificou-se uma sub-regido
(em Barcellos) no Norte do Estado do Amazonas, cuja prevaléncia para o VHB é

baixa (1,6%) (Arboleda et al. 1995).
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Na regido Nordeste, os poucos estudos de soroprevaléncia da hepatite B que
foram realizados, apontam indices moderados na cidade de Salvador e baixos
nos estados do Ceara e Rio Grande do Norte (Lyra et al. 1986, Souto 1999). Para
a regido Centro-Oeste, 0s numeros conhecidos sugerem que a regido pode ser
dividida em duas grandes areas quanto ao padréo epidemioldgico da hepatite B: a
primeira mais ao Sul, englobando o Mato Grosso do Sul com prevaléncia baixa,
Goias e Sul do Mato Grosso, com prevaléncia moderada, Norte do Mato Grosso e
sudoeste do Par4d com prealéncia muito baixa. As capitais, Goiania, Campo
Grande e Cuiaba, apresentam prevaléncia baixa a muito baixa do HBsAg (0,8% a
1,9%, 0,8% e 1,7%, respectivamente) entre seus doadores sadios de sangue

(Souto 1999).

1.5 TRANSMISSAO DO VHB

A carga viral pode ser maior que dez bilhdes de virions por mililitro de
sangue em portadores com sorologia positiva para o HBeAg (antigeno indicador
de replicacdo do VHB). O VHB pode ser detectado em outros fluidos corporais,
como na urina, saliva, fluido nasofaringeano, sémen e fluido menstrual (Alter et al.
1977, Davison et al. 1987). O VHB néao foi detectado em fezes, provavelmente
devido a inativacdo e degradacdo do virion na mucosa intestinal ou pela flora
bacteriana (Grabow et al. 1975).

A transmissao ocorre pela exposicéo perinatal, relacdo sexual, exposi¢cao a
sangue ou derivados, pelo transplante de 6rgdo ou tecidos, através de seringas

compartilhadas pelos usuarios de drogas endovenosas, por lesbes de pele, por



picadas de agulhas ou através de outras exposi¢cdes de origens desconhecidas
(Gongales 2004). Nas é&reas de alta incidéncia de infeccdo pelo VHB, a
disseminacgao ocorre principalmente na infancia, seja ao nascer (perinatal), ou nos
primeiros anos de vida por transmissao horizontal entre familiares (Margolis et al.
1991). Na exposicao perinatal a transmissdo mée-filho pode se fazer durante o
parto pela exposi¢cdo do recém-nascido ao sangue ou liquido amnidtico (onde esta
presente o VHB), durante a passagem pelo canal vaginal ou pela amamentacao
(Gongales 2004).

O contato familiar continuado das criancas com maes reativas para 0s
antigenos HBsAg / HBeAg nos anos seguintes ao nascimento levara ao risco
consideravel de aquisicdo do VHB se ndo forem vacinadas (Beasley & Hwang
1987, Kiesslich et al., 2003). Em areas de baixa prevaléncia a infec¢cdo ocorre
principalmente em individuos adultos, sendo a via de transmissao dependente de
padrdes ambientais e comportamentais como o compartilhamento de seringas ou
agulhas na utilizacdo de drogas injetaveis (Alter 1993, Oliveira et al., 1999),
relacbes sexuais com multiplos parceiros (homossexuais ou heterossexuais) (Piot
et al. 1990), através de acidentes com materiais perfurocortantes contaminados
com sangue em profissionais de saude (Beltrami et al. 2000) e pacientes
politransfundidos e / ou submetidos a cirurgia ou outros procedimentos invasivos

(Teles et al. 1998).



1.6 QUADRO CLINICO

O periodo de incubacao da hepatite B € de 50-180 dias com média de 75
dias. Decorrido este tempo inicia-se o chamado periodo prodrémico (pré-ictérico),
qgue dura varios dias e se caracteriza pelo aparecimento de fraqueza, anorexia e
mal-estar geral. Nesta fase os doentes podem referir dores abdominais difusas,
nauseas, intolerancia a varios alimentos, distlrbios gustativos, desconforto
abdominal e voOmitos. A ocorréncia de artrites, artralgias e mialgias é
frequentemente referida nos casos de hepatite B, bem como a observacao de
exantemas cutaneos rubeoliformes ou lembrando urticarias (McIntyre 1990).

O aparecimento de ictericia com coluria e hipocolia fecal (periodo ictérico)
ocorre em somente 20% dos doentes sendo a hepatite B uma doenca
assintomatica no restante dos casos. Quando aparece a ictericia 0s sintomas
gerais como febre e mialgias diminuem de intensidade. Neste momento se
elevardo os niveis séricos das bilirrubinas, principalmente da fracdo direta. As
transaminases estardo muito elevadas no soro, expressando a ocorréncia de
lesdes hepatociticas. Este quadro ictérico costuma durar cerca de 20 dias ou mais
e pode, as vezes, provocar pruridos cutaneos. Os demais sinais observados nas
ictericias hepatocelulares, como hipocolia ou acolia fecal e coluria, tornam-se
bastante evidentes no periodo ictérico da hepatite B. Com a evolucdo da doenca
a hepatomegalia dolorosa e a esplenomegalia se presentes, vao diminuir
paulatinamente, bem como, todos os sintomas dispépticos e aqueles relacionados
com a ictericia. Este periodo de convalescéncia dura em média 20 a 30 dias

(Gongales 2004).



1.7 PATOGENESE

Acredita-se que a participagdo dos dois componentes da resposta imune
(celular e humoral) seja necessaria para que ocorra a eliminacdo do virus, além
da inativacdo viral intracelular produzida por citocinas liberadas pelas células
linfomononucleares, tais como, interferon-gama e o fator de necrose tumoral
(TNF) (Rapicetta et al. 2002). Durante a fase aguda da hepatite viral os
hepatocitos expressam na sua superficie um complexo formado por proteinas do
core (HBcAg) do VHB e proteinas de classe | do HLA. O linfocito T citotdxico
reconhece este complexo de proteinas do core/MHC classe | e ao atacar este
hepatocito infectado produz a lise hepatocitica. A resposta das células T as
proteinas do VHB que se expressam associadas a antigenos HLA de classe | na
superficie dos hepatocitos infectados, representa o maior determinante da lise
destes hepatocitos. Quando este mecanismo é totalmente eficiente, leva a
recuperacdo da infeccdo (Rapicetta et al. 2002). Esta lise imunolégica dos
hepatocitos infectados €, portanto, a base histopatologica da enfermidade aguda
produzida pelo VHB. O individuo podera desenvolver hepatite B crénica porque
nao ocorre expressao da classe | do HLA ou porque o linfocito T citotoxico ndo é
apropriadamente estimulado ou ainda por algum outro mecanismo desconhecido
(Thomas 1991).

O desenvolvimento do hepatocarcinoma surge apoés a integracdo do DNA
do VHB no genoma do hospedeiro. Esta alteracdo cromossémica, freqientemente

envolvendo o cromossomo 17, levard a transformacfes celulares (Hino et al.



1986, 1989, Zhou et al. 1988) que produzirdo ap0s alguns anos o carcinoma de
células priméarias do figado. Através de técnicas de biologia molecular péde-se
inserir o gene que produz o antigeno X do VHB em ratos e os animais produziram
este antigeno e desenvolveram carcinoma hepatocelular mesmo na auséncia de
lesdo hepatocitica (Kim et al. 1991). Estes fatos apontam para a participacdo do

VHB no desenvolvimento de neoplasias hepaticas.

1.8 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA HEPATITE B

O HBsAg pode ser determinado sem que o individuo tenha ainda sintomas
ou evidéncias de necrose hepatocelular (Hoofnagle & Di Bisceglie 1991). Ao
iniciar a sintomatologia e a elevacédo de aminotransferases, aparecem o anticorpo
anti-HBc da classe IgM, com o anticorpo anti-HBc da classe IgG. O anti-HBc IgM
juntamente com o HBsAg, constituem a chave do diagndstico da infec¢cdo aguda,
uma vez, que a fracdo IgG deste anticorpo serve apenas como evidéncia de
memoaria imunoldgica. Apesar de ser um anticorpo de longa duragéo, o anti-HBc
nao confere imunidade ao individuo, pois, ndo possui capacidade neutralizante
(Sjogren 1994). Na fase inicial da doenca os marcadores de replicacdo (HBeAg e
o VHB-DNA) s&o encontrados em titulos altos. A medida que a infeccdo se instala
a resposta imunolégica do hospedeiro modula a infeccdo diminuindo
progressivamente a replicacao viral.

Os individuos que apresentam resposta imunolégica satisfatéria
conseguem debelar a replicacdo viral geralmente até o 3° més da doenca,

fazendo com que o HBeAg desapareca dando lugar ao aparecimento do anti-HBe,



anticorpo que esta associado a uma baixa replicacdo do VHB. A auséncia da
soroconversdo HBeAg/anti-HBe até o 3° més da doenca aguda é sinal de mau
prognéstico, pois, indica falha do sistema imunolégico e tendéncia para
cronificacdo do processo. Cessando a replicacdo viral ocorrerA o
desaparecimento progressivo do HBsAg, e algumas semanas apo0s, surgira o anti-
HBs, anticorpo neutralizante e indicativo de cura da infeccao.

A hepatite crbnica é determinada pela persisténcia do HBSAg no soro por
mais de seis meses apos o inicio da infeccdo. Nestes pacientes os marcadores de
replicacdo viral e as manifestagdes clinicas serdo dependentes da interagcao “virus
x hospedeiro” (Sjogren 1994) (Figura 5a e 5b). Provas bioquimicas de funcgéo
hepatica, tais como, a dosagem das transaminases (alanina aminotransferase -
ALT e aspartato aminotransferase — AST) e bilirrubina sdo também realizadas
para fins de diagnostico, pois, seus niveis aumentam no soro durante o0s
episédios de lesdo ou necrose hepatocelular em decorréncia da infeccao viral

(Sjogren 1994).



Aguda Cronica
(6 meses) (anos)

HBeAg anti-HBe
HBsAg

anti-HBc total

IgM anti-

0 4 8 12162024283236 52 Anos
Semanas apo0s a exposicao

Figura 5a



Sintomas

HBeAg anti-HBe

anti-HBc total
Titulo

IgM anti-HBc anti-HBs

0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100

Semanas ap6s a exposicao

Figura 5b
Figura 5a e 5b - Curvas soroldgicas nas infeccbes aguda e
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O IFNa foi a primeira droga licenciada pelo FDA ("Food and Drug
Administration”) para utilizacdo na terapéutica da hepatite B. O interferon tem
acao imunomoduladora e antiviral (Raj 2001). Alguns fatores parecem contribuir
para que o individuo apresente uma boa resposta ao tratamento, tais como,
aquisicdo da doenca na fase adulta, alta atividade das amino-transferases (ALT),
baixa viremia, auséncia de cirrose e sexo feminino (Gitlin 1997). A sua utilizagao
esta definida em pacientes com imunointolerancia, com ativacdo do sistema
imunolégio contra o VHB. A resposta antiviral € alcancada em no maximo 40%
dos individuos tratados (Wong et al. 1993). Dentro dos diversos esquemas
terapéuticos preconizados, 0s mais aceitos sdo: 5 MU diario ou 10 MU 3 vezes
por semana, por via subcutanea, por 16 a 24 semanas. Os efeitos adversos do
interferon tém sintomatologia variavel e atingem varios orgaos e sistemas. Entre
estes efeitos, destacam-se sintomas gripais e reacdes hematologicas,
neuropsiquiatricas, dermatoldgicas, endocrinolodgicas, pneumoldgicas,
oftalmoldgicas e cardio-vasculares (Fattovich et al. 1996).

A lamivudina (2’-3’-dideoxi-3’-thiacitidina) € um nucleosideo analago da
deoxycytidina com propriedades antivirais através da inibicdo da polimerase viral
e da transcricdo reversa. A absor¢cédo da lamivudina apés administracdo via oral €
rapida, com poucos efeitos colaterais e a droga é amplamente distribuida no
organismo (Johnson et al. 1999). A atividade antiviral dos nucleosideos analogos
incluindo a lamivudina encontra explicacdo pela competicdo que esta droga faz
aos outros nucleosideos naturais para ligar-se ao sitio ativo da polimerase viral. A
lamivudina pode incorporar-se no DNA viral inibindo a sua sintese, cuja

consequéncia final € bloquear a replicacdo viral. A principal desvantagem do



tratamento com lamivudina é o desenvolvimento de resisténcia viral a esta droga.
Isolados do VHB resistentes a lamivudina apresentam muta¢cdes no motivo Tyr-
Met-Asp-Asp (YMDD), que é essencial para a atividade de transcri¢do reversa da
polimerase viral (Mutimer 2001).

A primeira vacina contra o VHB foi licenciada em 1981 e era derivada de
plasma humano de portadores cronicos do VHB (Heptavax-B, Merck & Co). O
risco de transmissdo de outros agentes infecciosos presentes no plasma,
impulsionou o desenvolvimento de vacinas recombinantes compostas de HBsAg
produzido por engenharia genética (Engerix-B, SmithKline e Recombivax, Merck
& Co). Para a producdo destas vacinas utiliza-se a tecnologia do DNA
recombinante para expressao do HBsAg em leveduras (Assad & Francis 1999). A
vacina apresenta uma boa imunogenicidade contra o VHB, cerca de 90% dos
individuos vacinados desenvolvem uma adequada resposta de anticorpos. Além
disso, a vacina tem um potencial para reduzir as taxas de incidéncia e mortalidade
do hepatocarcinoma celular (Blumberg 1997).

O esquema atualmente recomendado com as vacinas recombinantes
disponiveis € de 3 doses via intramuscular, no masculo deltéide, com intervalos
de 1 més (entre 12 e 22 dose) e de 5 meses (entre 22 e 32 dose) - esquema 0,1,6

meses (Assad & Francis 1999).



1.10 GENOMA DO VHB

Este virus € um dos menores entre os virus que infectam o homem e
compreende aproximadamente 3.200 pares de bases (pb). E composto por uma
molécula de DNA circular parcialmente fita dupla. A fita maior € complementar aos
RNAs virais e por convencao possui polaridade negativa (fita negativa). Nesta fita
existe uma proteina covalentemente ligada a sua extremidade 5 (Gerlich &
Robinson 1980). Na fita de polaridade positiva, a posicdo da extremidade 5’
terminal é fixa, enquanto que a posicdo da extremidade 3’ terminal & variavel,
portanto, o comprimento da fita positiva € variavel correspondendo entre 50% a
90% do comprimento da fita complementar (Figura 6). Préxima as extremidades 5’
de ambas as fitas, ha duas pequenas sequéncias de 11 nucleotideos que sao
diretamente repetidas e chamadas de “direct repeats” (DR1 e DR2, Figura 6).
Estas sequéncias sdo importantes para a inicializacdo da replicacdo do VHB
(Seeger et al. 1986, Lien et al. 1987, Will et al. 1987, Bruss, V 2007).

O genoma é totalmente codificante e apresenta quatro fases de leitura
aberta designadas de pre-S/S, pre-C/C, P e X. Através de um engenhoso sistema
gue sobrepbe as fases de leitura aberta, todos os genes do virus estdo
intimamente ligados e o VHB pode produzir aproximadamente 50% mais
proteinas do que o esperado para o tamanho do seu genoma (Ganem & Varmus
1987). A regido genbmica pre-S/S codifica as proteinas de superficie viral que
compdem o HBsAg; pre-C/C é responsavel pela sintese do HBcAg e do antigeno
e (HBeAg); o gene P codifica a polimerase viral; a regido X sintetiza uma proteina

regulatéria chamada de proteina X.



Figura 6 — Modelo Esquematico do Genoma do VHB. O esquema mostra as quatro fases de leitura aberta (Adaptado de Bruss,

V 2007).



A numeracao dos pares de bases do genoma do VHB mais comumente
utilizada, inicia a partir de um sitio Unico para a enzima de restricdo EcoRI que
esta localizado na regido pre-S2 ou em sitios homdlogos, caso o sitio EcoRI

esteja ausente.

1.10.1 Fase de Leitura Aberta Pre-S/S

Esta FLA (Fase de leitura aberta) inclui as regides pre-S1, pre-S2 e S, com
trés cédons de iniciacdo na mesma fase de leitura. A proteina de maior tamanho,
L “large“ (368 aa), é codificada a partir do codon de iniciagdo localizado no
comeco da regido pre-S1 e a sintese desta proteina se estende pelas regides pre-
S1, pre-S2 e S. A proteina de tamanho intermediario, M “middle” (281 aa), é
codificada pelas regides pre-S2 e S, enquanto a proteina de menor tamanho, S
“small” (226 aa) € sintetizada a partir do terceiro cdédon de iniciagao localizado no
inicio da regido S. Todas estas proteinas possuem o mesmo codon de terminagao
localizado no final da regido S (Figura 7a). Estas proteinas sdo encontradas nas
formas glicosiladas e nado glicosiladas, sendo que a proteina M pode se
apresentar diglicosilada (Ganem et al. 1996, Seeger & Mason 2000).

Os trés tipos de proteinas ndo sao distribuidos uniformemente entre as
diferentes formas de particulas virais (Heermann et al. 1984). Particulas subvirais
de 22 nm sdo compostas predominantemente por proteinas S apresentando
guantidades varidveis de proteina M e poucas ou nenhuma cadeia L. As
particulas completas (virions) sdo enriquecidas de proteinas L, uma vez que, as
proteinas contém os sitios de ligacdo do VHB aos receptores especificos nos

hepatocitos (Neurath et al. 19862, 1986b, 1986¢, Klingmuller & Schaller 1993),



este enriquecimento de proteinas L poderia prevenir as particulas subvirais que
sdo mais numerosas de competir com o0s virions pelos receptores presentes na
superficie celular (Ganem 1996).

A proteina M também atua como elemento de ligacdo para a adsorcao do
VHB. Esta proteina possui uma regido de ligacdo com a albumina sérica humana
e esta ligagcéo permite que o VHB penetre via receptores celulares de albumina no
citoplasma do hepatdcito (Thung & Gerber 1984, Dash et al. 1991). A proteina S,
que é a principal proteina que forma o HBsAg, é capaz de induzir resposta
imunolégia protetora (anti-HBs) contra o VHB e é o antigeno utilizado na
formulacdo de vacinas (Grob 1998). Mutacdes em epitopos especificos,
ocorrendo dentro do gene S, podem interferir na protecao vacinal, na analise de
resultados sorolégicos, bem como prejudicar a terapia baseada na utilizacdo de
anticorpos especificos para suprimir a infeccdo em individuos transplantados
(Blum 1993, Wallace & Carman 1997). As cepas do VHB podem ser classificadas
em diferentes subtipos de acordo com a identificacdo de determinantes
antigénicos (“a”, “d”, “y”, ‘W’ e “r’) presentes no HBsAg (Couroucé-Pauty et al.

1983). Esta caracteristica confere o uso continuo desta fase de leitura para a

subtipagem.

1.10.2Fase de Leitura Aberta Pre-C/C

A regido pre-C/C possui dois codons de iniciacdo na mesma fase de leitura
aberta. O HBeAg é traduzido a partir do Unico cédon de iniciacdo da regido pre-C.
Inicialmente, é produzido um polipeptideo precursor de 214 aminoacidos

compreendendo os 29 aminoacidos da regido pre-C e os demais aminoacidos do



gene C. O produto € entdo translocado para o reticulo endoplasmatico rugoso
onde é clivado nas duas extremidades, resultando na formagcdo do HBeAg com
159 aminoé&cidos (Figura 7b). O HBeAg é entdo secretado na circulacdo
sanguinea, usualmente ligado a proteinas do soro, sendo um indicador de
replicacéo viral (Garcia et al. 1988, Nassal & Rieger 1993). A correlacao entre a
expressao do antigeno “e” e o estabelecimento da infecgdo crénica em criangas
de maes portadoras do VHB demonstra que este antigeno tem uma provavel
funcdo de induzir tolerancia imunoldgica, uma vez que, é capaz de atravessar a
placenta e atingir a circulacdo sanguinea do feto (Milich et al. 1990).

O HBcAg corresponde a um polipeptideo de 185 aminoacidos. O
nucleocapsideo viral € formado por 180 mondmeros desta proteina que
espontaneamente se auto-ligam para formar uma particula icosaédrica (Nassal &
Schaller 1996). O HBCcAg € ainda capaz de induzir a producao de anticorpos (anti-
HBc) independentemente de células T, tanto na infec¢cdo natural pelo VHB quanto
em animais imunizados (Milich & Mclachlam 1986).

Diversas mutacdes na regido pre-C/C tém sido descritas por varios autores
(Carman et al. 1989, Fiordalisi et al. 1990, Maruyama et al. 2000, De Castro et al.
2001). Uma das mutacdes mais freqlentes € a troca de uma guanina no
nucleotideo 1896, por uma adenina que altera o codon 28 da proteina HBeAg,
inicialmente UGG em um codon de terminacdo (UAG) para a traducao protéica,
portanto, ndo ocorre a expressdao do HBeAg. A ocorréncia desta mutacao
depende da presenca de uma uracila no nucleotideo 1858, o qual vai parear com

0 nucleotideo 1896 na estrutura ¢ do sinal de encapsidacdo do RNA pré-

genbmico. Os gendtipos B, C, D e E apresentam uma uracila nesta posicao,



explicando assim, a alta prevaléncia de mutantes A1896 na Asia e no
Mediterraneo onde os trés primeiros genotipos sdo encontrados. A infeccéo pelo
VHB mutante na regidao do pre-core, incapaz de secretar HBeAg, tem sido
associada com hepatite fulminante (Sato et al. 1995), hepatite cronica severa
(Brunetto et al. 1989) e também tem sido descrita em pacientes assintomaticos

(Okamoto et al. 1990).

1.10.3Fase de Leitura Aberta da Polimerase (P)

O gene P cobre aproximadamente 3/4 do genoma e codifica uma enzima
de 832 aminoacidos, com atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e
RNAse H. Existem quatro dominios na polimerase viral: o dominio amino-terminal
gue atua como proteina terminal ou primase, necessario para o inicio da sintese
da fita de DNA de polaridade negativa; uma regidao chamada de “espagadora” que
parece nao ter nenhuma funcéo em particular; o dominio de transcriptase reversa,
e 0 dominio C-terminal que exibe atividade de RNAse H (Figura 7c). Existe
homologia entre a polimerase viral e outras transcriptases reversas, em particular
estas enzimas compartilham o motivo Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD) que é essencial
para a atividade de transcricdo reversa (Toh et al. 1983). Pacientes submetidos a
terapia com drogas antivirais, como a lamivudina, podem apresentar mutacées no

motivo YMDD que causam resisténcia a droga (Francois et al. 2001).

1.10.4Fase de Leitura Aberta X
O gene X é a menor regido gendmica do VHB e é responséavel pela sintese

da proteina HBxAg de 154 aminoacidos (Figura 7d). Este gene esta presente



somente nos virus do género Orthohepadnavirus. A funcdo exata desta proteina
na infeccédo pelo VHB ainda ndo foi completamente definida, porém, sabe-se que
0 HBxAg estimula a replicacdo e a expressao de genes virais, 0 que pode ser
importante para o estabelecimento e manutencdo do estado de portador cronico
(Feitelson & Duan 1997).

Apesar da determinacao dos sitios de integracdo do genoma do VHB no
genoma do hospedeiro pareca ser aleatbria, existem regibes de preferéncia
dentro do genoma viral. Durante a replicacdo do VHB, a origem de replicacao
para cada fita de DNA consiste em uma sequéncia de 11 pares de bases
repetidas e invertidas (“direct repeats”) (Dejean et al. 1984). Uma vez que estas
sequéncias estdo sobrepostas ao gene X este gene se torna a sequéncia mais
freqientemente integrada ao genoma do hepatécito. A maioria dos tumores
primarios apresenta produtos de RNA do gene X e apenas poucos apresentam
RNAs de outras regides genémicas do VHB (Diamantis et al. 1992, Paterlini et al.
1995). Muitos desses fragmentos integrados codificam HBxAg que atua como
trans-ativador de promotor tanto in vitro (Wollersheim et al. 1988) como in vivo
(Balsano et al. 1994). A proteina X pode interferir na atividade da p53, uma
proteina supressora de tumor e ativadora da apoptose celular (Feitelson et
al.1993, Truant et al.1995). Estas propriedades parecem contribuir para o
desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular em portadores crénicos do

VHB (Zhu et al. 1993, Arbuthnot & Kew 2001).
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1.11 REPLICACAO VIRAL

Ha evidéncias que indicam que as proteinas L, M e S participam da ligacéo
a receptores de células hepéticas, apds adsorcédo o nucleocapsideo viral penetra
no hepatécito e libera o DNA do VHB no nucleo da célula hospedeira.
Primeiramente, o DNA viral é convertido na forma circular dupla fita
covalentemente ligada (cccDNA) (Figura 8). Para isto, a fita positiva é completada
pela DNA polimerase celular e a RNA polimerase Il celular transcreve o genoma
do VHB a partir da forma cccDNA em RNAs gendmicos e subgendémicos. Todos
os produtos de transcricdo sdo capeados na extremidade 5 e compartilham o
mesmo sinal de poliadenilagdo (AATAAA) na extremidade 3’. Ao longo de todo o
genoma viral, existem quatro promotores (pre-S1, pre-S2, pre-C/C e X) e dois
elementos “enhancer” (Enhl e Enhll). O promotor pre-C/C controla a transcricao
de diferentes RNAs de tamanho em torno de 3,5 kb, que possuem
heterogeneidade na extremidade 5. Entre estes RNAs, o chamado de RNA pré-
genbmico (pgrna) € o molde para a sintese do DNA gendmico, através de um
complexo sistema de transcri¢do reversa(Beck & nassal 2007).

O pgrna serve também de molde para a sintese da proteina do core e da
polimerase viral. Os RNAs de 3,5 kb com extremidade 5’ localizada acima do
cédon de iniciacdo da regido pre-C, moldam a sintese do HBeAg. No caso das
proteinas de envelope que compéem o HBsAg, sdo conhecidos dois promotores,
promotor pre-S1 e promotor pre-S2/S. O promotor pre-S1 controla a transcricdo
de um unico RNA subgendmico de 2,4 kb que perfaz toda a regido pre-S/S e € 0

unico RNA mensageiro para a proteina “large”. O promotor pre-S2/S controla uma



familia de RNAs subgendémicos de 2,1 kb possuindo microheterogeneidade da
extremidade 5’, de modo que, um destes transcritos se inicia imediatamente antes
do AUG da regido pre-S2 e os demais apos este codon de iniciagdo. Desta forma,
um dos transcritos de 2,1 kb origina a proteina “middle”, enquanto os demais
RNAs mensageiros de 2,1 kb originam a proteina “small”. O promotor X controla a
transcricdo de um RNA subgendmico de 0,9 kb que é traduzido na proteina
HbxAg (Beck & nassal 2007).

Ap6s a traducdo dos RNAs no citoplasma o pgrna é encapsidado dentro
das particulas do core (HBCcAQ), juntamente com a polimerase viral. Acredita-se
gue o empacotamento do pgrna dependa da interagdo entre a polimerase,
proteina do core e o sinal de encapsidacéo (¢) localizado na extremidade 5 do
pgrna (Bartenschlager & Schaller 1992). No interior do nucleocapsideo ocorre a
transcricdo reversa do pgrna em DNA. Inicialmente é sintetizada a fita de DNA de
polaridade negativa. Paralelamente, a atividade de RNAse H da polimerase viral
degrada o molde de RNA. Com o término da polimerizacéo da fita negativa inicia-
se a sintese da fita de polaridade positiva, a qual ndo é formada completamente.
Uma vez que a sintese da fita positiva comeca o0 nucleocapsideo adquire o
envelope lipoprotéico viral. Este processo ocorre no reticulo endoplasmatico
rugoso seguindo depois no complexo de Golgi, onde finalmente os virions séo

secretados (Ganem 1996) (Figura 8).
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1.12 VARIABILIDADE DO VHB

Os primeiros relatos de variabilidade no VHB vieram de Le Bouvier (1971)
gue descreveu dois determinantes antigénicos mutuamente exclusivos, d e .
Estes determinantes residem na proteina de superficie do virus, juntamente com
o principal determinante antigénico a, localizado entre os aminoacidos 120 a 147
da regido S (Levene & Blumberg 1969). Dois determinantes adicionais, w e r,
foram descritos por Bancroft et al. (1972) que observaram que cada cepa de VHB
poderia ser caracterizada como pertencendo a um dos subtipos adw, adr, ayw ou
ayr. Em um amplo estudo, subtipos adicionais foram caracterizados por
Courouceé-Pauty et al. (1983). A variabilidade é bastante elevada na regido S que
torna evidente nove subtipos ja descritos, estes sdo: aywl, ayw2, ayw3, ayw4,

ayr, adw2, adw4, adrq — e adrq +(Figura 9).
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Figura 9 — Subtipos sorolégicos do VHB e as respectivas posicbes dos

determinantes e subdeterminantes antigénicos na regiao S do genoma do VHB.



Através de técnicas moleculares, foi possivel demonstrar que substituicdes
de aminoé&cidos (lisina por arginina) nas posi¢cdes 122 e 160 da proteina S estao
associadas as variagoes alélicas “d/y” e “w/r”, respectivamente, enquanto que no
residuo 127, estdo relacionadas as subespecificidades do subdeterminante w,
sendo prolina (wl/w2), treonina (w3) ou leucina (w4) (Okamoto et al. 1987a,
Norder et al. 1992a). Os demais determinantes tém sido mapeados em
aminoacidos localizados nas posi¢des 144, 145, 158, 159, 177 e 178 (Okamoto et
al. 1989, Norder et al. 1992a). A subtipagem de cepas do VHB pode ser utilizada
para estudos epidemioldgicos e, em alguns casos, para verificar a possibilidade
de infeccdo nosocomial ou para encontrar correlacdo entre viruléncia e um
subtipo em particular. Entretanto, nos udltimos anos a subtipagem tem sido
substituida pela genotipagem (Kidd-Ljunggren et al. 2002). Em 1987, Okamoto e
colaboradores sugeriram que o0s subtipos tradicionais poderiam ser
complementados ou substituidos por uma classificacdo de cepas do VHB em
subgrupos genéticos. Comparando a sequéncia completa de 18 cepas de VHB,
eles observaram que estas seqUéncias se agrupavam em quatro grupos,
denominados de A a D, com mais de 8% de divergéncia intergenotipica. Esta
porcentagem de divergéncia na sequUéncia nucleotidica passou a ser utilizada
para distinguir os genaotipos.

Comparacdes de sequéncias do gene S foram feitas por Norder et al.
(1992b) e mais outros dois gendtipos (E e F) foram descritos. Em um amplo
estudo, eles compararam sequéncias da regido S de 122 cepas e confirmaram a
existéncia destes dois novos gendtipos (Norder et al. 1993). Neste mesmo ano,

Naumann et al. (1993), descreveram uma cepa do Brasil bastante divergente das



demais cepas, com relacdo a sequéncia gendmica (15%). Esta cepa expressava
o fendtipo adw4, e pertencia ao gendtipo F. Ela tem sido frequientemente utilizada
como um grupo externo em estudos filogenéticos do VHB, uma vez que o
genotipo F é o mais divergente entre os ja relatados em humanos. Dois novos
genotipos foram propostos. Stuyver et al. (2000) descreveram o gendtipo G, o
qual foi encontrado na Franga e nos EUA, e Arauz-Ruiz et al. (2002) encontraram
trés cepas, sendo duas da Nicardgua e uma da Califérnia, que formam um grupo
a parte, o novo genétipo H.

Os genatipos e subtipos do VHB apresentam uma distribuicdo geografica,
caracteristica nas diferentes regides do mundo. Nao ha uma correlacdo direta
entre 0s genotipos e subtipos, pois, alguns subtipos podem ser encontrados em
mais de um genétipo diferente. E o caso do subtipo adw2 que é encontrado nos
genotipos A, B, C e G, e o subtipo aywl que é encontrado nos genétipos A e B. O
subtipo adw4 que até recentemente era exclusivo do gendtipo F foi observado,
através da analise de aminoacidos da regido S, em cepas pertencentes ao novo
gendtipo H. No Brasil, amostras provenientes das cinco regides do pais foram
subtipadas (Gaspar & Yoshida 1987), encontrando-se o0s subtipos ayw?2, aywa3,
ayw4, adw2 e adw4. Os subtipos adw4 e adw2 foram predominantes na regido
Norte. Todas as amostras originarias do Nordeste foram subtipadas como adw?2.
Os subtipos adw2 e ayw3 foram os principais encontrados na regido Sudeste. No
Sul o subtipo predominante foi ayw3, seguido pelo ayw2, enquanto na regiao
Centro-Oeste, 0 subtipo prevalente foi adw2. Com relagdo aos gendtipos, Niel et
al. (1994), compararam 14 amostras do VHB obtidas no Rio de Janeiro,

pertencentes aos subtipos adw2, adw4, ayw2 e ayw3, com 26 amostras



internacionais, evidenciando uma grande variabilidade genética nas amostras
brasileiras. Posteriormente, Moraes et al. (1996) e De Castro et al. (2001),
identificaram os gendtipos A, D e F em amostras de portadores crénicos no Rio
de Janeiro. O genétipo C, caracteristico do continente asiatico, tem sido
encontrado com muito pouca frequiéncia, nas populacdes da cidade de Sao Paulo
e do Estado do Paran& (Tonetto et al. 2005, Bertolini et al. 2004, 2006, Souza, et
al. 2001). Este genétipo possui mais um subtipo que é o ayw3, também

encontrado no genétipo D (Cavinta et al. 2007).

1.12.1 Histoéria Evolutiva do VHB

Varias tentativas foram feitas para reconstruir o caminho evolutivo dos
hepadnavirus (Bollyky e Holmes, 1999; Fares e Holmes, 2002; Orito et al; 1989).
O relato mais antigo de diferenciacdo do VHB é o de pato com 30.000 anos
seguido de VHB de esquilos e marmotas com 10.000 anos, enquanto que, 0S
diferentes genotipos de VHB emergiram a aproximadamente 3.000 anos (Orito et
al; 1989; Simmonds, 2001). Como ndo somos capazes de estimar a real taxa de
mutacdo do VHB através dos séculos ou milénios, ndo € possivel calcular com
exatiddo quando ocorreu a separacdo dos gendtipos do VHB ou de outras
espécies da familia hepadnaviridae. O genoma ancestral do VHB possui 3215
nucleotideos (gendtipos B, C, F e H), enquanto que, os outros gendtipos diferem
em tamanho devido a delecdes e insercdes ocorridas no genoma original.

Segundo Bollyky et al (1997), a distribuicdo geografica dos diferentes
gendtipos VHB sugerem que 0 mesmo se originou nas Américas e se espalhou

pelo Velho Mundo nos ultimos 400 anos, durante esse periodo o VHB teria se



diversificado, embora, calculos de reldgio molecular viral estimem um tempo muito
maior para tal evento (aproximadamente de 2.000 a 3.000 anos). Essa proposta
de foi descartada e no lugar foi sugerido que o VHB co-evoluiu com 0os humanos
ao mesmo tempo em que eles migraram a partir da Africa ha 100.000 anos. No
entanto ha pouca sendo nenhuma relacdo entre distribuicdo dos gendtipos do
VHB com algum outro grupo populacional (Simmonds, 2001).

Segundo Takahashi et al (2000) a hipétese que explicaria melhor toda essa
situacdo é da infeccdo humana pelo VHB por contatos mdaltiplos entre seres
humanos e diferentes espécies de primatas, isto €, suportado pela existéncia de
areas de alta prevaléncia do VHB na populacdo humana serem regides onde o
contato entre duas espécies é mais provavel (América do Sul, Africa sub-saariana
e nordeste Asiatico). A distribuicdo dos genaotipos de VHB ancestrais (F, Be C) é
especifica dessas areas, sendo que 0s genotipos encontrados fora dessas
regides, como na Europa e América do Norte sdo provavelmente resultados de
variacdes mais recentes do genoma viral ao entrar em contato com grupos mais

recentemente expostos.

1.12.2 Mutacdes no genoma do VHB

O primeiro estudo com o objetivo de estimar a taxa de mutacdo do VHB foi
realizado por Okamoto et al. (1987b). Através da comparacdo de diferentes
clones isolados do soro de uma mulher de 54 anos, infectada via transmisséo
neonatal, a taxa de mutacdo do VHB foi estimada entre 1,4 e 3,2 x 107
substituicBes por sitio/por ano. Esta taxa de mutacédo é mais alta do que em virus

de DNA e mais préxima a certos virus de RNA. Em outro estudo, Orito et al.



(1989), encontrou uma taxa de substituicbes sinbnimas (que nao alteram o
aminoécido) de aproximadamente 5 x 10 por sitio/por ano.

As taxas de substituicdes in vivo depende de varios fatores relativos ao
VHB (genoma compacto e replicagao por transcricdo reversa), ao seu hospedeiro
(resposta imune) e a fatores externos (tratamentos anti-virais) (Kidd-Ljunggren et
al. 2002). O genoma compacto do VHB, onde as quatro fases de leitura estdo
parcialmente sobrepostas, restringe o numero de mutagbes que ocorrem
naturalmente durante a replicacdo viral, uma vez que, a ocorréncia de uma
mutacdo em uma determinada fase de leitura, por exemplo, na pre-S/S pode
gerar uma mutacao na fase de leitura sobreposta, no caso o gene da polimerase
gue podera afetar a viabilidade da replicacéo viral (Chen & Oon 1999). Por outro
lado, a estratégia de replicacdo através de transcricdo reversa utilizando-se uma
RNA polimerase que nao possui atividade de reparagao de erro (“proof reading”),
como as DNA polimerases, contribui para um aumento nas taxas de mutacdo do
genoma do VHB.

O combate a infeccdo pelo VHB baseia-se na protecdo imunoldgica
conferida pela vacina e na inibicao terapéutica da replicacdo viral. Assim as cepas
do VHB estdo em permanente contato com estes fatores que de um lado induzem
a producdo de anticorpos neutralizantes especificos para os determinantes
antigénicos do HBsAg e que de outro lado se utilizam de anélogos de
nucleosideos, como a lamivudina que interrompe a sintese da fita de DNA durante
a replicacdo do VHB. Estas medidas de controle da infeccdo pelo VHB estdo
significativamente reduzindo a incidéncia da infeccao pelo VHB na populacdo em

geral, porém, uma série de cepas mutantes do VHB tem sido identificada. Estes



mutantes sao capazes de escapar da protecdo neutralizante dos anticorpos anti-
HBs induzidos pela vacina (“vaccine escape mutants”), ou sao mutantes
resistentes a agentes anti-virais. A infeccdo por estas cepas mutantes esta
associada a varios estagios de doencas no figado incluindo hepatite aguda e o
desenvolvimento de hepatocarcinoma celular (Chen & Oon 1999).

Em um estudo realizado por Oon et al. (1995) em Singapura, assim como
Ogura et al (1999), foram identificadas mutacdes em varias posi¢cdes do
determinante antigénico a do HBsAg em 41 criangas infectadas pelo VHB, que
tinham sido vacinadas previamente para o VHB. Estas mutac¢des incluem Gly-
145-Arg (primeira mutacdo descrita de escape da vacina (Carman et al. 1990),
Asp-144-Ala, Met-133-Leu, GIn-129-His e lle/Thr-126-Ala (Carman 1997). Estas
mutacdes resultam em uma mudanca de antigénicidade do HBsAg, diminuindo a
afinidade deste antigeno com o anticorpo neutralizante anti-HBs. A emergéncia de
cepas mutantes de escape a vacina também foi confirmada no Japao (Miyake et
al. 1996), China (He et al. 1998), Espanha (Wallace et al.1994), Gambia (Fortuin
et al. 1994) e Alemanha (Zuckerman et al. 1994). Em outro trabalho realizado por
Cooreman et al (2001), foi descrito algumas mutacdes que promovem 0 escape
vacinal, tais mutacdes sdo encontradas na posicdo T-118-V, P-120-T, G-128-R,
G-130-N, K-141-E e P-142-S. Segundo Yamamoto et al (1994) a mutacdo no sitio
126 e 145 causa a interrupcdo da expressdo de determinantes HbsAg
especificos.

Um outro ponto mutacional no gene S é o sitio R-169-P, onde esta
mutacdo promove bloqueio da secrecdo de particulas virais e sub-virais, da

mesma forma que, a mutacdo G-119-E que tem a mesma acao, além de impedir o



reconhecimento viral por métodos comerciais (Khan et al; 2004). A mutacdo no
sitio G-145-R e |-110-M também possuem a mesma ac¢ado de impedir a liberacédo
de novos virions (Kalinina et al; 2003). Outro tipo de mutacdo é a C-138-S que
afeta a formacao de pontes disulfidricas inter e intramolecular (Mangold e Streeck,
1993) resultando em complexos multi-protéicos de alto peso molecular
influenciando assim a conformacao da proteina resultante. Esta mutacdo também
promove déficit na secrecao de virions.

Se por um lado, a relevancia clinica de mutacdes no HBsSAg esta
relacionada a vacinacdo, mutacbes no gene da polimerase viral, estédo
relacionadas a resisténcia a anti-virais ap0s tratamento prolongado com analogos
de nucleosideos (lamivudina e famcyclovir). Mutacbes na regido catalitica da
polimerase do VHB, em particular Met-552-lle ou Met-552-Val no motivo
conservado “Tyr-Met-Asp-Asp” (YMDD) que compreende parte do sitio ativo
(dominio C) da transcriptase reversa, tém sido associadas com a perda da

atividade inibitéria da lamivudina (Bartholomew et al. 1997).

1.13 OS GENOTIPOS DO VHB

1.13.1Correlacao

A deteccdo do gendtipo de VHB, tem sido de grande utilidade em estudos
epidemiologicos da hepatite B em uma dada populacdo (Moraes et al. 1996,
Mbayed et al. 1998, Kato et al. 2002), em estudos para detectar a ocorréncia de
transmissdo nosocomial do VHB (Kidd-Ljunggren et al. 1999, De Castro et al.

2000, Teles et al. 2002) e em estudos que propdem uma correlacdo entre o curso



clinico da doenca e os genotipos do VHB. Em um trabalho realizado por Kao et al.
(2000) com individuos de Taiwan, observou-se que o genoétipo C era mais
freqiiente em pacientes com cirrose e de idade acima de 50 anos. Casey et al.
(1996), postularam que cepas do VHB do gendtipo F, coinfectadas com cepas do
VHD (virus da hepatite D) do gendtipo lll, seriam responséveis por formas graves
de hepatite que acometeram militares peruanos na bacia amazoénica peruana.

Em um outro estudo realizado por Mayerat et al. (1999), o genétipo A foi
relacionado ao desenvolvimento de cronicidade da infeccdo, uma vez que, este
genotipo foi mais detectado em pacientes com hepatite crénica do que o genotipo
D. Em pacientes com hepatite aguda a situacdo observada foi oposta. Em um
estudo feito por Conde et al (2009), nao foi observada a correlacao entre genétipo
e a cronicidade do VHB.

Em um estudo desenvolvido por Koibuchi et al. (2001), foi observado
gue em homens homossexuais no Japado, coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1), o gendtipo A era o mais prevalente,
ao invés dos gendtipos B ou C, que sdo 0s mais comuns no Japao. Segundo Huy
et al. (2004) o gendtipo C forma dois subgrupos, ou seja, dois subtipos C1 que é
prevalente do Japéo, China e Korea, e C2 com prevaléncia no Vietnam Thailandia
e Myanmar. Mayerat et al. (1999) detectou que o gendtipo A € mais freqiente em
pacientes de paises europeus com hepatite B crénica do que com hepatite B
aguda, sugerindo que a infeccdo por cepas do gendtipo A teria uma possivel
tendéncia a cronicidade. Em individuos infectados por cepas do gendtipo G,

freqientemente observa-se coinfec¢cdo com cepas do genaétipo A.



As cepas do gendtipo G apresentam dois cdédons de terminacdo da
traducdo nos nucleotideos 2 e 28 da regido do pre-core, ndo havendo assim, a
sintese da proteina HBeAg. Porém, individuos infectados com cepas do gendétipo
G, apresentam positividade para este antigeno. Posteriormente, descobriu-se que
a proteina do pre-core encontrada em pacientes infectados pelo gendtipo G é
codificada por cepas do genétipo A em coinfeccdo com o0 genétipo G. Apls a
soroconversdo para anti-HBe, os isolados do gendtipo G sao selecionados
positivamente, ndo havendo mais a deteccdo das cepas do gendtipo A no
individuo (Kato et al. 2002). O gendtipo A foi encontrado no Uzbekistdo em 13%
dos individuos analisados (Kato et al. 2002), e, na populacdo Afro-Venezuelana,
em uma porcentagem maior do que na populacdo geral da Venezuela,
possivelmente refletindo a introducdo do genoétipo A durante o periodo de

escravidao (Quintero et al. 2002).

1.13.2 Distribuicdo geografica

A genotipagem através do sequénciamento automatico do genoma
completo ou de um determinado gene do VHB é um método de referéncia para a
mesma. Naito et al. (2001), descreveram um meétodo de genotipagem do VHB por
PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos para cada genoétipo. Métodos de
genotipagem baseados na analise do polimorfismo no tamanho dos fragmentos
de restricdo (RFLP) tém sido desenvolvidos por muitos grupos de pesquisa (Niel
et al. 1994, Lindh et al. 1998, Mizokami et al. 1999).

Cepas do gendtipo A geralmente possuem um genoma (cerca de 3221 pb)

maior do que os dos outros genotipos, D (3188 pb) e F (3215 pb), encontrados no



Brasil. Entre os sorotipos adw2 e aywl que compdem o gendtipo A, no Brasil
apenas o sorotipo adw?2 foi encontrado (Gaspar & Yoshida 1987). O gendtipo A é
prevalente no Noroeste da Europa, América do Norte e Africa (Norder et al. 1993).
Algumas cepas do genétipo A também foram encontradas nas Filipinas,
possivelmente refletindo o estreito contato com a América do Norte,
especialmente durante este Ultimo século (Norder et al. 1993, 1994). A
distribuicdo geografica dos gendtipos do VHB ainda é controversa, pois, ndo
existindo barreiras geograficas para a espécie humana nao héa localizacao pontual
de um ou outro gendtipo (Lindh et al., 1997, Stuyver et al. 2000, Sugauchi et al.
2001; Schaefer, 2007) (Figura 10). Uma associacdo epidemioldgica similar
poderia explicar a presenca de cepas do genotipo A isoladas de pacientes de
Hong Kong (Lok et al. 1994). Um padréao geografico de distribuicdo dos subtipos

pode ser confirmado no tabela 1 (Schaefer, 2007).



Tabela 1 - Distribuicdo geografica dos gendtipos e subtipos.(Adaptado de

Schaefer, 2007).

Genotipo Subtipo

Localizacao

Referéncia

Al

A2

A3

A4

A5

Bl

B2

B3

B4

BS

C1

C2

C3

C4

C5

C6

adw2

aywl

adw?2

aywl

adw2
adr
ayr

ayw3

Africa, Asia e América do Sul
Europa

Gabéo e Camaréo

Mali

Nigéria

Japao

Asia

Indonésia e Filipinas
Vietnam

Filipinas

Sudoeste da Asia
Korea, Japao e China
Micronésia

Australia

Filipinas e Vietham

Filipinas

Magnius & Norder 1995;
Kimbi et al. 2004; Kramvis et
al. 2002; Kurbanov et al.
2005; Makuwa et al. 2006;

Olinger et al. 2006.

Magnius & Norder 1995;
Norder et al. 2004; Sugauchi

et al. 2002 e 2003.

Magnius & Norder 1995;
Norder et al. 2004; Chan et
al. 2005; Tanaka et al. 2005;
Sakamoto et al. 2006;
Sugauchi et al. 2001;

Cavinta et al. 2007.




Tabela 1 - DistribuicAo geografica dos gendtipos e subtipos.(Adaptado de

Schaefer, 2007).

Continuacao.

D1

D2

D3

D4

D5

F1

F2

F3

F4

G

H

ayw?2

ayw3

ayw4

adw4

adw2

adw4

Mongolia e Belarus

india

Africa do Sul, leste da india e

Sibéria

Austrélia

Leste da india

Africa Ocidental

América Central e do Sul
América do Sul

Bolivia

Argentina

EUA e Franca
Nicaragua, México e

California

Magnius & Norder 1995;
Banerge et al. 2006; Kimbi et
al. 2004; Sugauchi et al.

2001.

Magnius & Norder 1995.
Magnius & Norder 1995;
Kato et al. 2005; Norder et
al. 2003; Naumann et al.
1993; Devesa et al. 2004,
Huy et al. 2006.

Stuyver et al. 2000.

Arauz-Ruiz et al. 2002.




Figura 10 — Distribuicdo dos 8 gendtipos de HBV no mundo. (Adaptado de Schaefer, 2007).



1.13.3Prevaléncia

A filogenia da regido pre-S2/S, que 59% das cepas do gendétipo A isoladas na
Africa, juntamente com uma cepa internacional das Filipinas, formavam um subgrupo
a parte. Este subgrupo foi denominado de A. Cepas do genétipo A de outras
localidades mundiais, principalmente da Europa, juntamente com as demais cepas
da Africa do Sul se agruparam em outro subgrupo denominado A’ (Bowyer et al.
1997; Sugauchi et al. 2004). Kramvis et al. (2002), analisou o0 genoma completo de
isolados da Africa do Sul, pertencentes ao genoétipo A, e confirmou a predominancia
do subgrupo A’ nesta regido; usando o gene S também chegou na mesma
conclusao. Alguns destes isolados ja tinham sido analisados previamente por Bowyer
et al. (1997) assim como, Sugauchi et al. 2004. Hannoun et al. 2005, evidenciou a
presenca dos subtipos Al no sudeste da Africa, Somalia e sudoeste da Asia. O
genotipo A2 circula na Europa e Africa do sul como ja mencionado, enquanto o A3
circula em Gambia, oeste da Africa. Este Mesmo subtipo ja foi relatado em Camarao
na Africa, assim como o subtipo E (Kurbanov et al. 2007). A filogenia para os
subgenotipos Al e A2 é a mesma se for usado o HBeAg para genotipar (Hasegawa
et al. 2004).

Interessante observar que o gendtipo A, que parece ser 0 mais prevalente em
nossa populacao (Teles et al. 1999, De Castro et al. 2000), € predominantemente
encontrado entre dois (Europeus e Africanos) dos trés povos que participaram da
formacdo da populacdo brasileira. Sabe-se que o indio, que é o terceiro povo que
participou da miscigenacgdo para compor 0 povo brasileiro, € o hospedeiro originério

do gendtipo F. Os estudos de genotipagem de VHB realizados na América do Sul



mostram a predominancia de genétipo F em regifes urbanas como Buenos Aires,
Argentina (Mbayed et al. 1998; Talenta et al. 1997), floresta peruana (Casey et al.
1996), assim como, encontrado no Japado, Venezuela, Panamé e Estados Unidos,
onde evidenciou-se os subtipos F1 e F2 (Kato et al. 2005). Portanto entre os paises
da America do Sul, o Brasil possui uma maior prevaléncia dos genotipos A e D,
enquanto que em outros paises o genotipo F, originario da populacao indigena, é
predominante. Em um estudo feito por Conde, SRSS et al., 2004, o gendtipo Al foi o
mais prevalente no Estado do Para, cerca de 81 a 90% nos grupos estudados, tal
como, assintomaticos, sintomaticos HBeAg positivo e sintoméatico HBeAg negativo.
No estudo de Fiskes et al. 2004, o genotipo D (41%) foi 0 mais prevalente na
Dinamarca, enquanto o genotipo A (15%) estava menos prevalente. Mais
recentemente, Mello et al. 2008, foram genotipados 303 individuos doadores
positivos através da técnica de PCR-RFLP, demonstrando uma co-circulacdo dos
gendtipos A, D e F nas cinco regides do Brasil, sendo que nenhum outro genétipo foi
identificado. Foi encontrada uma alta prevaléncia do genotipo A com 48,5% sendo
classificado como subgendtipo Al. O gendtipo D estava mais prevalente no sul do
Brasil com 84,2% e centro oeste com 47,6%, enquanto que o gendtipo F apresentou
uma prevaléncia baixa de 13% (Figura 11). No estudo de Andrade et al (2008), foi
sequenciado 62 individuos da amostra de 303 genotipados onde obtiveram o
agrupamento dos genoétipos Al, A2, D2, D3, F1 e F2 que usou amostras da regido
sul, sudeste, centro-oeste e nordeste e obteve resultados semelhantes aos de Mello

et al (2008).



1.13.4Divergéncia

Segundo Arauz-Ruiz et al. 2000 e 1997b, o gendtipo F que é o mais
divergente, com 11 a 15% em relacdo aos outros genoétipos e entre 0s outros
genotipos F com cerca de 1 a 4% de divergéncia (Talenta et al. 1997; Mbayed et al.
1998), agrupa com o gendtipo H com 100% de nivel de confianca estatistico
(bootstrap) e 8% de divergéncia. A divergéncia intragenotipica dos genétipos do VHB
€ de aproximadamente 1 a 6%, enquanto que a intergenotipica € de 8% a 15%
(Norder et al. 1994; Naumann et al. 1993; Nakato et al. 2001; Kramvis et al. 2002;
Sloan et al. 2009). Esta percentagem é visivel no trabalho de Sugauchi et al. (2001),
onde o mesmo estudou o genotipo C. Stuyver et al. (2000), demonstra através do
uso do gene S que o gendtipo G tem o mesmo padrédo de divergéncia nucleotidica
gue os outros gendtipos do VHB. Nos gendtipos Al e A2 foi identificado divergéncia
intragenotipica é de 4% a 6% (Sugauchi et al. 2004). Kurbanov et al. 2005, usando o
gene S, demonstra que a divergéncia entre o genotipo A3 e os Genotipos Al e A2 é
a mesma encontrada em trabalhos ja mencionados, enquanto que a divergéncia nas
sequéncias nucleotidicas de Al, A2 e A3, varia de 1% a 4%. Segundo Lusida et al.
(2008) e (2009) os agrupamentos de gendtipos e subgendtipos seguem a mesma
percentagem mencionada anteriormente, o genétipo C, D e B, possuem divergéncia
intragenotipica de 1% a 4%, ao passo que a intergenotipica € de 8% a 13% nesses
gendtipos, o0 mesmo € encontrado para os subgenoétipos do gendtipo D (Meldal et a;.
2009). Cavinta et al. (2009), encontrou uma divergéncia de 4% a 7% entre 0s

subgenotipos do gendtipo C (Cha et a; 2009).



D = 47,6%
A=44T% e
F=77% /

Figura 11 — Distribuicdo de trés (3) dos oito (8) gendtipos do VHB em diferentes

regides brasileiras (Adaptado de Mello, FCA et al; 2008).



1.13.5Filogenia do VHB

Os primeiros trabalhos que usaram a filogenia como ferramenta para
genotipar o VHB datam do final da década de 90 do século passado, onde, Moraes
et al (1996) e Talenta et al. (1997) usando sequéncias do gene S propuseram que 0S
genotipos de VHB estavam separados em dois grandes grupos, o F e outro que
contendo os gendtipos A, B, C, D e E, onde, estava identificado a proximidade de B
com C e A, assim como, a proximidade de D com E. Este agrupamento filogenético
também é encontrado nos trabalhos de Huy et al. (2004), Kramvis et al. (2004),
Fisker et al. (2004), Fujiwara et al. (2005) e Kato et al. (2005).

No estudo de Stuyver et al. (2000) e Sugauchi et al. (2001) o genotipo G
aparece proximo de D e E, assim como, no trabalho de Arauz-Ruiz et al. (2002) o
genotipo H aparece proximo de F, sendo que, este genotipo H agrupou com 100%
de bootstrap, isto foi encontrado em outros trabalhos mais recentes (Banerjee et al;
2006, Ribeiro et al; 2006, Schaefer, 2007).

O gendtipo A, bem como, seus subgenotipos, foram mais bem estudados nos
trabalhos de Sugauchi et al. (2004), Hasegawa et al. (2004) e Hannoun et al. (2005),
onde, melhor foi evidenciado a existéncia de subgenoétipos Aa (Al Africano), Ae (A2
Europeu) e Ac (A3 Africano). Nestes estudos os subgenoétipos Al e A2 estavam
separados com bootstrap acima de 93%, enquanto que o subgendtipo A3 estava

agrupado com o subgenotipo A1 com bootstrap de 90%.



1.14 DOADOR E O VHB

Entende-se por seguranca transfusional o conjunto de medidas quantitativas e
gualitativas adotadas que visem um menor risco aos doadores e receptores de
sangue, além de garantir estoques estratégicos capazes de atender a demanda
transfusional. Porém, ainda assim, “ndo existe transfusdo isenta de riscos”
(Carrazone et al., 2004).

O doador espontaneo e habitual é o mais desejado e, consequentemente,
aquele com possibilidade de promover uma melhor seguranca transfusional. Por isto
no ano de 1980 foi proibida a doacdo de sangue remunerada, direta ou
indiretamente (Legislacdo. Sangue e Hemoderivados). A recusa de doadores inaptos
foi introduzida por dois motivos: proteger a saude do receptor e, proteger a saude do
doador (Brittenham et al., 2001).

A selecdo clinica e epidemiologica dos doadores de sangue é a fase inicial
mais importante nos servicos de hemoterapia. As normas brasileiras determinam
gue toda doacdo deve ser precedida de triagem clinica-epidemioldgica criteriosa,
visando a observacdo de sinais e sintomas de enfermidades no candidato a doacédo
gue possam causar risco para si proprio ou para o receptor (Langhi et al., 1998).

Doadores com infec¢des crbnica ou assintomatica, dificilmente, sdo excluidos
na triagem clinica. Outro fator que deve ser considerado na andlise clinico-
epidemiologica é a possibilidade de omissao de fatores considerados intimos (uso

de drogas ilicitas, multiplos parceiros, etc) (Rached et al., 1992).



Além da triagem clinica, como medida adicional de seguranca é oferecido ao
candidato considerado apto a oportunidade de auto-exclusdo, caso este ache que a
bolsa de sangue coletada ndo deve ser transfundida. Denominado voto de auto-
exclusao, esta medida tem como objetivo oferecer ao doador que omitiu ou ndo na
triagem clinica um comportamento de risco para a transmissao de doencas pelo
sangue, outra oportunidade. O voto deve ser confidencial e ndo impede a coleta do
sangue, mas quando positivo, implica no descarte da bolsa coletada (Brasil — Manual
Técnico para Investigacéo da Transmissao de Doencas pelo Sangue).

A implantacéo de testes de triagem sorolégica para VHB nos Hemocentros e
Servigcos de Hemoterapia, fez com que fosse possivel identificar doadores infectados,
gue necessitavam de orientacdo e acompanhamento, além de impedir que estes
agentes virais fossem transmitidos através de transfusdo em procedimentos

hemoterapicos, que empregam componentes celulares.

Os testes de triagem sorologica das unidades de sangue coletadas devem ter
alta sensibilidade e, se possivel, uma alta especificidade. A alta sensibilidade dos
testes visa aumentar a seguranca para o receptor. Porém, quando associada a baixa
especificidade gera resultados falso-positivo, 0 que pode implicar em situacdes
delicadas para o doador de sangue. Além do que, isto implica em descarte de bolsa

e desperdicio, para os servicos de hemoterapia (Salles et al., 2003).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o esclarecimento de quais formas variantes, genétipos, do
virus da hepatite B em doadores do Hemocentro, oriundo de Belém e regido
metropolitana, bem como outras localidades e como se relacionam

filogeneticamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Comparar 0s genotipos estudados em Belém e regido metropolitana com 0s
gendtipos da literatura quanto a sua variabilidade genética;

il. Identificar os gendtipos virais e a distribuicdo de suas freqlencias na
populacdo de Belém e regido metropolitana;

iii. Estabelecer as relacdes filogenéticas entre os gendtipos virais identificados
em Belém e regido metropolitana, comparando-os com o0s ja descritos na
literatura;

iv. Analisar a associacdo de fatores de risco aos genotipos virais.

V. Estabelecer se os subtipos podem caracterizar ou hdo um genotipo;

Vi. Analisar se ocorrem mutacdes especificas para o escape vacinal no gene S;



3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS DE SANGUE E TRIAGEM SOROLOGICA

Foram utilizadas amostras fornecidas pela Divisao de Sorologia, da Fundagéo
HEMOPA com teste ELISA positivo de doadores de sangue para genotipagem, estas
foram aproveitadas para realizar o sequénciamento de seu acido nucléico. Foi
utilizada uma amostra de 117 individuos de sangue reativo para VHB, a fim de
realizar o sequénciamento do gene S viral da hepatite B. Todas as amostras de
plasma dos doadores de sangue foram testadas quanto a presenca de anticorpos
anti-HBV utilizando kit comercial da Abbott Murex versédo 4.0 (Murex Biotech S.A.,
Kyalami, Africa do Sul). As amostras reagentes para o HBV foram submetidas
posteriormente ao diagnéstico confirmatério da infecgdo viral utilizando PCR em

tempo real (Plataforma ABI Prism 7000, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.1.1 Isolamento de Acidos Nucléicos - DNA
Foi feito o isolamento de DNA de 110 individuos.
O isolamento do DNA viral total foi feito utilizando-se o kit QlAamp (Qiagem

Inc.), seguindo o protocolo do fabricante, descrito a seguir:
= foi adicionado em um tubo eppendorf de 1,5 ml, 200 ul de soro;
= foram adicionados 20 ul de proteinase K (20mg/ml), misturando os reagentes

no agitador de tubos;



foram adicionados 200 uyl de tamp&o AL, homogeneizando a mistura e
incubando a 56°C por 10 minutos;

foram adicionados 200 pl de etanol absoluto e misturou-se rapidamente no
agitador de tubos;

foi colocado uma coluna QIAamp em um tubo de 2 ml, e cuidadosamente
transferido para ela a mistura obtida no passo anterior;

foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto, em seguida colocou-se a coluna em
um novo tubo de 2 ml e descartar o filtrado;

foram adicionados a coluna 500 ul de tamp&o AW1, centrifugando a 8.000 rpm
por 1 minuto e descartando o filtrado;

foram adicionados a coluna 500 ul de tampédo AW2, centrifugando a 14.000
rpm por 3 minutos e descartando o filtrado;

foi colocado a coluna em um novo microtubo de 1,5 ml, o DNA retido na
coluna através da matriz foi eluido com 100 ul do tampéo AE e incubado por
um minuto a temperatura ambiente;

foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto, em seguida quantificou-se o produto

do isolamento em gel de agarose, posteriormente acondicionado a -20° C.



3.2 AMPLIFICACAO IN VITRO DO DNA PELA REACAO EM CADEIA DA

POLIMERASE - PCR

A técnica é fundamentada na capacidade da DNA polimerase de sintetizar
cadeias complementares quando estas se encontrarem dissociadas pelo
aquecimento, isto foi feito com um microtubo contendo reagentes oriundos do “kit” de
PCR da empresa Invitrogen e geramos um formulario para acompanhar a PCR

(Anexo 1). A PCR foi feita como descrito abaixo:

= no microtubo foram adicionados 2 uyl de DNA total (50-100 ng/ul), 0,5 ul de
cada iniciador (10 uM) (Figura 12), os iniciadores (Gomes et al, 1996) estao
descritos na tabela 2, 3 yl da mistura de dinucleotidios (1,25 uM), 0,5 ul de Taq
polimerase (5 U/ul), 1,5 ul de cloreto de magnésio (50 mM), 5,0 ul de tampéo e

completar com agua destilada até 50 pl;

= foi utilizado um programa especifico para a amplificacdo, a dissociacdo das
moléculas foi feita em 94° C por 1 minuto, o pareamento dos iniciadores a fita
molde, foi obtido em 52° C por 50 segundos, sendo que, para estender o
oligonucleotidio, a maquina de PCR foi ajustada em 72° C por 1 minuto e 30
segundos, a desnaturacao, pareamento e extensao foi repetida 35 vezes;

= para polimerizacdo de moléculas que ndo estejam completamente

polimerizadas o termociclador foi ajustado em 72° C por 5 minutos;
= para quantificar, foi misturado 4 ul do produto da PCR com 2 ul de corante em

gel de agarose a 1,5 % com brometo de etidio. Pode ser guardado a -20° C.



Cbdon de iniciacao Cédon de iniciagao Cédon de iniciacao

Regido Pre-S1 com =352

pb ou 128aa Regido Pre-S2 com =155ph

ou 55aa l

P1é-S/S com = 1200

Regido S com =645pb ou 226aa

2° fragmento com = 600 bases

FE-PS4 Iniciador P2
- > - RE-S2
Iniciador P3 1° fragmento com = 600 bases Iniciador P1
FE-PS1 RI-PS2

Iniciador P3 = PS1 com P2=S2 fragmento com 1200 bases

Figura 12 — Localizagédo dos quatro (4) iniciadores usados neste trabalho. A regido de leitura aberta pré-S/S esta sobreposta a

regido de leitura aberta P.



Tabela 2 — Sequiéncias nucleotidicas dos 4 iniciadores usados neste trabalho

para amplificacdo do gene S do virus da hepatite B.

Iniciador

Posicdo no gene S

Desenho dos iniciadores

P1

P2

P3

P4

124-143-Rl

819-841-RE

2826-2845-FE

3199-3218-Fi

PS2-5 GGTCCCCAGTCCTCGAGGAG 3

S2-5° GGGTTTAAATGTATACCCAAAGA 3

PS1- 5 CATATTCTTGGGAACAAGA 3

PS4-5° CATCCTCAGGCCATGCAGTG 3




3.3 SEQUENCIAMENTO DO DNA

3.3.1 Preparagédo das amostras
O DNA purificado foi sequenciado através do método didesoxiterminal (Sanger
et al., 1977) utilizando o “Kit Applied Biosystems” e o seqlienciador automatico ABI

377 ambos da Applied Byossistems. A reacdo de sequenciamento ciclico contém os

seguintes reagentes: 2ul de Big Dye terminator Mix, 6 ul de tampé&o, 1 ul do iniciador,
5 ul de DNA dependendo da concentracao, e agua destilada estéril para completar o

volume de 20 pl.

O termociclador foi programado para efetuar os seguintes passos: 96° C por 3
minutos (desnaturacéo inicial), 50° C por 15 segundos (ligacdo dos iniciadores), 60°
C por 4 minutos (extensdo). Essas etapas foram repetidas 25 vezes. No final a
temperatura se estabilizou em 4° C. A amostra passou por um processamento de

precipitacao.

3.3.2 Precipitacdo de reacdo de sequénciamento

= foram adicionados 80 ul de isopropanol a 65 % no produto da reacdo de
sequenciamento, misturando brevemente no agitador de tubos;

= foi incubado a temperatura ambiente por 15 minutos para precipitar o produto
da extens&o;

= a solucéo foi centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos, e foi descartado todo

0 sobrenadante;



foram adicionados 250 ul de etanol a 60 % e misturado brevemente no
agitador de tubos;

a solucdo foi centrifugada 14.000 rpm por 5 minutos, e descartado
completamente o sobrenadante, aspirando com uma micropipeta;

em seguida o tubo eppendorf foi colocado na estufa para secar o precipitado.
Ap6s seco, adicionou-se no microtubo 4 ul do tampéao de aplicacédo e misturou-
se bem. Posteriormente foi aquecido a 90° C por 3 minutos, para haver a
desnaturacdo do DNA a migracao. Imediatamente apos esse procedimento o
tubo foi imerso em gelo picado até 0 momento da aplicacéo no gel. Aplica-se 2

ul da amostra no gel de sequenciamento.

3.3.3 Preparo do gel de sequenciamento

As placas de vidro ABI Model 377 DNA Sequencer, foram devidamente

lavadas com agua corrente e alcanox, e enxaguadas com agua destilada quente.

Depois de secas, as placas foram montadas usando-se espacadores de 0,2 mm, e

afixadas em um suporte, para uso especifico no sequenciador automatico. Isto

manteve as placas fixas até o final da eletroforese. O gel de sequenciamento foi

preparado da seguinte forma:

=

foram adicionados 10,8 g de uréia, 15,6 ml de agua, 3 ml de TBE (10x) e 3 ml
de gel “Long Ranger” (Labiconter) em um “becker”, misturando até a completa
dissolucéo da uréia;

em seguida foi filtrado com auxilio de bomba a vacuo e em dispositivo proprio;



= foram adicionados 150 yl APS (persulfato de amobnia) a 10% e 21 ul de

TEMED; misturou-se rapidamente;
= com auxilio de uma seringa, foi aplicado o gel entre as placas, acoplando logo

apos o pente na placa para moldar a linha de aplicacao.

3.3.4 Eletroforese de sequenciamento

Depois de duas horas, tempo necessario para a completa polimerizacdo do
gel. O suporte com as placas foram colocados no seqienciador, ligou-se o
equipamento, e verificou-se a placa com o laser. Adicionou-se o tampao TBE pH 8.0
(1x) nas cubas que ficam nas extremidades das placas, e em seguida iniciar a pré-
migracéo a 3.000 Voltz, até o gel atingir 51° C.

Apoés isso, interromper a eletroforese e aplicar as amostras, primeiro as
impares depois as pares. Programar o sequenciador para a eletroforese nas mesmas
condicBes de voltagem. Apos o termino da migracdo, as sequéncias nucleotidicas
sdo armazenadas no computador, e estardo disponiveis para analise, sob a forma de
cromatogramas indicando a intensidade de cada base nitrogenada, lidas pelo laser,

através de picos de cores distintas.



4 ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias utilizadas neste estudo foram comparadas com
sequéncias de DNA do VHB descritos na literatura (Tabela — 3). A comparagao foi
necessaria na analise filogenética para sabermos qual percentagem de proximidade
ou distancia que existe nos gendtipos do VHB que circula em Belém e regido
metropolitana, além da andlise de alguns sitios importantes que ja mencionamos
anteriormente, estes podem identificar os subgenotipos. Dessa forma conseguimos
classificar que gendtipo e subgendtipo incidem com maior prevaléncia na regiao do

estudo, Belém.

4.1 ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDIOS E ALINHAMENTO

DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

As sequéncias obtidas, foram alinhadas manualmente pelo Bioedit e
automaticamente pelo Clustal W (figura 13), tendo como referéncia aquelas descritas
na literatura, empregando-se o editor de sequéncias BioEdit (figura 13), versdo 5
(Hall, T.A. 1999). Além do alinhamento manual foi feito o alinhamento automatico
com o programa Clustal W (figura 13), versdo 1.4, (Thompson, J.D et al., 1994). As
sequéncias de nucleotideos obtidas, tais sequéncias foram traduzidas utilizando o
programa Mega 4.0 (Tamura et al; 2007 ) (figura 14), a partir desta sequéncias de

aminoécidos foi obtido o subtipo de cada subgendétipo.
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FIGURA 13 Programa de computador PC, BioEdit, versdo 5 (Hall, T.A. 1999)

e Clustal W, versao 1.4, (Thompson, J.D et al., 1994).
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FIGURA 14 Programa de computador PC programa Mega 4.0 (Tamura et al; 2007 )



Tabela — 3 Sequéncias da literatura utilizadas neste estudo como referéncia a analise

filogenética.

Gendtipo da literatura/ n° na tese N° NCBI REFERENCIA BIBLIOGRAFICA
WMHBYV / IWMHBV AF046996 Lanford et al., 1998.
WMHBYV / 2WMHBV AY226578 Lanford et al., 2003.

VHB-F / 177HBVF X69798 Naumann et al., 1993.
VHB-F / 18HBVF X75658

VHB-F / 19HBVF X75663 Norder et al., 1994.
VHB-E / 10HBVE X75657

VHB-E / 11HBVE X75664

VHB-E / 13HBVE AB106564 Abe and Tran, 2003.
VHB-D / 3HBVD AF121239 Hannoun et al., 2000.
VHB-B / 27HBVB AF121243

VHB-D / 4HBVD X65259 Lai et al., 1992.
VHB-D / 5HBVD AB078032 Chen et al., 2003.
VHB-G / 14HBVG AF160501 Stuyver et al., 2000.
VHB-G / 15HBVG AB056514 Kato et al., 2001.
VHB-G / 16HBVG AB056515

VHB-H / 23HBVH AY090460 Arauz-Ruiz et al., 2002.
VHB-H / 24HBVH AY090457

VHB-H / 25HBVH AY090454

VHB-B / 28HBVB AB014366 Takahashi et al., 1998.
VHB-C / 30HBVC AB014376

VHB-A / 35HBVA AB014370

VHB-B / 29HBVB D00329 Okamoto et al., 1988.
VHB-C / 31HBVC AY247030 Odgerel et al., 2000.
VHB-C / 32HBVC AB031262 Yuasa et al., 2000.
VHB-A / 36HBVA M57663 Estacio et al., 1988.
VHB-A / 37THBVA AJ012207 Heermann et al., 1998.
VHB-A / 38HBVA X51970 Koechel et al., 1996.
VHB-A / 39HBVA X70185 Preisler-Adams et al., 1993a.
VHB-A / 40HBVA AF536524 Parekh et al., 2003.
VHB-A / 41HBVA AF462041 Moriarty et al., 1981.
VHB-A / 42HBVA AJ309369 Jeantet et al., 2001.
VHB-A / 43HBVA AF090839 Stuyver et al., 1999.
VHB-A / 44HBVA AY128092 Roch and Osiowy, 2002.
VHB-A / 45HBVA 272478 Schories et al.,
VHB-A / 46HBVA AB116089 Sugauchi et al., 2004.
VHB-A / 4THBVA AB116083

VHB-A / 48HBVA AF297621 Owiredu et al., 2001.
VHB-A / 49HBVA AF297625

VHB-A / 50HBVA u87742 Bowyer et al., 1997.
VHB-A / 51HBVA ABO76679 Sugauchi et al., 2002.
VHB-A / 52HBVA ABO76678 Sugauchi et al., 2003.
VHB-A / 53HBVA AY934763 Hannoun et al., 2005.
VHB-A / 54HBVA AY934764

VHB-C / 33HBVC EU670263 Cavinta et al., 2008.
VHB-C / 34HBVC EU410080

VHB-D / 6HBVD FJ904433 Meldal et al., 2009.
VHB-D / 7THBVD FJ904436

VHB-F / 20HBVF AY090461 Arauz-Ruiz et al., 2002.
VHB-F / 21HBVF AY090459

VHB-H / 26HBVH AY090460

VHB-F / 22HBVF AB036905 Nakano et al., 2001.

VHB-D / 8HBVD X72702 Preisler-Adams et al., 1993b




4.2 METODOS DE ANALISE FILOGENETICA

A frequéncia relativa dos quatro nucleotideos, e determinagdo das taxas de
transicdo e transversao entre os nucleotideos foram calculadas através do programa
MEGA-Molecular Evolutionary Genetics Analisys 4.0 (Tamura et al.,, 2007). As
analises filogenéticas foram obtidas através dos métodos de agrupamento de
vizinhos e maxima parcimbnia com a utilizacdo do programa PAUP — Phylogenetic
Analysis Using Parcimony (*and Other Methods) — versao 4.0b10, desenvolvido por
Swofford (1998). As andlises filogenéticas foram desenvolvidas de acordo com o
modelo evolutivo, e os parametros foram obtidos pelo programa MODELTEST 3.0
(Posada & Crandall, 1998). Um outro programa para analisar o alinhamento e inferir
filogenia, foi o PhyML que determina a arvore de maxima verossimilhanca.

O Modeltest € um programa que utiliza os testes de quociente de
verossimilhanca e do critério de informacdo de Akaike (AIC, do inglés Akaike
Information Criterion) para realizar diversas comparacfes sucessivas entre modelos
hierarquicos, um mais simples e um mais complexo, de forma a encontrar o modelo
mais simples que melhor represente os dados analisados. Ele ndo s6 fornece o
modelo ideal para as amostras que se deseja analisar, como também os parametros
gue serdo utilizados no programa que constroi a filogenia.

O PAUP é um programa proprietario que se tornou um dos mais populares em
analises filogenéticas (Swofford, 1999). Ele foi criado para inferir filogenias a partir de
dados discretos usando o método de maxima parcimdnia. Ha dois outros, a

verossimilhanca e distancia, como critérios na construcao e escolha das arvores. O



programa oferece uma série de opg¢bBes que permitem diversas possibilidades de
avaliacdo dos dados. Por questdes de foco deste trabalho, descreveremos apenas
as relacionadas as utilizadas nas analises dos nossos dados. O programa permite a
realizacdo tanto de uma busca exaustiva, ou seja, a analise de todas as filogenias
possiveis a partir dos dados que estdo sendo analisados, 0 que s6 € viavel para
pequenas quantidades de dados, quanto de uma busca heuristica, que permite a
analise de um conjunto maior de dados ndo garantindo a escolha da melhor arvore.
Usamos o PAUP apenas para a distancia, pois, a verossimilhanca necessitaria de
mais memoria no computador, haja vista a quantidade de sequéncias que geramos,
110.

Utilizamos o PhyML para a arvore de maxima verossimilhanca. O PhyML
(Guindon e Gascuel, 2003) € um programa de codigo livre que serve para realizacao
de filogenia utilizando o método de maxima verossimilhanca (ML). O programa
comeca com uma arvore inicial construida por métodos de distancia e vai
modificando de forma simultdnea a topologia e o comprimento dos ramos, na
tentativa de aumentar a verossimilhanca da arvore. Esse processo vai ocorrendo de
forma progressiva e os parametros do modelo, como relacéo transicdo / transversao
ou parametro gamma da taxa de variacdo entre os sitios, podem ser ajustados. O
algoritmo utilizado pelo PhyML é mais rapido que os utilizados por outros programas
gue também utilizam ML. Essa abordagem ndo s6é permite a inferéncia de arvores
grandes como também a andlise de bootstrap. O arquivo de entrada utilizado pelo
programa € o NEXUS e o arquivo de saida pode ser no mesmo formato. No PhyML,

foram fornecidos os valores do parametro alfa e a proporcdo de sitios invariaveis



(inferidos pelo Modeltest) e permitimos que o programa estimasse todos os demais
parametros. A analise de bootstrap foi realizada com 2000 reamostragens.

Utilizamos o MrBayes (Huelsenbeck e Ronquist, 2003), para construirmos a
arvore bayesiana, que é um programa de coédigo livre que utiliza o método de
inferéncia Bayesiana para construir filogenias baseado na distribuicdo de
probabilidade posterior das arvores, que € a probabilidade da arvore condicionada as
observagbes. A condicdo é obtida através do uso do teorema de Bayes. A
distribuicdo de probabilidade posterior das arvores ndo pode ser calculada
analiticamente, entdo o programa usa a técnica de simulacdo MCMC para aproximar
a probabilidade posterior das arvores. O programa usa como entrada uma matriz de
caracteres em formato de arquivo NEXUS e a saida sédo varios arquivos com
parametros que foram amostrados pelo algoritmo de MCMC.

O MrBayes pode sumarizar as informacdes permitindo avaliar se o processo ja
chegou a um estado estacionario. O programa permite o uso de diversos modelos
evolutivos, além de possibilitar a determinacéo de particdes que podem ser avaliadas
de forma independente. E possivel determinar o nimero de corridas que seréo feitas
simultaneamente e indicar qual a quantidade de cadeias em cada corrida. Em
intervalos determinados pelo usuério, sdo amostradas arvores das corridas e a cada
dez arvores amostradas € feito um calculo de desvio-padrdo entre as arvores das
diferentes corridas. A medida que os parametros das arvores se aproximam do
estado estacionario, espera-se que o desvio-padrao entre as corridas diminua,

permitindo a parada do processo. As arvores que desejamos sao aquelas mais



préximas do estado estacionario dos paradmetros que devemos avaliar apenas 0s

elos da porgéo final das cadeias, descartando os iniciais.

5 ANALISE ESTATISTICA

Cada possivel fator de risco a infeccdo pelo HBV foi analisado isoladamente
com o diagnéstico molecular por regressao logistica simples para estabelecimento do
valor-p (p<0.05), odds ratios e IC 95%. A analise por regressao logistica multipla foi
feita para determinar a associacao independente e controlada de cada fator com o
genotipo e subgenotipo. Para esta analise estatistica foi feita através do programa

BioEstat versao 4.0 (Ayres et al., 2005).

6 ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de
Medicina Tropical, Universidade Federal do Para, Brasil. Todos os doadores de
sangue foram esclarecidos sobre o objetivo da pesquisa e assinaram termo de
consentimento (Anexo 2) livre e esclarecido permitindo a inclusdo de seus dados

neste estudo.



7 FATORES DE RISCO

Foi aplicado um questionério, ficha epidemiolégica (Anexo 3), estruturado
sobre possiveis fatores de risco a infeccdo pelo HBV foi aplicado a populagédo de
doadores de sangue no Estado do Para. O questionario continha questdes quanto a
idade, uso de agulhas e seringas de vidros esterilizadas em casa, uso de drogas
ilicitas injetavel ou nd&o-injetavel, recebimento de transfusdo sangiliinea antes e
depois de 1993, realizacdo de cirurgia antes e depois de 1993, uso de preservativo
durante relacdo sexual, nimero de parceiros sexuais maior que cinco no ultimo ano,
realizacdo de tratamento dentario invasivo (canal dentario e tartarectomia), uso
compartilhado de laminas em domicilio, uso de laminas descartaveis em ambientes
publicos (saldes de beleza, barbearias e similares) e uso de material proprio de
manicure e pedicure. Este questionario serviu para fazer a associacao dos fatores de

risco com os genaotipos e subgenatipos.



8 RESULTADOS

8.1 GENOTIPO E SUBGENOTIPO VERSUS FATOR DE RISCO

Em nosso estudo a populacdo foi composta de 110 individuos, desta
amostragem obtivemos o tecido sanguineo que foi processado e posteriormente
sequenciado, sendo que 108 foram genotipados como A (90,52%) e subgenotipados
como Al (105/108) e A2 (2/108) com 89% e 1,67% respectivamente, assim como,
subtipados como adw2 (75/105) e aywl (30/105) com prevaléncia de 64,65% e
25,86% respectivamente. Encontramos o genétipo D (6/117) com 5,17% da
amostragem estudada.

O subtipo do gendtipo D foi o ayw3 presente no referido genotipo e no C,
porém, ndo existe relatos do mesmo na populacdo de Belém e area metropolitana.
Outro genotipo relatado neste estudo € o F (2/116) com 1,72% de incidéncia na
populacdo estudada, este foi subtipado como adw4. O adw4 pode ser encontrado
também no gendtipo H, que apesar de ndo circular na regido geografica estudada
existe na analise filogenética, onde encontramos uma falta de consenso entre duas
de nossas sequéncias e as da literatura (F e H), isto serd& mais bem explicado
adiante.

A andlise estatistica usando o teste de regressdo logistica simples para
verificarmos se existe correlagcdo entre genotipo / subgendétipo e subtipo com o0s
fatores de risco, ndo identificou correlagdo entre os mesmos e os fatores de risco

mencionados anteriormente.



8.2 AS CARACTERISTICAS DA FASE DE LEITURA ABERTA PRE-S/S

A FLA PRE-S/S das amostras investigadas no presente estudo variou de 1094
até 1177 pares de bases (pb) (Quadro 1). As sequéncias obtidas foram alinhadas
com as sequéncias de VHB da literatura (Tabela 3) gerando um alinhamento com
1190 pb. A maioria das delecdes inseridas no alinhamento é bastante uniforme para
o0 VHB. Usamos duas sequéncias (Tabela 3) da literatura de WMHBYV (Lanford et al.,
1998 e 2003) para padronizar o alinhamento automatico e em seguida o manual. O
restante das sequéncias foi alinhado a partir destas sequéncias de WMHBV.

Os pontos de delecdes e inser¢des em VHB comparados com os da literatura,
encontrados nas regides Pre-S1, S2 e S, variaram bastante. A regido Pre-S1 possui
vinte dele¢cbes de um ou dois nucleotideos e 15 inser¢cbes de um ou dois
nucleotideos. Na regido Pre-S2 nao encontramos delecdes, porém, a regido S
apresenta quatro dele¢cdes de um dois nucleotideos e duas inser¢cdes de um

nucleotideo (Figura 15).



Quadro 1 — Quantidade de pb de nossas sequéncias usadas neste estudo.

N° da sequéncia Qde de N° da Qde de N° da Qde de
bases sequéncia bases sequéncia bases

1.HBV 1094 39.HBV 1175 77.HBV 1175
2.HBV 1177 40.HBV 1175 78.HBV 1175
3.HBV 1177 41.HBV 1175 79.HBV 1175
4. HBV 1113 42 HBV 1175 80.HBV 1174
5.HBV 1175 43.HBV 1175 81.HBV 1176
6.HBV 1174 44 HBV 1175 82.HBV 1176
7.HBV 1174 45 HBV 1175 83.HBV 1176
8.HBV 1173 46.HBV 1175 84.HBV 1176
9.HBV 1174 47 . HBV 1175 85.HBV 1176
10.HBV 1120 48.HBV 1175 86.HBV 1176
11.HBV 1174 49.HBV 1176 87.HBV 1176
12.HBV 1174 50.HBV 1176 88.HBV 1176
13.HBV 1174 51.HBV 1176 89.HBV 1176
14.HBV 1174 52.HBV 1176 90.HBV 1176
15.HBV 1175 53.HBV 1176 91.HBV 1176
16.HBV 1121 54.HBV 1176 92.HBV 1176
17.HBV 1121 55.HBV 1176 93.HBV 1176
18.HBV 1154 56.HBV 1176 94.HBV 1176
19.HBV 1143 57.HBV 1176 95.HBV 1176
20.HBV 1130 58.HBV 1177 96.HBV 1176
21.HBV 1120 60.HBV 1177 97.HBV 1176
22.HBV 1174 61.HBV 1176 98.HBV 1176
23.HBV 1125 62.HBV 1176 99.HBV 1176
24.HBV 1120 63.HBV 1176 100.HBV 1176
25.HBV 1173 64.HBV 1176 101.HBV 1176
26.HBV 1176 65.HBV 1176 102.HBV 1176
27.HBV 1121 66.HBV 1176 103.HBV 1176
28.HBV 1123 67.HBV 1175 104.HBV 1176
29.HBV 1175 68.HBV 1178 105.HBV 1176
30.HBV 1123 69.HBV 1176 106.HBV 1176
31.HBV 1122 70.HBV 1176 107.HBV 1176
32.HBV 1176 71.HBV 1178 108.HBV 1176
33.HBV 1177 72.HBV 1131 109.HBV 1176
34.HBV 1175 73.HBV 1175 110.HBV 1176
35.HBV 1175 74.HBV 1175

36.HBV 1175 75.HBV 1175

37.HBV 1175 76.HBV 1175

38.HBV 1175 77.HBV 1175




A composicdo nucleotidica da FLA Pré S/S do VHB das sequéncias usadas
neste trabalho foi em média de 23,92% de adenina (A); 29,69% de citosina (C);
21,28% de guanina (G) e 25,12% de timina (T). Na regido pre-S1 encontramos
20.1% de T, 31.7% de C, 23.6% de A e 24.6% de G, enquanto que na regido Pre-S2
obtivemos 24.3% de T, 31.6% de C, 22.1% de A e 22.0% de G e naregido S 31.2%
de T; 27.8% de C; 20.1% A e 20.9% G. As guaninas estdo em maior nimero nas
regides pre-S1 e pre-S2, porém, pobremente representadas na regido S.

Na FLA pré S/S temos 655 sitios conservados, 540 sitios variaveis, 449 séo
informativos para parcimonia e 91 sitios sao simples, ou seja, sem variacdo. Quanto
aos sitos conservados, variados, parcimoniosos e simples das regides pre-S1, pre-
S2 e S estdo mais bem representados na Tabela 4 e 5. A regido Pre-S1 se mostrou a
mais variavel em VHB das nossas sequéncias. Estas quando comparadas as da
literatura apresentaram alta divergéncia de nucleotideos. Os limites destas regifes
sdo: posicao 1 até 354 para Pre-S1; posicdo 355 até 534 para a regido Pre-S2 e da
posicao 535 até 1188 para a regido S (Figura 15 e 16).

A FLA Pre-S/S possui uma pequena variacdo de tamanho em relacdo as da
literatura (Figura 15). A maior homologia entre as sequéncias da literatura e as
nossas esta na regido S com 497 sitios conservados, no entanto, a regido Pre-S1 é a
mais variavel com 231 sitios variaveis, sendo que, as duas regibes Pre-S1 e S2
possuem 337 sitios variaveis (Figura 15). A regido Pre-S2 esta constituida por
poucos sitios conservados, variaveis, parcimoniosos e simples, em virtude do seu

tamanho, 150 pb. Nas trés regides estudadas encontramos os cddons de inicio.



Tabela 4 — Caracteristica dos sitios das regifes Pre-S1, Pre-S2 e S em sua

sequéncia de nucleotideo.

N° de sitios N° de sitios N° de sitios N° de sitios
Regides
conservados variaveis parcimoniosos simples

FLA Pre-

694 494 386 108
SIS

Pre-S1 138 231 184 47
Pre-S2 59 106 80 26
S 497 157 122 35

Tabela 5 — Caracteristica dos sitios das regifes Pre-S1, Pre-S2 e S em sua

sequéncia de aminoacidos.

N° de sitios N° de sitios N° de sitios N° de sitios
Regibes
conservados variaveis parcimoniosos simples

FLA Pre-

175 221 180 41
SIS

Pre-S1 29 94 75 19
Pre-S2 12 43 37 6

S 134 84 68 16




Fase de leitura aberta Pré-S/S com = 1175pb (na lit. 1200) Regido com 402aa (na lit. 409)
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Figura 15 — Regides de codificacao de proteinas de superficie do VHB.



Os gendtipos D da literatura, da posi¢cao 07 a 42, apresentaram uma delecéo
de 35 pb logo ap6s o codon de inicio da regido Pre-S1, onde nenhuma outra
sequéncia possui a mesma. Os quatro gendtipos D que obtivemos em nossas
sequéncias ndo apresentaram esta delecdo, no entanto, esta delecdo é também
encontrada em VHB de primatas, mais precisamente em macaco barrigudo ja
descrito na literatura (Lanford et al., 1998 e 2003) e que foi usado como grupo
externo para inferir filogenia.

As nossas sequéncias HBV 1, 4, 10, 11, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 27, 28,
30, 31 e 71 apresentaram uma delecao variando de 50 pb a 80 pb, logo apds o
cédon de inicio da regidao Pre-S2, esta delecdo ndo aparece nas sequéncias da
literatura (Figura 16). Nesta posicdo 07 a 42, nas outras sequéncias da literatura e
nas nossas possuem insercdes de 35 pb com caracteristicas similares nos referidos
genotipos estudados. No gendtipo F, D, Al e A2 das nossas sequéncias obtivemos o
segmento 5 — GTTGGTCACTCAAAACCTCGCAAAGGCA-TGGGGAC - 3 ’ na
referida posicdo ja comentada, sendo que tal segmento é semelhante para quase
todos 0s genotipos exceto para os genotipos E, F, G e H da literatura. Nesta posicéo,
os genodtipos da literatura E e G (5’ — -CTT--TCTTGGACGGTCCCTCTCGAA---
TGGGG - 3’) possuem sequéncia similar, da mesma forma que F e H (5" — GCACC-
TCTCTCAACGACAAGAAGGGGCA-TGGG- — 3') (Figura 16).

Comparando-se as sequéncias do VHB, a razdo média da taxa transicao /
transversao (s/v) foi de 1.157. Estas taxas variaram de 2.20 a 15.33, sendo que 0s
maiores valores foram verificados entre 21.HBV e 30.HBV em comparacado com as

sequéncias da literatura, tal como, os subgendétipos Al, A2 e A3.



Nas nossas sequéncias nucleotidicas encontramos o0s codons que
representam o determinante “a”, assim como, os subdeterminantes “d”, “y”, “w” e “r".
O determinante “a” (P=prolina) esta presente na posigdo 892, representado pelos
cédons CCA, CCU, CCG ou CCC, de nossas sequéncias nucleotidicas, da mesma
forma que o subdeterminante “d” (K=lisina) e “y” (R=arginina), encontrados na
posicao 898. Nesta posicao o subdeterminante “d” é representado pelos codons AAA
ou AAG, enquanto que o subdeterminante “y” esta representado pelo codons CGU,
CGG, CGC ou CGA (Figura 16).

Em nossas sequéncias nucleotidicas evidenciamos a presenca do
subdeterminante “w” (K=lisina), porém, o “r’ (R=arginina) n&o foi encontrado neste
estudo. O “w” ou “r", segundo Bancroft et al. (1972), esta presente na posi¢cao 160 da
sequéncia de aminoacidos. Nas nossas sequéncias nucleotidicas esta na posicao
1011 (Figura 16). O subdeterminante “w” apresenta subespecificidades encontrados
na posicao 127 da sequéncia de aminoacidos da regido S. Nas nossas sequéncias
nucleotidicas o “w” estd localizado na posicdo 903 relacionadas as do
subdeterminante w, sendo prolina (wl/w2), treonina (w3) ou leucina (w4) (Okamoto
et al. 1987a, Norder et al. 1992a). O wl ndo aparece junto com o subdeterminante

“d”, mas geralmente encontramos com o “y”, ou seja, w2, w3 e w4, segue junto com
adw e ayw, enquanto que wl segue junto somente com ayw (Figura 17). As figuras
16 e 17 representam as 110 sequéncias de nucleotideos e aminoacidos

respectivamente, que foram analisadas neste estudo.
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1itHBVDayw ;?gCGG ———————————————————————————————————— CAGAATCT TTCCACCAGC
1litHBVEayw ATGGGG-CTT —--TCTTGGAC GGTCCCTCTC GAA---TGGG GGAAGAATAT TTCCACCACC
1itHBVGadw ATGGGG-CTT —--TCTTGGAC GGTCCCTCTC GAG---TGGG GAAAGAACCT TTCCACCAGC
litHBVFadw ATGGGAGCAC C-TCTCTCAA CGACAAGAAG GGGCA-TGGG -ACAGAATCT TTCTGTGCCC
1itHBVHadw ATGGGAGCAC C-TCTCTCAA CGGCGAGAAG GGGCA-TGGG -ACAGAATCT CTCTGTGCCC
1itHBVBadw ATGGGAGGTT GGTCT-TCCA AACCTCGGAA AGGCA-TGGG GAC-AAATCT TTCTGTCCCC
1litHBVCadr ATGGGAGGTT GGTCT-TCCA AACCTCGACA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTTCCC
1itHBVAadw ATGGGAGGTT GGTCA-TCAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
1itHBVAead ATGGGAGGTT GGTCA-TCAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTTCCC
1itHBVAaay ATGGGAGGTT GGTTAC-CAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTCCCC
1itHBVAcay ATGGGAGGTT GGTTAC-CAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTTCCC
01.HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTCAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
04 .HBVaywl ATGGGAGGTT GGTCACTCAA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
19.HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTA-A AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
20 .HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTACA AACCTCGCAA AGGCACTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
21 .HBVadw4 ATGGGAGGTT GGTCACTAC- —--CCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTGCCC
22 .HBVayw3 ATGGGAGGTT GGTCACTACA AACCTCGCAA AGGCA-TGGG GAC-GAATCT TTCTGTTCCC
23 .HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTA-A AACCTCGCAA AGGCACTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
38 .HBVayw3 ATGGGAGGTT GGTCACTAAA AACCTCGCAA AGGCAGTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
71 .HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTAAA AACCTCGCAA AGGCAGTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
72 .HBVaywl ATGGGAGGTT GGTCACTAAA AACCTCGCAA AGGCAGTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
80 . HBVadw2 ATGGGAGGTT GGTCACTAAA AACCTCGCAA AGGCAGTGGG GAC-GAACCT TTCTGTTCCC
110.HBVadw ATGGGAGGTT GGTCACTAAA AACCTCGCAA AGGCAGTGGG GAC-GAACCT TTCTGTGCCC
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1itHBVDayw AA-TCCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-CCAC CAGTTGGATC CAGCC-TTCA -GAGCAAACA
1itHBVEayw AA-TCCTCTG GGATTTTTTC CC-GA-CCAC CAGTTGGATC CAGC-ATTCA -GAGCAAACA
1itHBVGadw AA-TCCTCTA GGATTCCTTC CC-GA-TCAC CAGTTGGACC CAGC-ATTCA -GAGCAAATA
1itHBVFadw AA-TCCACTG GGCTTCTTGC C-AGA-CCAT CAGCTGGATC CGCT-ATTCA -GAGCAAATT
1itHBVHadw AA-TCCTCTG GGATTCTTTC C-AGA-CCAC CAGTTGGATC CACT-ATTCA -GAGCAAATT
1itHBVBadw AA-TCCCCTG GGATTCTTCC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCA A-AGCCAACT
1itHBVCadr AA-TCCTCTG GGATTCTTTC CC-GG-TCAC CAGTTGGACC CGGC-ATTCG -GAGCCAATT
1itHBVAadw AA-CCCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAATT
1itHBVAead AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAACT
1litHBVAaay AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAATT
1itHBVAcay AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GAA-CAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAACT
01.HBVadw2 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAATT
04 .HBVaywl AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTCG -GAGCCAATT
19.HBVadw2 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTC- GGAGCCAATT
20 .HBVadw2 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGATC CTGC-ATTC- GGAGCCAATT
21 .HBVadw4 AACTCCTCTG GGATTCTTTC CCAGA-CCAT CAGCTGGATC CTGCTATTC- AGAGCAAATT
22 .HBVayw3 AA-TCCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-CCAC CAGTTGGATC CAGC-CTTC- AGAGCAAATT
23 .HBVadw2 AACCTCTCTG GGATTCTTTC CC-GACTCAT CAGTTGGACC CTGCACTTCT GGAGCCAATT
38 .HBVayw3 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGCA-TTC- GGAGCCAATT
71 .HBVadw2 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CCGGA-TCAT CAGTTGGATC CTGC-ATTC- GGAGCCAATT
72 .HBVaywl AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGATC CTGC-ATTC- GGAGCCAATT
80 .HBVadw2 AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CC-GA-TCAT CAGTTGGACC CTGC-ATTC- GGAGCCAATT
110.HBVadw AAC-CCTCTG GGATTCTTTC CCAGAATCAT CAGTTGGACC CTGCTATTCA GGAGCCAATT
Figura 16 - Caracteristicas da seqiéncia nucleotidica da FLA Pre S/S de VHB. Os
cbédons em vermelho na regido S representam o determinante “a” e subdeterminante “d”,
Ny e Ny

Simbologia: mmp Regido Pre-S1;mmp Regido Pre-S2; mmp Regido S;®®® termino da

regido.
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CCACAAATCC
CCAGAAATCC
CCAACAATCC
CCAGCAGTCC
CCAGCAGTCC
CAGAAAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAACAATCC
CAAAAAATCC
CCAACAATCC

.
1

90

AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
CGACTGGGAC
CGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGATTGGGAC
AGAATGGGAA
AGATTGGGAC

200

TTCAATCCCA
CACAATCCCA
TTCAATCCCA
TTCAACACAA
TTCAACACAA
CTCAACCCAC
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACACAA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA
TTCAACCCCA

210

ACAAGGACCC
ACAAAGACCA
AAAAGGACCC
ACAAGGACAG
ACAAGGACAA
ACAAGGACAA
ACAAGGATCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
ACAAGGACCA
ACAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
TCAAGGACCA
ACAAAGACCG

220

CTGGCCAG-A
CTGGACAG-A
TTGGCCAG-A
TTGGCCAAT-
TTGGCCAAT-
CTGGCCGG-A
ATGGCCAGC-
CTGGCCA-CA
CTGGCCAGC-
CTGGCCA-CA
CTGGCCAA-A
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCAAT-
CTGGCCA-GA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA-CA
CTGGCCA--A
CTGGCCA-CA

230

CGCCAA-CAA
AGCCAA-CAA
GGCCAA-CAA
GGCAAA-CAA
GGCAAA-CAA
CGCCCA-CAA
GGCAAA-CCA
AGCCAA-CCA
AGCCAA-CCA
AGCCAAT-CA
AGCCAA-TCA
AGCCAACTCA
AGCCAA-TCA
AGCCAA-CCA
AGCCAA-TCA
GGCAAA-CAA
CGCCAA-CAA
AGCCGA-TCA
AGCCAA-CCA
AGCCAA-CCA
AGCCCA-TCA
AGCCAA-CCA
AGCCAA-CCA

oo
240

GGTAGGAGCG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTT
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTGGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
GGTAGGAGTG
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GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CCTAT
GGAGG-CTAC
GGAGG-CTTT
GGAG-CATTC
GGAT-CCTTC
GGAG-CATTT
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTT
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAGGCATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC
GGAG-CATTC

GGGCTGGGGT
GGGCCTGGGT
GGACCCGGGT
GGTCCAGGGT
GGTCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGACCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT
GGGCCAGGGT

TCACCCCACC
TCACTCCCCC
TCACCCCTCC
TCACACCCCC
TCACACCCCC
TCACCCCTCC
TCACTCCACC
TCACTCCCCC
TCACCCCTCC
TCACTCCCCC
TCACCCCCCC
TCACTCCCCC
TCACTCCCCC
TCACTCCCCC
TCACTCCCCC
TCACACCCCC
TCACCCCGCC
TCACTCCCCC
TCACCCCACC
TCACTCCCCC
TCACTCCCCC
TCACACCCCC
TCACACCCCC

GCACGGAGGC
ACACGGAGGC
ACACGGAGGC
ACACGGTGGC
ACACGGTGGC
CCATGGGGGA
ACACGGCAAT
ACACGGAGGT
ACACGGCGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
GCACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGGAGGT
ACACGAAGGT
ACACGGAGGT
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CTTT-TGGGG
CTTT-TGGGG
CTTT-TGGGG
CTGC-TGGGG
CTTC-TGGGG
CTGT-TGGGG
CTTT-TGGGG
GTTT-TGGGG
ATT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-CTGGGG
GTTCTTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTTCTTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
GTT-TTGGGG
TTT-GGGGGG
GTTCTTGGGG
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TGGAGCCCGC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC
TGGAGCCCTC

310

AGGCTCAAGG
AGGCTCAAGG
AGTCTCAGGG
AGGCACAGGG
AGGCACAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCTCAGGG
AGGCACAAGG

320

CATAATACAA
CATGCTAAAA
CACACTAACA
TGTTTTAACA
CATTCTGACA
CATACTCACA
CATATTGACA
CATATTGGCC
CATATTGACC
CATATTGGCT
CATATTGACT
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATAATGGCA
CATATTGGCC
CATAATGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC
CATATTGGCC

330

ACCTTGCCAG
ACATTGCCAG
ACTTTGCCAG
ACCTTGCCAG
ACCTCGCCAC
TCTGTGCCAG
ACAGTACCAG
ACCGTGCCAG
ACAGTGTCAA
ACAGTGCCAG
ACAGTGCCAG
ACAGTGCCAA
ACAGTGCCAG
ACAGTGCCAG
ACAGTACCAG
ACCTTGCCAG
ACCTTGCCAG
ACAGTGCCAG
ACATTGCCAG
ACAGTGCCAG
ACAGTGCCAG
ACCTTGCCAG
ACCGTGCCAG

340

CAAATCCGCC
CAGATCCGCC
CAGATCCGCC
CAGATCCGCC
CAGATCCACC
CAGCTCCTCC
CAGCGCCTCC
CGATGCCTCC
CAATTCCTCC
CAGTGCCTCC
CAGTTCCTCC
CAGTTCCTCC
CAGTTCCTCC
CAGTTCCTCC
CAGTTCCGCC
CAGATCCGCC
CAAATCCGCC
CAGTTCCTCC
CAAATCCTCC
CAGTTCCCCC
CAGTTCCTCC
CAGATCCTCC
CAGTTCCGCC

350

TCCTGCTTCT
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCTTCC
TCCCGCTTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TACTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCC
TCCTGCCTCT
TCCTGCCTCC

360

ACCAATCGCC
ACCAATCGGC
ACCAATCGTC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGA
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
TCCAATCGCC
ACCAATCGGC
ACCAATCGCC
ACAAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGC
ACCAATCGGA
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AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGGAG
TGTCCGGGAG
GGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
AGTCAGGAAG
GGTCCGGAAG

GCAGCCTACC
GCAGCCTACC
GCAGCCTACT
GAAGCCAACC
GAAACCAACC
GCAGCCTACT
ACAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAACCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACC
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GCAGCCTACT
GAAGCCTACT
GAAGCCAACT

CCGCTGTCTC
CCAATCACTC
CCCATCTCTC
CAAGTCTCTC
CCAGTCTCTC
CCCTTATCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATATCTC
CCCATCTCTC
TCCATATCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCGCTCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCTTCTCTC
CCCATCTCTC
CCCATCTCTC
CCCGTCTCTC

CACCTCTGAG
CACCTTTGAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCCCTAAG
CACCTCTAAG
AACCTCTAAG
AACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTTTGAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAG
CACCTCTAAT
CACCTCCTAG
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AGACACTCAT
AGACACTCAT
AGACAGTCAT
AGACACACAT
GGACACACAT
GGACACTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAC
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AAACACTCAT
AGACAGTCAT
AGACACTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAGTCAT
AGACAATCAT
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1itHBVDayw CCTCAAGCCA TGCAGTGGAA CTCCACAACC TTCCACCAAA CTCTGCAAGA TCCCAGAGTG
1litHBVEayw CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACAACA TTCCACCAAG CTCTGCAGGA TCCCAGAGTA
1itHBVGadw CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA CTCTACAGCA TTCCACCAAG CTCTACAAAA TCCCAAAGTC
litHBVFadw CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA CTCAACTCAC TTCCACCAAG CTCTGTTGGA TCCCAGGGTA
1itHBVHadw CCACAGGCCA TGCAGTGGAA CTCAACACAG TTCCACCAAG CACTGTTGGA TCCGAGAGTC
1itHBVBadw CCTCAGATCA TGCAGTGGAA TTCCACCACT TTCCACCAAA CTCTTCAAGA TCCCAGAGTC
1itHBVCadr CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA CTCCAGCACA TTCCACCAAG CTCTGCTAGA TCCCAGAGTG
1itHBVAadw CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACAGCT TTCCACCAAG CTCTGCAAGA TCCCAGAGTC
1itHBVAead CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACTGCC TTCCACCAAA CTCTGCAGGA TCCCAGAGTC
1itHBVAaay CCTCAGGCAA TGCAGTGGAA TTCCACAGCT TTTCACCAAG CTCTGCAAGA TCCCAGAGTC
1itHBVAcay CCCCAGGCAA TGCAGTGGAA TTCCACTGCC TTCCACCAAG CTCTGCAGGA TCCCAGAGTC
01.HBVadw2 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCC——=——=— ——=———=——=—= —————————— ——————————
04 .HBVaywl CCTCATGCCA TGAGGTGGAA TTCCACAGCT TTTCACAAAG CTCTG---—-— ——=——————-—
19.HBVadw2 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACAG-— ——=—=——=——=—= —————————— ———————— TC
20 .HBVadw2 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACAG-— ——=———=——=—= —————————— ——————————
21 .HBVadw4 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA ——————=—=——== ————————— = —m——m——m e m
22 .HBVayw3 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA CTCCACAGCT TTCCACCAAA CTCTGCAAGA TCCCAGAGTG
23 .HBVadw2 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA —=——=——=—=——=— —————————= —————————— ——————————
38 .HBVayw3 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA CTCCACAACC TTCCATCAAA CTCTGCAAGA TCCCAGAGTG
71 .HBVadw2 CCCCAGGCCA TGCAATGGAA TTCCACAG—= —=————=—=—== —————————— ——————————
72 .HBVaywl CCTCAGGCAA TGCAGTGGAA TTCCACAGCT TTTCACCAAG CTCTGCAAGA TCCCAGAGTC
80 . HBVadw2 CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACAGCT TTCCACCAAG CTCTGCAAGA TCCCAGAGTG
110.HBVadw CCTCAGGCCA TGCAGTGGAA TTCCACTGCC TTCCACCAAG CACTGCAGGA TCCCAGAGTC
B e T o S I e I

430 440 450 460 470 480
1itHBVDayw AGAGGCCTGT ATTTCCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGTTCCGACT
1itHBVEayw AGAGGCCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCCGGAA CAGTGAACCC TGTTCCGACT
1itHBVGadw AGGGGCCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGGA TAGTGAACCC TGTTCCGACT
1itHBVFadw AGGGCACTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACAGAACCC TGCTCCGACT
1itHBVHadw AGGGGTCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGAAA CACAGAACCC TGTTCCGACT
1itHBVBadw AGGGCTCTGT ACCTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA TAGTAAGCCC TGCTCAGAAT
1itHBVCadr AGGGGCCTAT ACTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCCGGAA CAGTAAACCC TGTTCCGACT
1itHBVAadw AGGGGCCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAACT
1itHBVAead AGGGGTCTGT ATCTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGCTCCGAAT
1litHBVAaay AGGGGCCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAAAT
1itHBVAcay AGGGGTCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGCTCCGAAT
01.HBVadw2  —————————— ———————— = —— o ACCC TGTTCCAAAT
04 .HBVaywl  -—————————— —————— = —— e ACCC TGTTCCAAAT
19.HBVadw2 AGGGGCCTGA ATCTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAAAT
20.HBVadw2  -—————————- —-—--CCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAAAT
21 .HBVadw4  ——————-—-— —————- CTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGGA CACAGAACCC TGCTCCGACT
22 .HBVayw3 AGAGGCCTGT ATTTCCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGTTCCGACT
23.HBVadw2  -—-————————- —-—--CCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAAAT
38 .HBVayw3 AGGGGCCTGT ATTTCCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGTTCCGACT
71.HBVadw2 - —————————- —-——--CCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTCCCAAAT
72 .HBVaywl AGGGGCCTGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CACTCAACCC TGTTCCAAAT
80 .HBVadw2 AGGGGCCTGT TTCTCCCTGC TGGCGGCTCC TCTTGAAGAA CAGTAAACCC TGCTCCGAAT
110.HBVadw AGGGGTCCGT ATTTTCCTGC TGGTGGCTCC AGTTCAGGAA CAGTAAACCC TGCTCCGAAT
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1itHBVDayw ACTGTCTCTC CCATATCGTC AATCTTCTCG AGGATTGGGG ACCCTGCGCT GAACATGGAG
1litHBVEayw ACTGCCTCAC TCATCTCGTC AATCTTCTCG AGGATTGGGG ACCCTGCACC GAACATGGAA
1itHBVGadw ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTTCTCC AAGATTGGGG ACCCTGCACC GAACATGGAG
litHBVFadw ATTGCCTCTC TCACATCATC AATCTCCTCG AAGACTGGGG GCCCTGCTAT GAACATGGAG
1itHBVHadw ATTGCCTCTC TCACATCATC AATCTTCTCG AAGACTGGGG ACCCTGCTAT GAACATGGAG
1itHBVBadw ACTGTCTCTG CCATATCGTC AATCTTATCG ACGACTGGGG ACCCTGTGCC GAACATGGAG
1itHBVCadr ACTGCCTCTC CCATATCGTC AATCTTCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCACC GAATATGGAG
1itHBVAadw ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCTCG AGGATTGGGG ACCCTGCACC GAACATGGAG
1itHBVAead ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCGCG AGGACTGGGG ACCCTGTGAC GAACATGGAG
litHBVAaay ATTGCCTCGC ACATCTCGTC AACCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGTC GAACATGGAG
1itHBVAcay ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AACCTCCGCG AGGACTGGGG ACCCTGTGAC GAACATGGAG
01.HBVadw2 ATTGCCTCTC TCATCTCGTC AATCTCCTCG ACGACTGGGG ACCCTGTGCC GAACATGGAG
04 .HBVaywl ATTGCCTCGC ACATCTCGTC AACCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGTC GAACATGGAG
19.HBVadw2 ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGCC GAACATGGAG
20 .HBVadw2 ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGCC GAACATGGAG
21 .HBVadw4 ATTGCCTCTC TCACATCATC AATCTTCTCG AAGACTGGGG GCCCTGCTAT GAACATGGAC
22 .HBVayw3 ACTGCCTCTC CCATATCGTC AATCTTCTCG AGGATTGGGG ACCCTGCGCT GAACATGGAG
23 .HBVadw2 ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGCC GAACATGGAG
38 .HBVayw3 ACTGCCTCTC CCATATCGTC AATCTTCTCG AGGATTGGGG ACCCTGCGCT GAACATGGAG
71 .HBVadw2 ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCTCG AGGAATGGGG ACCCTGCGCC GAACATGGAG
72 .HBVaywl ATTGCCTCGC ACATCTCGTC AACCTCCTCG AGGACTGGGG ACCCTGCGTC GAACATGGAG
80 . HBVadw2 ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCGCG AGGACTGGGG ACCCTGTGAC GAACATGGAG
110.HBVadw ATTGCCTCTC ACATCTCGTC AATCTCCGCG AGGACTGGGG ACCCTGTGAC GAACATGGAG
B e T S o S S e e I |
550 560 570 580 590 600
1itHBVDayw AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVEayw AGCATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVGadw AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVFadw AACATCACAT CAGGACTCCT AGGACCCCTG CGCGTGTTAC AGGCGGTGTG TTTCTTGTTG
1itHBVHadw AACATCACAT CAGGACTCCT AGGACCCCTT CTCGTGTTAC AGGCGGTGTG TTTCTTGTTG
1itHBVBadw AACATCGCAT CAGGACTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTCGTTG
1itHBVCadr AGCACCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVAadw AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVAead AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1litHBVAaay AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
1itHBVAcay AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
01.HBVadw2 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTIGTTG
04 .HBVaywl AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
19.HBVadw2 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
20 .HBVadw2 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
21 .HBVadw4 AACATTACAT CAGGACTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGTGTG TTTCTTGTTG
22 .HBVayw3 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
23 .HBVadw2 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
38 .HBVayw3 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
71 .HBVadw2 AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
72 .HBVaywl AACATCACAT CAGGATTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
80 .HBVadw2 AACATCACAT CAGGACTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
110.HBVadw AACATCACAT CAGGACTCCT AGGACCCCTG CTCGTGTTAC AGGCGGGGTT TTTCTTGTTG
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ACAAGAATCC
ACAAAAATCC
ACAAGAATCC
ACAAAAATCC
ACAAAAATCC
ACAAAAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAAAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
ACAAGAATCC
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TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
TCACAATACC
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GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
ACAGAGTCTA
ACAGAGTCTA
ACAGAGTCTA
ACAGAATCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
ACAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
GCAGAGTCTA
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GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GACTCGTGGT
GGCTCGTGGT
GGCTCGTGGT
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GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
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GGACTTCTCT
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GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
GGACTTCTCT
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CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAGTTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
CAATTTTCTA
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GGGGGAACTA
GGGGGAGCTC
GGGGGAGCGC
GGGGGACTAC
GGGGTACCAC
GGGGGAACAC
GGGGGAGCAC
GGGGGAGCAC
GGGGGATCAC
GGGGGCTCAC
GGGGGATCAC
GGGGGATCAC
GGGGGCTCAC
GGGGGATCAC
GGGGGATCAC
GGGGGACTAC
GGGGGGACCA
GGGGGATCAC
GGGGGGACCA
GGGGGATCAC
GGGGGCTCAC
GGGGGATCAC
GGGGGATCAC
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CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCC
CCAGGTGTCC
CCGGGTGTCC
CCGTGTGTCT
CCACGTGTCC
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGGGTGTCC
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT
CCGTGTGTCT

TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCTAAAT
TGGCCAAAAT
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TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT
TGGCCAAAAT

TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TTGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC
TCGCAGTCCC

CAACCTCCAA
CAACCTCCAG
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAATCTCCAA
AAATCTCCAG
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
CAACCTCCAA
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TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTTACCA
TCACTTACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTTACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
TCACTCACCA
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ACCTCCTGTC
ACCTCTTGTC
ATCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTGTTGTC
ACCTCTTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACTTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
ACCTCCTGTC
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CTCCAACTTG
CTCCAATTTG
CTCCAACTTG
CTCCAACTTG
CTCCAACTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAACTTG
CTCCAACTTG
CTCCAATTTG
CTCCAACTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
CTCCAATTTG
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TCCTGGTTAT
TCCTGGCTAT
TCCTGGCTAT
TCCTGGCTAT
TCCTGGCTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGCTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
TCCTGGTTAT
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CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGTTGGATGT
CGTTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGTTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGCTGGATGT
CGTTGGATGT
CGTTGGATGT

820

GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
ATCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG
GTCTGCGGCG

830

TTTTATCATC
TTTTATCATC
TTTTATCATA
TTTTATCATC
TTTTATCATC
TTTTATCATC
TTTTATCATC
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATC
TTTTATCATC
TTTTATCATA
TTTTATCATC
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
TTTTATCATA
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TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TGCCTCTGCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA
TTCCTCTTCA

Caracteristicas da seqiéncia nucleotidica da FLA Pre S/S de VHB.
e subdeterminante

TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT
TCCTGCTGCT

ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC
ATGCCTCATC

TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTGTTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTGTTGG
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TTCTTATTGG
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TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG
TTCTTATTGG

TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
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TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TACTTCTGGA
TTCTTCTGGA
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TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
TTCTTCTGGA
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CTATCAAGGT
CTATCAAGGT
CTATCAAGGT
CTACCAAGGT
CTATCAAGGT
CTATCAAGGT
CTACCAAGGT
TTATCAAGGT
TTATCAAGGT
TTACCAAGGT
CTATCAAGGT
TTATCAAGGT
TTACCAAGGT
TTATCAAGGT
TTATCAAGGT
CTATCAAGGT
CTATCAAGGT
TTATCAAGGT
CTATCAAGGT
TTATCAAGGT
TTACCAAGGT
TTATCAAGGT
TTATCAAGGT
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ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
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ATGTTGCCCG
ATGTTGCCCG
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TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TGTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCCCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
TTTGTCCTCT
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AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
GATTCCAGGA
ACTTCCAGGA
ACTTCCAGGA
AATTCCAGGA
ACTTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
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AATTCCAGGA
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AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
AATTCCAGGA
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TCTTCAACCA
TCATCAACCA
TCCTCGACCA
TCCACGACCA
TCTACAACCA
TCATCAACCA
ACGTCAACCA
TCAACAACAA
TCAACAACAA
TCCACAACCA
TCCACAACAA
TCAACAACAA
TCCACAACCA
TCCACAACAA
TCCAAAACAA
TCCACGACCA
TCGTCAACCA
TCCACAACAA
TCGTCAACCA
TCCAAAACAA
TCCACAACCA
TCAACAACAA
TCAACAACAA
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CCAGCACGGG
CCAGTACGGG
CCAGTACGGG
CCAGCACGGG
CCAGCACGGG
CCAGCACGGG
CCAGCATGGG
CCAGCACGGG
CCAGTACGGG
CCAGCACGGG
CCAGTACGGG
CCAGTACGGG
CCAGCACGGG
CCAGTACGGG
CCAGTACGGG
CCAGCACGGG
CCAGCGTGGG
CCAGTACGGG
CCAGCGTGGG
CCAGTACGGG
CCAGCACGGG
CCGGTACGGG
CCGGTACGGG
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ACCATGCAGA
ACCCTGCCGA
ACCCTGCAAA
ACCATGCAAA
ACCCTGCAAA
ACCATGCAAG
ACCATGCAAG
ACCCTGCAAA
ACCATGCAAA
ACCCTGCAGG
GCCTTGCAGA
ACCCTGCAAA
ACCCTGCAGG
ACCCTGCAAA
ACCCTGCAAA
ACCCTGCAAA
ACCATGCAGA
ACCCTGCAAA
ACCATGCAGA
ACCCTGCAAA
ACCCTGCAGG
ACCATGCAAA
ACCATGCAAA

oo
960

ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACAG
ACCTGCACCA
ACCTGCACAA
ACCTGCACAA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
AGCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACAA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
ACCTGCACGA
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CTCCTGCTCA
CTCTTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCTTGCTCA
CTCTTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCT
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCTTGCACA
CTACTGTTCA
CTCCTGCTCA
CTACTGTTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA
CTCCTGCTCA

AGGAACCTCT
AGGAACCTCT
AGGCAACTCT
AGGAACCTCT
AGGAACCTCT
AGGAACCTCT
AGGAACCTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGAACCTCT
AGGAACCTCT
AGGCAACTCT
AGGAACCTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT
AGGCAACTCT

ATGTATCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTATCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ACGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTATCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTATCCCT
ACGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT
ATGTTTCCCT

CCTGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CCTGTTGCTG
CCTGCTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CCTGTTGCTG
CCTGTTGCTG
CATGTTGCTG
CCTGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG
CATGTTGCTG

N7
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TACAAAACCT
TTCAAAACCT
TATAAAACCT
TTCCAAACCC
TACCAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TTCCAAACCC
TACCAAACCT
TACAAAACCT
TACCAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
TACAAAACCT
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1itHBVDayw
1itHBVEayw
1itHBVGadw
1itHBVFadw
1itHBVHadw
1itHBVBadw
1itHBVCadr
1itHBVAadw
1itHBVAead
1itHBVAaay
1itHBVAcay
01.HBVadw2
04 .HBVaywl
19.HBVadw2
20 .HBVadw2
21 .HBVadw4
22 .HBVayw3
23 .HBVadw2
38 .HBVayw3
71 .HBVadw2
72 .HBVaywl
80 .HBVadw2
110.HBVadw

1itHBVDayw
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1itHBVAaay
1itHBVAcay
01.HBVadw2
04 .HBVaywl
19.HBVadw2
20 .HBVadw2
21 .HBVadw4
22 .HBVayw3
23 .HBVadw2
38 .HBVayw3
71 .HBVadw2
72 .HBVaywl
80 .HBVadw2
110.HBVadw

Figura 16
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regido.

vl
970

980

990

1000

1010

1020

TCGGATGGAA
TCGGACGGAA
TCGGAAGGAA
TCGGACGGAA
TCGGACGGAA
ACGGACGGAA
TCGGACGGAA
ACGGATGGAA
ACGGATGGAA
ACGGATGGAA
ACGGACGGAA
ACGGATGGAA
ACGGATGGAA
ACGGATGGAA
ACGGACGGAA
TCGGACGGAA
TCGGACGGAA
ACGGATGGAA
TCGGACGGAA
ACGGACGGAA
ACGGATGGAA
ACGGACGGAA
ACGGACGGAA

.
103

ACTGCACCTG
ATTGCACTTG
ATTGCACCTG
ACTGCACCTG
ATTGCACCTG
ACTGCACCTG
ATTGCACTTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ATTGCACTTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ATTGCACTTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ACTGCACTTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG
ATTGCACTTG
ATTGCACCTG
ATTGCACCTG

0 104

TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC
TATTCCCATC

0 1050

CCATCATCCT
CCATCATCAT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCGTCCT
CCATCATCTT
CCATCATCAT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCATCCT
CCATCATCCT
CCATCATCTT
CCATCATCCT
CCATCATCTT
CCATCATCTT
CCATCGTCCT
CCATCGTCCT

1060

GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGC
GGGCTTTAGG
GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTAGG
GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGG
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC
GGGCTTTCGC

1070

AAAATTCCTA
AAAATTCCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATTCCTA
AAGATTCCTA
AAAATACCTA
AAAATTCCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATTCCTA
AAAATACCTA
AAAATTCCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA
AAAATACCTA

oo
1080

TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
TGGGAGTGGG
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CCTCAGCCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGCCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG
CCTCAGTCCG

TTTCTCCTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCCTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG
TTTCTCTTGG

CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC
CTCAGTTTAC

TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCAATT
TAGTGCAATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTTCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCAATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT
TAGTGCCATT

N7
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TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG
TGTTCAGTGG

Regido S;®®® termino da



1itHBVDayw
1itHBVEayw
1itHBVGadw
1itHBVFadw
1itHBVHadw
1itHBVBadw
1itHBVCadr
1itHBVAadw
1itHBVAead
1itHBVAaay
1itHBVAcay
01.HBVadw2
04 .HBVaywl
19.HBVadw2
20 .HBVadw2
21 .HBVadw4
22 .HBVayw3
23 .HBVadw2
38 .HBVayw3
71 .HBVadw2
72 .HBVaywl
80 .HBVadw2
110.HBVadw
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Figura 16 — Caracteristicas da sequéncia nucleotidica da FLA Pre S/S de VHB. Os cddons em vermelho na
regido S representam o determinante “a” e subdeterminante “d
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1100

1110

1120

1130 1140

TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGCCGGGC TTTCCCCCAC TGTCTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTCTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TGCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTCTGGCTT TTAGTTATAT GGATGATCTG GTA-TTGGGG
TGCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTCTGGCTT TTAGTTATAT GGATGATTTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTCTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTAC-TGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCAATAT GGATGATGTG GTAC-TGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GGACTTGGGG
TGCGTCGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TTAGTTATAT GGATGATCTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTACATGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GGACTTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGTTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
TTCGTAGGGC TTTCCCCCAC TGTTTGGCTT TCAGCTATAT GGATGATGTG GTA-TTGGGG
B T S L e T
1150 1160 1170 1180
> BRI
GCCAAGTCTG TACAGCATCT TGAGTCCCTT TTTACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAATCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAATCTG TGCAGCATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAATCTG TGCAGCATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATGCCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAATCCCTT TTTACCGCTA TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAGCATCG TGAGGCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCACTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAATCTG TGCAGCATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAGCATCT TGAGTCCCTT TTTACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAGCATCT TGAGTCCCTT TTTACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGTCTG TACAACATCT TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGACTG TACAGCATCG TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT
GCCAAGACTG TACAGCATCG TGAGTCCCTT TATACCGCTG TTACCAAT

Simbologia: =) Regifo Pre-S1;

Regido Pre-S2;

LT ]

Y e W

=) Regido S;99® termino da regido.



A FLA Pre S/S apresenta na sua sequéncia alguns aminoacidos que
identificam os subtipos dos subgendtipos especificados em nossa analise
filogenética. O inicio de cada regidao (Pre-S1, Pre-S2 e S) possui o aminoacido
metionina (M=met=AUG no RNAmM, UAC no RNAt e ATG no DNA). Na posicado 308
da FLA Pre S/S (Figura 17) da sequéncia de aminoacidos, encontramos a prolina
que indica o determinante “a” (Levene & Blumberg 1969). Esta prolina esta localizada
no aminoacido 120 da regido S, de acordo com Levene & Blumberg 1969, todas as
sequéncias apresentaram o determinante “a” que apresenta 18 substitui¢des (10 na
1° alca e 8 na 2° alca). Nas nossas sequéncias os subdeterminantes “d” e “y” foram
encontrados entre as posicdes de aminoacidos 120 e 147 da regido S, mais
precisamente na posicdo 300 da FLA Pre S/S. Nesta posicdo evidenciamos dois
tipos de aminoacido representados pelas letras K (lisina) ou R (arginina), sendo que,
K indica subdeterminante “d” e R subdeterminante “y” (Figura 17).

Nas nossas sequéncias, o subdeterminante “w” foi encontrado na posi¢cao 338
de nossas sequéncias de aminoacidos, sendo que, nesta posicdo temos K ou R
representando lisina ou arginina. Em nosso estudo, como ja mencionado, nao
encontramos o0 aminoacido R nesta posicdo. O “w” possui subespecificidades, tal
como, wl, w2, w3 e w4, ja mencionadas acima. Na posicdo 305 de nossas
sequéncias de aminoacidos temos prolina, treonina ou leucina (Okamoto et al.
1987a, Norder et al. 1992a) (Figura 17). O wl e w3 sempre acompanham o

subdeterminante “y”, enquanto que o w2 e w4 acompanham o “d” (Figura 17).
Segundo Carman et al. 1990 e 1997, na posicao 145 da FLA Pre S/S

encontramos o aminoacido G (glicina), onde a mesma em nosso estudo encontramos



C no lugar de G. Em nossas sequéncias as posi¢coes 144, 133 e 129 descritas por
Carman et al. 1990 e 1997, encontramos o0s respectivos aminoacidos N, M e G, estes
ndo estdo mutados, logo, ndo relacionados a mutacdo de escape da vacina, ou seja,
mutacéo que resulta mudanca antigénica do HBsAg. Na posicdo 126 de Carman et
al. 1990 e 1997, em nosso estudo encontramos | e T, mas em nenhuma de nossas
sequéncias de aminoacidos evidenciamos A, que estaria relacionada a mutacédo de
escape. Estas posicOes sao encontradas a partir do cédon de inicio da regidao S. O
mesmo acontece para Cooreman et al (2001) nas posicbes 128, 130, 141 e 142,
onde encontramos 0s aminoacidos G, G, K e P respectivamente, néo relacionado a
mutacéo de escape vacinal. As mutacdes nos sitios 169, 145, 119 e 110 n&o foram
encontradas, ou seja, 0s sitios em nossas sequéncias nao estao alterados.

Em nosso estudo ndo encontramos a substituicdo (C138S) relatada no
trabalho de Andrade (2008), responsavel pela formacao de pontes disulfidricas inter
e intramolecular (Mangold e Atreeck, 1993). Outra mutacdo nao evidenciada foi

aquela identificados em pacientes com VHB crénico (S155T e P1271).



10 20 30 40 50 60
1itHBVDayw MG-—-=-=—=-= ———-— ONLSTS XSSGILSXXH QLDPAXXEQT PQIQIGTSIP TRTPGQXAXQ
1itHBVEayw MGXXSWTVPL E-WGKNISTT XSSGIFSXXH QLDPXIXEQT PEIQIGTTIP TKTTGQXAXQ
1itHBVGadw MGXXSWTVPL E-WGKNLSTS XSSRIPSXXH QLDPXIXEQI PTIQIGTSIP KRTLGQOXAXQ
1itHBVFadw MGAXSLNDKK GXWXQONLSVP XSTGLLAXXH QLDPXIXEQI PAVPTGTSTQ TRTVGQXAXQ
1itHBVHadw MGAXSLNGEK GXWXQONLSVP XSSGILSXXH QLDPXIXEQI PAVPIGTSTQ TRTIGQXAXQ
1itHBVBadw MGGWSXQTSE RXWGXNLSVP XSPGILPXXH QLDPXIQXPT QKIQIGTSTH TRTTGRXAXQ
1itHBVCadr MGGWSXQTST RXWGXNLSVP XSSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP TRINGQXAXP
1itHBVAadw MGGWSXKTSQ RXWGXNLSVP XPSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXP
1itHBVAead MGGWSXKTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPT QTIQIGTSTP SRTTGQXAXP
1itHBVAaay MGGWLXKTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQANX
1itHBVAcay MGGWLXKTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPT QTIQIGTSTP SRTTGQXAXS
01.HBVadw2 MGGWSLKTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQANS
04 .HBVaywl MGGWSLKTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXS
19.HBVadw2 MGGWSLXTSQ RXWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXP
20 .HBVadw2 MGGWSLQTSQ RHWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXS
21 .HBVadw4 MGGWSLXXSQ RXWGXNLSVP NSSGILSQXH QLDPAIXEQI QTIQIGTSTQ TRTTGQXAXQ
22 .HBVayw3 MGGWSLQTSQ RXWGXNLSVP XSSGILSXXH QLDPXLXEQI QTIQIGTSTP TRTTGXDAXQ
23 .HBVadw2 MGGWSLXTSQ RHWGXNLSVP NLSGILSXTH QLDPALLEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXS
38 .HBVayw3 MGGWSLKTSQ RQWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPAXXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXP
71 .HBVadw2 MGGWSLKTSQ RQWGXNLSVP NXSGILSRXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXP
72 .HBVaywl MGGWSLKTSQ RQWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QTIQIGTSTP SRTTGXQAXS
80 .HBVadw2 MGGWSLKTSQ RQWGXNLSVP NXSGILSXXH QLDPXIXEPI QKIQNGNSTP SRTTGXXAXP
110.HBVadw MGGWSLKTSQ ROWGXNLSVP NXSGILSQONH QLDPAIQEPI PTIQIGTSTP TKTAGXQAXP

B e T e

70 80 90 100 110 120
1itHBVDayw GRSGXHSGWG SPHRTEAFXG WSPQAQGIIQ TLPANPPPAS TNRQSGRQPT PLSPPLRDTH
1itHBVEayw GRSGXHSGLG SLPHTEAFXG WSPQAQGMLK TLPADPPPAS TNRQSGRQPT PITPPLRDTH
1itHBVGadw GRSWXPMDPG SPLHTEAFXG WSPQSQGTLT TLPADPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
1itHBVFadw GRSGRXTVQG SHPHTVACXG WSPQAQGVLT TLPADPPPAS TNRLSGRKPT QVSPPLRDTH
1itHBVHadw GRSGRXLVQG SHPHTVAFXG WSPQAQGILT TSPPDPPPAS TNRRSGRKPT PVSPPLRDTH
1itHBVBadw GGSGXHSGQG SPLPMGDCXG WSPQAQGILT SVPAAPPPAS TNRQSGRQPT PLSPPLRDTH
1itHBVCadr GRSGXPSGQG SLHHTAIFXG WSPQAQGILT TVPAAPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
1itHBVAadw GRSGXHLGQG SLPHTEVFEFXG WSPQAQGILA TVPAMPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
1itHBVAead GRSGXHSGQG SPLHTAVXLG WSPQAQGILT TVSTIPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
1itHBVAaay GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
1itHBVAcay GRSGXHLDQG SPPHTEVXLG WSPQAQGILT TVPAVPPTAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
01.HBVadw2 GRSGXHSGQG SLPHTEVFLG WSPQAQGILA TVPTVPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
04 .HBVaywl GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT SISPPLRDSH
19.HBVadw2 GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
20 .HBVadw2 GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PISQPLRDSH
21 .HBVadw4 GRSGRHSGQG SHPHTEVFLG WSPQAQGILA TLPADPPPAS TNRQSGRQPT PISQPLRDSH
22 .HBVayw3 GRSGXHSGQG SPRRTEVXLG WSPQAQGIMA TLPANPPPAS SNRQSGRQPT PLSPPLRNTH
23 .HBVadw2 GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
38 .HBVayw3 GRSGXHSGQG SPHHTEVXLG WSPQAQGIMA TLPANPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDTH
71 .HBVadw2 GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PFSPPLRDSH
72 .HBVaywl GRSGXHSGQG SLPHTEVXLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRQSGRQPT PISPPLRDSH
80 .HBVadw2 GRSGXHSGQG SHPHTKVXGG WSPQAQGILA TLPADPPPAS TNRQSGRKPT PISPPLIDSH
110.HBVadw GRSGXHSGQG SHPHTEVFLG WSPQAQGILA TVPAVPPPAS TNRRSGRKPT PVSPPPRDNH
Figura 17 - Caracteristicas da seqliéncia de aminodcidos da FLA Pre S/S de VHB. Os
aminoadcidos em vermelho na regido S representam o determinante “a” e subdeterminante
“d”, “y” e “w”

Simbologia: M Regido Pre-S1; M mmp Regido Pre-S2; M mmp Regido S; Q®X®

termino da regido.
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1itHBVDayw POAMOWNSTT FHQTLQDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPVPT TVSPISSIFS RIGDPALNME
1itHBVEayw POAMOWNSTT FHQALQDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPVPT TASLISSIFS RIGDPAPNME
1itHBVGadw POAMOWNSTA FHQALQNPKV RGLYFPAGGS SSGIVNPVPT IASHISSIFS KIGDPAPNME
1itHBVFadw POAMOWNSTH FHQALLDPRV RALYFPAGGS SSGTQNPAPT IASLTSSISS KTGGPAMNME
1itHBVHadw POAMOWNSTQ FHQALLDPRV RGLYFPAGGS SSETQNPVPT IASLTSSIFS KTGDPAMNME
1itHBVBadw POQIMOWNSTT FHQTLQDPRV RALYLPAGGS SSGIVSPAQN TVSAISSILS TTGDPVPNME
1itHBVCadr POAMOWNSST FHQALLDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPVPT TASPISSIFS RTGDPAPNME
1itHBVAadw POAMOWNSTA FHQALQDPRV RGLYFPAGGS SSGTLNPVPT IASHISSISS RIGDPAPNME
1itHBVAead POAMOWNSTA FHQTLQDPRV RGLYLPAGGS SSGTVNPAPN IASHISSISA RTGDPVTNME
1itHBVAaay POAMOWNSTA FHQALQDPRV RGLYFPAGGS SSGTLNPVPN IASHISSTSS RTGDPASNME
1itHBVAcay POAMOWNSTA FHQALQDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPAPN IASHISSTSA RTGDPVTNME
01.HBVadw2 POAMQOWNS—-= —======—=== —————————— ————— XPVPN IASLISSISS TTGDPVPNME
04 .HBVaywl PHAMRWNSTA FHKAL--—--—- —-=—————————= ————— XPVPN IASHISSTSS RTGDPASNME
19.HBVadw2 POAMQOWNSTX --—-—————-— X RGLNLPAGGS SSGTLNPVPN IASHISSISS RTGDPAPNME
20 .HBVadw2 POAMQWNSTX —--—-—==—=== ———— XPAGGS SSGTLNPVPN TASHISSISS RTGDPAPNME
21 .HBVadw4 POAMOWX—-== —==——=——=—=—=—= ————— XAGGS SSGTQNPAPT IASLTSSIFS KTGGPAMNMD
22 .HBVayw3 POAMOWNSTA FHQTLQDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPVPT TASPISSIFS RIGDPALNME
23 .HBVadw2 POAMOWX—-== —=—==———=== ———— XPAGGS SSGTLNPVPN TASHISSISS RTGDPAPNME
38 .HBVayw3 POAMOWNSTT FHQTLQDPRV RGLYFPAGGS SSGTVNPVPT TASPISSIFS RIGDPALNME
71 .HBVadw2 POAMQWNSTX —-=———==——== ———— XPAGGS SSGTLNPVPN TASHISSISS RNGDPAPNME
72 .HBVaywl POAMOWNSTA FHQALQDPRV RGLYFPAGGS SSGTLNPVPN IASHISSTSS RTGDPASNME
80 .HBVadw2 POQAMOWNSTA FHQALQDPRV RGLFLPAGGS S*RTVNPAPN IASHISSISA RTGDPVTNME
110.HBVadw POAMOWNSTA FHQALQDPRV RGPYFPAGGS SSGTVNPAPN IASHISSISA RTGDPVTNME
B e T e I e I

190 200 210 220 230 240
1itHBVDayw NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGTTVCLGQON SQSPTSNHSP
1itHBVEayw SITSGFLGPL LVLQAGFFLL TKILTIPQSL DSWWTSLNFL GGAPVCLGON SQSPTSSHSP
1itHBVGadw NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGAPVCPGLN SQSPTSNHSP
1itHBVFadw NITSGLLGPL RVLQAVCFLL TKILTIPQSL DSWWTSLNFL GGLPRCPGQON SQSPTSNHLP
1itHBVHadw NITSGLLGPL LVLQAVCFLL TKILTIPQSL DSWWTSLNFL GVPPGCPGQON SQSPISNHLP
1itHBVBadw NIASGLLGPL LVLQAGFFSL TKILTIPQSL DSWWTSLSFL GGTPVCLGQON SQSQISSHSP
1itHBVCadr STTSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPONL DSWWTSLNFL GGAPTCPGON LQSPTSNHSP
1itHBVAadw NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGAPVCLGQON SQSPTSNHSP
1itHBVAead NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
1litHBVAaay NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGON SQSPTSNHSP
1itHBVAcay NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
01.HBVadw2 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
04 .HBVaywl NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
19.HBVadw2 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
20 .HBVadw2 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
21 .HBVadw4 NITSGLLGPL LVLQAVCFLL TKILTIPQSL DSWWTSLNFL GGLPGCPGQON SQSPTSNHLP
22 .HBVayw3 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGTTVCLGQON SQSPTSNHSP
23 .HBVadw2 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
38 .HBVayw3 NITSGFLGPL LVLQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGTTVCLGQON SQSPTSNHSP
71 .HBVadw2 NITSGFLGPL LVLOQAGEFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNEFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
72 .HBVaywl NITSGFLGPL LVLOQAGFFLL TRILTIPQSL DSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
80 .HBVadw2 NITSGLLGPL LVLOQAGFFLL TRILTIPQSL GSWWTSLNFL GGSPVCLGQON SQSPTSNHSP
110.HBVadw NITSGLLGPL LVLOQAGEFFLL TRILTIPQSL GSWWTSLNFL GGSPVCLGON SQSPTSNHSP
Figura 17 - Caracteristicas da seqliéncia de aminodcidos da FLA Pre S/S de VHB. Os
aminoadcidos em vermelho na regido S representam o determinante “a” e subdeterminante
“d”, “y” e “w”
Simbologia: M Regi&o Pre-S1; M mmp Regido Pre-S52; M =) Regido S; ®®®

termino da regido.
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1itHBVDayw TSCPPTCPGY RWMCLRRFITI FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSTGPCR
1itHBVEayw TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSTGPCR
1itHBVGadw ISCPPTCPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSTGPCK
1itHBVFadw TSCPPTCPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLLPG STTTSTGPCK
1itHBVHadw TSCPPTCPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLLPG STTTSTGPCK
1itHBVBadw TCCPPICPGY RWMYLRRFII CLCILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSTGPCK
1itHBVCadr TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLLPG TSTTSMGPCK
1itHBVAadw TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCK
1itHBVAead TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCK
1itHBVAaay TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCR
1itHBVAcay TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCR
01.HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCK
04 .HBVaywl TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCR
19.HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCK
20 .HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SKTTSTGPCK
21 .HBVadw4 TSCPPTCPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLLPG STTTSTGPCK
22 .HBVayw3 TSCPPTCPGY RWMCLRRFIT FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSVGPCR
23 .HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCK
38 .HBVayw3 TSCPPTCPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SSTTSVGPCR
71 .HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG SKTTSTGPCK
72 .HBVaywl TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTSTGPCR
80 .HBVadw2 TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTGTGPCK
110.HBVadw TSCPPICPGY RWMCLRRFII FLFILLLCLI FLLVLLDYQG MLPVCPLIPG STTTGTGPCK

B e e e S I e I

310 320 330 340 350 360
1itHBVDayw TCTTPAQGTS MYPSCCCTKP SDGNCTCIPI PSSWAFGKFL WEWASARFSW LSLLVPEVQW
1itHBVEayw TCTTLAQGTS MFPSCCCSKP SDGNCTCIPI PSSWAFGKFL WEWASARFSW LSLLVPEVQW
1itHBVGadw TCTTPAQGNS MYPSCCCIKP SEGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
1itHBVFadw TCTALAQGTS MFPSCCCSKP SDGNCTCIPI PSSWALGKYL WEWASARFSW LSLLVQEFVQW
1itHBVHadw TCTTLAQGTS MFPSCCCTKP SDGNCTCIPI PSSWAFGKYL WEWASARFSW LSLLVQFVQW
1itHBVBadw TCTTPAQGTS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKFL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
1itHBVCadr TCTTPALGTS MFPSCCCTKP SDGNCTCIPI PSSWAFARFL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
1itHBVAadw TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVREFSW LSLLVPEVQW
1itHBVAead TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKFL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
1litHBVAaay TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
1itHBVAcay SCTTPAQGNS MEFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFGKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
01.HBVadw2 TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
04 .HBVaywl TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
19.HBVadw2 TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
20 .HBVadw2 TCTTPAQGNS TFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
21 .HBVadw4 TCTTLAQGTS MFPSCCCSKP SDGNCTCIPI PSSWALGKYL WEWASARFSW LSLLVQFVQW
22 .HBVayw3 TCTTTVQGTS MYPSCCCTKP SDGNCTCIPI PSSWAFGKFL WEWASARFSW LSLLVPEVQW
23 .HBVadw2 TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVRESW LSLLVPEVQW
38 .HBVayw3 TCTTTVQGTS MYPSCCCTKP SDGNCTCIPI PSSWAFGKFL WEWASARFSW LSLLVPEVQW
71 .HBVadw2 TCTTPAQGNS TFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVREFSW LSLLVPEVQOW
72 .HBVaywl TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVREFSW LSLLVPEVQOW
80 .HBVadw2 TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVREFSW LSLLVPEVQOW
110.HBVadw TCTTPAQGNS MFPSCCCTKP TDGNCTCIPI PSSWAFAKYL WEWASVREFSW LSLLVPEVQOW
Figura 17 - Caracteristicas da seqliéncia de aminodcidos da FLA Pre S/S de VHB. Os
aminoadcidos em vermelho na regido S representam o determinante “a” e subdeterminante
“d”, “y” e “w”
Simbologia: M Regido Pre-S1; M mmmp Regido Pre-52; M =) Regido S; Q®®

termino da regiédo.
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1itHBVDayw FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL FTAVTN
1itHBVEayw FAGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVGadw FVGLSPTVWL SAIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVFadw CVGLSPTVWL LVIWMIWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVHadw CVGLSPTVWL LVIWMIWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVBadw FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YAAVTN
1itHBVCadr FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL FTAITN
1itHBVAadw FVGLSPTVWL SAIWMMWYXG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVAead FVGLSPTVWL SAIWMMWXLG AKSVQHREAL YTAVTN
1itHBVAaay FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
1itHBVAcay FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
01.HBVadw2 FVGLSPTVWL SAIWMMWXLG AKSVQHLESL YTTVTN
04 .HBVaywl FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
19.HBVadw2 FVGLSPTVWL SAIWMMWYXG AKSVQHLESL YTAVTN
20 .HBVadw2 FVGLSPTVWL SVIWMMWDLG AKSVQHLESL YTAVTN
21 .HBVadw4 CVGLSPTVWL LVIWMIWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
22 .HBVayw3 FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL FTAVTN
23 .HBVadw2 FVGLSPTVWL SAIWMMWYMG AKSVQHLESL YTAVTN
38 .HBVayw3 FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL FTAVTN
71 .HBVadw2 FVGLSPTVWL SVIWMMWDLG AKSVQHLESL YTAVTN
72 .HBVaywl FVGLSPTVWL SVIWMMWXLG AKSVQHLESL YTAVTN
80 .HBVadw2 FVGLSPTVWL SAIWMMWXLG AKTVQHRESL YTAVTN
110.HBVadw FVGLSPTVWL SAIWMMWXLG AKTVQHRESL YTAVTN
Figura 17 - Caracteristicas da seqliéncia de aminodcidos da FLA Pre S/S de VHB. Os

w

aminodcidos em vermelho na regido S representam o determinante “a” e subdeterminante
\\dll, \\yll e \\W// .

Simbologia: M - Regido Pre-S1; M - Regido Pre-S2; M -
termino da regiéo.

Regido S; Q®®



O subtipo mais encontrado, ou seja, de maior prevaléncia foi o adw?2 (74/110),
seguido de aywl (30/110), ayw3 (4/110) e adw4 (2/110). As sequéncias 21.HBV e
30.HBV apresentaram adw4, assim como o genoétipo F/H da literatura. As sequéncias
22.HBV, 38.HBV, 81.HBV e 91.HBV apresentaram ayw3 assim como o genoétipo D
da literatura. As sequéncias 80.HBV e 110.HBV que agruparam com o subgenétipo
A2 possuem o0 subtipo adw2. O subtipo aywl é encontrado em 30 sequéncias de
nosso estudo. Os subtipos encontrados se repetem nos subgenétipos, de modo que,
nao encontramos uma relacdo do genétipo / subgenotipo e subtipo. Exemplo disso é
0 gendtipo F que apresenta o adw4, podendo ser encontrado no genétipo H,
dificultando assim a caracterizacdo desses subtipos, da mesma forma, isto ocorre
com outros subtipos (ver tabela 1). As andlises filogenéticas foram de grande
importancia, haja vista a, impossibilidade de caracterizarmos nossas sequéncias

somente com subtipagem.

8.3 DIVERGENCIA NUCLEOTIDICA E AGRUPAMENTOS FILOGENETICOS

Os valores de divergéncia nucleotidica mais altos foram encontrados em
1IWMHBV e 2WMHBYV, sequéncias de macaco barrigudo com 22% em relacédo a
todos os outros gendtipos, estes foram usados como grupo externo para as arvores
de maxima verossimilhanca (MV) (Figura 18) e agrupamento de vizinhos (NJ) (Figura
19). Os valores de divergéncia mais baixos foram observados dentro dos gendtipos
encontrados na nossa populacédo, variando de 0% a 2% para F, Al, A2 e D. As

nossas sequéncias 21.HBV e 30.HBV ndo mantém esta percentagem de divergéncia



em relacdo aos genotipos F e H da literatura variando de 5% a 6%, mas agrupa com
94% de nivel de confianca estatistico (bootstrap) com estes referidos gendtipos,
designados aqui como F/H. As amostras de nosso estudo mencionadas acima
deveriam estar agrupando mais intimamente com F, assim como, o genotipo H
deveria estar separada de F agrupando distintamente como grupo.

O gendtipo H possui divergéncia esperada em relacdo ao gendtipo F da
literatura, variando de 2% a 5%, esta é uma variacdo encontrada entre os subgrupos,
enquanto que, essa variagdo € de 0% a 2% nas sequéncias dos subgrupos.
Comparando um subgrupo em relagéo a outro, temos uma divergéncia de 3% a 5%.
As nossas sequéncias mencionadas acima agrupam com F/H nas arvores de
agrupamento de vizinhos, maxima verossimilhanca e bayesiana (BY) (Figura 20) com
99% de bootstrap. Estas sequéncias formam um agrupamento dicotdmico nas trés
arvores geradas, pois o agrupamento H com F estdo mais proximos do que 21.HBV
e 30.HBV em relacédo aos gendtipos mencionados que de acordo com a divergéncia
e filogenia parecem ser um so, porém, de diferentes subgrupos.

As sequéncias 22.HBV, 38.HBV, 81.HBV e 91.HBV agrupadas com o genotipo
D da literatura apresentam divergéncia de 0% a 3% entre si e com 0 0 gendtipo D da
literatura 3% a 5%, contudo, em relacdo a outros gendtipos varia de 7% a 11%. O
gendtipo D da literatura possui divergéncia de 0% a 2% dentro do mesmo
agrupamento, isto acontece com os genotipos B, C, E e G da literatura, porém, estes
gendtipos em relacdo as nossas sequéncias sobem para 6% a 9% de divergéncia
nucleotidica, esta divergéncia é mais encontrada entre diferentes grupos de

gendtipos, sendo que, nas arvores filogenéticas as sequéncias de gendtipo D da



literatura e as nossas agruparam com 96% de bootstrap exceto na arvore bayesiana
gque apresentou 86%.

O gendtipo A, que foi encontrado com maior prevaléncia em nossa populacéo,
apresentou valores de divergéncia de 0% a 2% no subgenétipo A2 (Ae europeu),
subgendtipo Al (Aa africano) e subgenotipo A3 (Ac Africa-Camar&o). As duas
sequéncias do subgendtipos A3 da literatura apresentaram os mesmos valores de
divergéncia encontrados para Al e A2 quando feita a comparacao entre 0s mesmos,
agrupando mais fortemente com Al. Comparando as sequéncias de Al, A2 e A3 da
literatura com as nossas sequéncias, obtivemos valores de divergéncia entre 2% a
5% dentro do mesmo grupo. Com excecdo das sequéncias jA mencionadas e
identificadas acima como sendo dos grupos D e F, todo o restante € do grupo A, ou
seja, do genotipo A. As amostras 80.HBV e 110.HBV estdo mais proximas do
genotipo A2 em nossas arvores filogenéticas, com bootstrap de 92% na arvore de
maxima verossimilhanca e bayesiana, porém, na arvore de agrupamentos de
vizinhos atingiu 71% de bootstrap. O agrupamento do genoétipo A nas arvores MV
(Figura 18), NJ (Figura 19) e BY (Figura 20) tem bootstrap de 95%, 98% e 93%
respectivamente.

O agrupamento de nossas sequéncias, exceto as ja mencionadas para 0S
grupos D e F/H, formaram um grande grupo com os subgendtipos Al, A2 e A3 da
literatura, apresentando divergéncia de 3% a 5% comparando-se um com 0 outro e

bootstrap acima de 90% nas 3 (trés) arvores geradas.
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Figura 18: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca construida a partir do
programa PhyML com 2000 réplicas de bootstrap, apresentando um alinhamento de
110 sequencias com aproximadamente 1200 bases nucleotidicas da fase de leitura
aberta pré-S/S detectado em doadores de sangue voluntarios no Estado do Para,

Norte do Brasil.
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Figura 19: Arvore filogenética de agrupamento de vizinhos construida com o
programa de computador PAUP v. bl0 com 2000 réplicas de bootstrap,
apresentando um alinhamento de aproximadamente 1200 bases nucleotidicas da
fase de leitura pré-S/S, detectado em doadores de sangue voluntarios no Estado do

Para, Norte do Brasil.



Encontramos na arvore de méxima verossimilhanca, agrupamento de vizinhos
e bayesiana 7 (sete) agrupamentos distintos referentes aos 7 genotipos A (grupo 1),
B (grupo 2), C (grupo 3), D (grupo 4), E (grupo 5), F/H (grupo 6) e G (grupo 7). A
divergéncia nucleotidica entre um gendtipo e outro, varia de 5% a 8% em genotipos
muito préximos, enquanto que, genotipos mais distantes essa distancia nucleotidica
aumenta para 15%, assim como, no genétipo F/H em relacdo aos outros genotipos
sequenciados. Os valores de divergéncia intergrupos e intragrupos sdo semelhantes
aos da literatura (Norder et al. 1994; Naumann et al. 1993; Nakato et al. 2001,
Kramvis et al. 2002; Sloan et al. 2009).

O grupo 6 que é composto pelo gendtipo F/H e as sequéncias 21.HBV e
30.HBV, apresenta 3 subgrupos, sendo que, F e H e as duas sequéncias de nosso
estudo. O grupo 4 apresenta 2 subgrupos, o primeiro composto de sequéncias da
literatura agrupadas com bootstrap acima de 90% nas arvores de NJ (Figura 19) e
MV (Figura 18), enquanto que na arvore de BY (Figura 20) esse indice foi de 72%. O
segundo subgrupo composto pelas sequéncias 22HBV, 38.HBV, 81.HBV e 91.HBV
agrupam com o primeiro subgrupo com 96% nas arvores MV e NJ, enquanto para BY
este valor é de 83%. Os grupos 2, 3, 5 e 7 compostos pelos gendtipos B, C, Ee G
respectivamente, formaram agrupamentos distintos de acordo com a divergéncia
mencionada na literatura em relacdo aquela que nds obtivemos neste estudo.

O grupo 1 que € composto pelo gendtipo A (subgendtipo Al, A2 e A3),
apresentou subgrupos nas arvores BY, MV e NJ (Figuras 18, 19 e 20,

respectivamente).
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Figura 20: Arvore filogenética bayesiana construida a partir do programa MrBayes,
apresentando um alinhamento de 110 seqlencias com aproximadamente 1200
bases nucleotidicas da fase de leitura aberta pré-S/S detectado em doadores de

sangue voluntarios no Estado do Para, Norte do Brasil.



Este grupo foi o mais bem estudado, pois, de 110 sequéncias estudadas 74 foram
genotipadas como A, haja vista, a sua elevada prevaléncia em nossa populacao.

O primeiro subgrupo encontrado foi 0 agrupamento das sequéncias 80.HBV e
110.HBV com o subgendtipo A2 ja descrito na literatura, que apresentou 71% (NJ),
77% (BY) e 91% (MV) de bootstrap. A divergéncia dentro do subgendtipo A2 da
literatura foi de 0% a 1%, mas quando comparados com as sequéncias 80.HBV e
110.HBV esta divergéncia aumentou para 3% a 4% favorecendo o subgrupo. O
agrupamento das sequéncias 84.HBV, 85.HBV, 86.HBV, 87.HBV, 88.HBV, 89.HBV E
90.HBV possui valores de bootstrap de 94% (NJ), 91% (BY) e 99% (MV),
significando que temos mais um provavel subgrupo. A divergéncia dentro deste
grupo é de 0% a 2%, porém quando comparados as outras sequéncias do subgrupo
A2 apresentou divergéncia de 3% a 4%.

Foi identificado um outro subgrupo que agrupou com 78% (NJ), 93% (BY) e
93% (MV), este subgrupo estava composto por 1.HBV, 2.HBV, 3.HBV, 6.HBV,
7.HBV, 8.HBV, 9.HBV, 10.HBV, 31.HBV, 32.HBV, 34.HBV, 35.HBV, 36.HBV,
37.HBV, 39.HBV, 40.HBV, 41.HBV, 42.HBV, 43.HBV, 44 HBV, 45.HBV, 46.HBV,
47.HBV e 48.HBV com 48HBVAa e 49HBVAa da literatura. A divergéncia entre estas
sequéncias varia de 0% a 1% e entre os subgrupos do grupo 1 ja mencionados esta
divergéncia varia de 3% a 5%.

O agrupamento das amostras 49.HBV, 50.HBV, 51.HBV, 52.HBV, 53.HBV,
54.HBV, 55.HBV, 56.HBV, 57.HBV, 60.HBV, 61.HBV, 62.HBV, 63.HBV, 64.HBV,
65.HBV, 66.HBV, 67.HBV e 46HBVAa da literatura é suportado por 79 (NJ), 86%

(BY) e 97% (MV), onde as mesmas apresentaram divergéncia de 0% a 1% e entre 0s



subgrupos do grupo 1 ja relatados esta variacdo foi de 3% a 5%. A amostra
35HBVAa ora agrupa com o subgrupo acima ora fica de fora, isto foi evidente na
arvore de maxima verossimilhanca. As amostras 17.HBV, 18.HBV, 20.HBV, 33.HBV,
58.HBV, 59.HBV, 68.HBV, 69.HBV, 70.HBV e 71.HBV formam subgrupo com 83%
(NJ) e 79% (BY) de bootstrap, enquanto que na arvore de MV nao forma este
subgrupo. A divergéncia é semelhante aquela mencionada acima quando comparada
com outros subgrupos do grupo 1. Lembrando que as arvores Mv, NJ e BY séo
visualizadas nas figuras 18, 19 e 20.

As amostras restantes do grupo 1 que nado foram aqui relatadas ficam
classificadas como sendo do subgrupo a parte, pois, nas trés arvores geradas
formam politomia junto com os outros subgrupos ja relatados. Para melhor
descrevermos o grupo 1, propomos uma tabela para visualizarmos 0s seus provaveis
subgrupos, sendo esta proposta nio relatada na literatura. E possivel que possamos
encontrar outros subgrupos dentro do grupo 1, porém, o tamanho amostral de nosso
estudo esté restrito a cidade de Belém e sua regido metropolitana. Ha a necessidade
de se estender um estudo de filogenia para todo o Pais e o resto do mundo para
melhor explicar a relacéo filogenética dos grupos e subgrupos de VHB.

Na figura 21, mostramos uma arvore com forma retangular apresentando
valores de comprimento dos ramos da arvore NJ, pois, esta arvore, onde
ressaltamos 0s maiores valores, ndo apresenta espaco suficiente para todos os
valores, tendo em vista que os comprimentos dos ramos foram pequenos para

visualiza-los adequadamente.
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Figura 21: Arvore filogenética de agrupamento de vizinhos, ordenando o
comprimento dos ramos e construida com o programa de computador PAUP v. b10
com 2000 réplicas de bootstrap, apresentando um alinhamento de aproximadamente
1200 bases nucleotidicas da fase de leitura pré-S/S, detectado em doadores de

sangue voluntarios no Estado do Para, Norte do Brasil.



O comprimento do ramo do VHB foi de 0,157 e os dois grandes clados apresentaram
comprimentos de ramos relativamente menores em relagdo aos mais internos, cerca
de 0,010 para os grupos 1, 2, 3, 4 e 5, enquanto que, para o grupo 6 este valor foi de
0,017. Segundo a arvore NJ os grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 7 formam um agrupamento com
65% de bootstrap que é pouco confidvel para inferirmos que encontramos dois
grandes grupos, entdo, podemos dizer que este arranjo € politdmico, tal como,
exposto nas arvores consenso de NJ, BY e MV ja relatadas neste estudo.

Os valores para o comprimento de ramos do grupo 6, foi de 0,007 para as
sequéncias 21.HBV e 30.HBV em relacdo as sequéncias F e H da literatura que foi
de 0,020. Isto demonstra que os valores apontam que os dois subgrupos do grupo 6,
emergiram com taxas evolutivas desiguais, assim como, arranjo politbmico dos
outros grupos ja relatados, os subgrupos F e H apresentam comprimentos de ramos
praticamente iguais, 0,013 e 0,014 respectivamente. Os grupos 1, 2, 3, 4, 5e 7
apresentam comprimento de ramos relativamente longos (0.008, 0.041, 0.014, 0.008,
0.040, 0.036 respectivamente), sendo que, os genadtipos B, F/H e G(grupos 2, 6 e 7)
possuem emergéncia evolutivas similares, da mesma forma que os gendétipos A, C, D
e E (grupos 1, 3,4 e 5).

Nas trés arvores geradas pudemos identificar de 5 a mais subgrupos, porém,
s6 os que foram encontrados em todas as topologias € que foram considerados

como sendo possiveis subgrupos do grupo 1, gendtipo A.



9 DISCUSSAO

9.1 PREVALENCIA DE GENOTIPOS, SUBGENOTIPOS E SUBTIPOS

Em nossa amostra foram identificadas amostras pertencentes aos subtipos
adw2 e aywl compondo o gendtipo A (subgendtipos Al, A2 e outros subgrupos ja
relatados). No gendétipo D identificamos o subtipo ayw3 e no genotipo F o subtipo
adw4 que também é encontrado no gendtipo H, este ndo foi encontrado em nossa
amostra. Nao existe relacao restrita entre o genétipo / subgendtipo e o subtipo viral,
entretanto alguns subtipos sdo especificamente identificados em amostras de
genotipos especificos, sendo que no gendtipo A pode ser identificado os subtipos
adw2 e aywl, no genotipo D, o subtipo aywl, ayw2, ayw3 e no genétipo F o subtipo
adw4 (Schaefer, 2007).

Em nossa amostra foi possivel identificar, nos gendtipos F e H, o subtipo
adw4, caracteristico destes dois genotipos, entretanto, parecem apenas um genotipo
na analise filogenética, isto sera mais bem explicado a seguir.

A nossa amostragem de 117 individuos, representando Belém e regido
metropolitana, foi sequenciada, sendo que, a prevaléncia do gendtipo A (90,52%)
nesta regido, esta um pouco acima da taxa encontrada por Mello et al (2008) que foi
de 63% para a regido norte, enquanto que, os subgenoétipos Al com 89% de
prevaléncia, diferente de Mello et al (2008) com 48% e A2 com 1,67%, desse total de
genotipos A ja mencionados, estdo presentes na populacdo estudada, isto se deve a

amostra estudada, ou seja, doadores de sangue neste estudo sendo uma amostra



pontual revelando o panorama de uma regido, Belém e &rea metropolitana. Os
nossos subgenédtipos Al sdo aqueles representados por A mais prevalente na
Europa e A2 representado por A’ mais prevalente na Africa (Bowyer et al. 1997;
Sugauchi et al. 2004). Os subtipos presentes na populacdo estudada foram adw2 e
aywl com prevaléncia de 64,65% e 25,86% respectivamente, sendo que a somatoria
destas taxas correspondem ao genoétipo A e seus subgenotipos, porém, estes
subtipos podem aparecer em outros subgenoétipos o que os torna redundantes para
caracterizar um genotipo.

O gendtipo D com 5,17% de prevaléncia da amostragem estudada estava bem
abaixo daquela proposta por Mello et al (2008) que foi de 12%. O subtipo do genotipo
D foi o ayw3 presente no referido gendtipo e no C, ndo encontramos este subtipo na
populacédo de Belém e area metropolitana. Outro genadtipo relatado neste estudo € o
F com 1,72% de incidéncia na populacdo estudada, este foi subtipado como adw4,
da mesma forma que o gendtipo D. O F apresentou taxa de prevaléncia abaixo
daquela proposta para a regiao Norte que foi de 24% (Mello et al; 2008). O subtipo
adw4 pode ser encontrado no subgenoétipo F e H ndo permitindo uma caracterizacéo
fidedigna do gendtipo e subgendtipo (subgrupo).

A identificacdo de um subtipo viral ndo caracteristico de subgenétipo e
gendtipo invalidam a andlise, jA que a determinacdo do subtipo viral é realizada
basicamente com a identificacdo de substituicbes especificas dentro do determinante
“a” da proteina de superficie viral, enquanto determinagdo do gendtipo viral é

realizada com base na sequéncia estudada.



9.2 RELACAO ENTRE GENOTIPOS / SUBGENOTIPOS COM FATOR DE RISCO

Os fatores de risco aqui estudados ndo mantiveram relacdo com o genétipo e
subgendtipo. No estudo de Conde et al (2009), em que a mesma estudou a
correlacéo clinica do VHB crénico e os gendtipos na nossa regidao, a mesma nao
encontrou esta correlacdo. Mayerat et al. (1999) afirma que o gendtipo A foi
relacionado ao desenvolvimento de cronicidade da infeccdo, porém, neste estudo
todos os individuos de nossa amostra ndo apresentaram sintomatologia, sendo
impossivel fazer esta relagao.

Os fatores de risco ndo mantiveram correlagdo com o0s genotipos e
subgenotipos, pois, tais genotipos e subgendtipos encontrados neste estudo (A, D e
F, assim como seus respectivos subgrupos) ndo sao especificos para um
determinado fator de risco. Isto demonstra que o tamanho amostral pode néo ter sido
suficientemente fidedigno para esta analise. Aumentado o tamanho desta amostra

poderemos ter um panorama mais claro se ha ou ndo correlacao.

9.3 VARIACAO NAS REGIOES PRE-S1, PRE-S2 E S

9.3.1 Sitios variaveis

Em nossa andlise foi identificada variabilidade nas trés regides quanto ao
namero de sitios. A regido que tem mais sitios variaveis é a Pre-S1, com 231 sitios,
enquanto que a regido Pre-S2 e S possuem 106 e 157 sitios variaveis

respectivamente na sequéncia de nucleotideo, da mesma forma que na sequéncia



de aminoacidos, onde identificamos na regido Pre-S1 maior numero de sitios
variaveis, com 94, enquanto que a regido S estava com 84 sitios. A regido Pre-S1
gue se mostrou a mais varidvel em VHB das nossas sequéncias possui uma
guantidade menor de pares de bases que a regiao S que tem mais pares de bases,
ao contrario do trabalho de Andrade (2008) que afirma ser a regido S a que tem mais
sitios variaveis, ou seja, seria esta regido a de maior variabilidade molecular, porém,
Nao isso que encontramos neste estudo.

Este fato ocorre por causa das caracteristicas peculiares genoma viral e seu
método de replicacdo. A polimerase encontrada no VHB n&o possui alta fidelidade e,
portanto, a taxa de erros durante a cépia do material genético € maior do que a taxa
presente em outros virus de DNA, se aproximando mais das taxas estimadas para
retrovirus e outros virus de RNA (Simmonds, 2001). Outro ponto a ser lembrado é
gue a replicacdo do VHB conta com um passo de transcricao reversa, fato este que
se combinado coma presenca de uma DNA polimerase que ndo possui alta
fidelidade, pode ser responsavel pela alta variabilidade encontrada nas sequéncias a

regido Pre-S1.

9.3.2 Tamanho das regides Pre-S1, Pre-S2 e S

O tamanho original de suma sequéncia nucleotidica de VHB é de
aproximadamente 3200 pares de bases (pb) e o gene S (Pre-S1, Pre-S2 e S)
apresentam 1200 pb (Gerlich & Robinson 1980). Em nosso estudo esta regido possui

tamanhos diferentes variando de 1094 pb a 1176 pb nas sequéncias estudadas, da

mesma forma na sequéncia de aminoacidos o tamanho pe menor que aquelas



encontradas na literatura. Esta variacdo no tamanho se deve a quantidade de
delecdes nas trés regides ja mencionadas, isto se deve possivelmente a polimerase
do VHB que como j& foi explicado anteriormente a mesma apresenta taxa de erros

bastante elevado.

9.3.3 Variagcdes naregidao S

A regidao S é onde identificamos o determinante “a” (aa120 — aal60) desta
referida regido. Neste estudo observamos 84 substituicbes e aminoéacidos.
Desconsiderando as substituicbes de aminoacidos que s&o subtipo determinante ou
variagdes corriqueiras, ocorreram 18 substituicdes dentro do determinante “a”, sendo
10 substituicbes na primeira alca (aal22-137) e na segunda alca 8 substituicdes
(aal40-160). Estes resultados ndo coincidem com os de Andrade (2008) e Ogura et
al (1999), mostrando que as substituicbes de aminoacidos no determinante “a”
ocorrem preferencialmente em maior nimero na primeira alca.

Identificamos 4 substituicdes na sequéncia da proteina S relacionadas com a
determinacao dos subtipos virais (K122R, P127L / T e K160R). Andrade (2008), além
destes jA& mencionados relatou mais duas substituicbes que também encontramos
neste estudo (F134Y e A159G / V), mas conseguimos subtipar sem usar estas
substituicdes como referencial. Como s6 encontramos trés genoétipos circulando na
regido de Belém e area metropolitana, estas duas substituicdes nao foram utilizadas

por fazerem parte da identificacdo de outros gendtipos nao circulantes deste local.



9.3.4 Mutagbes néo identificadas

Neste estudo ndo foram identificadas as mutagdes referentes a escape vacinal
estudadas por Carmam et al (1997) e Ogura et al (1999), j& descritas neste estudo.
Observamos que ndo existem mudancas nos aminoacidos que promovem este
escape a vacina. Estas substituicdes ja foram confirmadas por Miyake et al. (1996),
He et al. (1998), Wallace et a (1994), Fortuin et a (1994), Zuckerman et a. (1994).
Cooreman et al (2001), descreveu mutagcdes que promovem o0 escape vacinal (G-
128-R, G-130-N, K-141-E e P-142-S), estas mutacdes nado foram evidenciadas neste
estuda, assim como, a descrita por Yamamoto et al (1994) que a mutacdo no sitio
126 e 145 causa a interrupcao da expressao de determinantes HbsAg especificos.

As mutacOes que causam bloqueio da secrecao de particulas virais e sub-
virais e também aquelas que promovem o impedimento de reconhecimento viral por
meétodos comerciais nédo foram evidenciadas neste estudo. Também néo
encontramos a mutacdo que afeta a formacdo de pontes disulfidricas inter e
intramolecular (Mangold e Streeck, 1993).

A deteccdo de virus que apresenta mutacdes nos sitios investigados néo foi
evidente neste estudo, ndo concordando com os resultados de Andrade (2008), isto
se deve, pelo fato de no estudo de Andrade (2008) ter uma amostra representando
todo o pais, Brasil, enquanto que em nosso estudo estamos com uma amostra que
representa Belém e area metropolitana. Sugerimos que nesta area geogréfica
estudada a nossa amostragem representou um genétipo ainda original no que diz
respeito as mutacoes ja relatadas. Em todos os outros trabalhos existe algum tipo de

mutacdo relatada, porém, em nosso estudo ndo encontramo-las. Sabemos que



mutantes de escape representam um risco para a populagdo, porque as vacinas
utilizadas atualmente contra a Hepatite B ndo sao eficazes na prevencao da
infeccdo, além de que estes mutantes podem ndo ser detectados por testes
diagnésticos (Yamamoto et al, 1994), como em nossa populacdo de doadores de
sangue nao evidenciamos todos estes tipos de mutagao consideramos que a vacina

pode ser usada na mesma considerando seu efeito esperado.

9.4 DIVERVERGENCIA E FILOGENIA DO VHB

9.4.1 Divergéncia nucleotidica entre grupos e subgrupos do VHB

Os valores de divergéncia identificados neste estudo nos grupos de genaotipos
e entre estes corroboram os trabalhos de Talenta et al (1997) e Mbayed et al (1998),
assim como o estudo de Arauz-Ruiz et al. 2000 e 1997b que identifica uma
divergéncia de 11% a 15% do gendtipo F com em relacdo a outros genotipos
estudados.

A divergéncia intragenotipica, 1 a 6%, enquanto que a intergenotipica, 8% a
15%, dos gendtipos B, C, D, E e G, analisadas neste estudo, concordam com
aquelas encontradas por Norder et al (1994), Naumann et al (1993), Nakato et al
(2001), Kramvis et al (2002) e Sloan et al (2009), porém, isto ndo € identificado no
grupo F/H. Em todos os outros estudos 0s genétipos F e H surgem como grupos
distintos e separados quanto a sua filogenia, porém, ndo foi 0 que encontramos nos
nossos resultados ressaltando que os dois genoétipos parecem ser um sO, pois,

mantiveram divergéncia nucleotidica entre 2% a 5% e agrupamento filogenético



acima de 90% de bootstrap, sugerindo que este é verdadeiramente um grupo. As
amostras 21.HBV e 30.HBV fazem parte do grupo F/H, pois, apresentam divergéncia
pequena em relacdo a este grupo. A divergéncia de 2% e 5% € mais encontrada nos
subgendtipos, ou seja, em subgrupos, logo, sugerimos que este dois genotipos
sejam mais bem estudados a fim de termos certeza se no restante do mundo séo
realmente um sé grupo, uma vez que existem poucos trabalhos de filogenia sobre
este assunto. A divergéncia nucleotidica corrobora aquela encontrada em intergrupos
e intragrupos da literatura (Norder et al. 1994; Naumann et al. 1993; Nakato et al.
2001; Kramvis et al. 2002; Sloan et al. 2009).

No gendtipo A conseguimos identificar 5 subgrupos, provavelmente referentes
a 5 subgendtipos do gendtipo A em que estes subgrupos apresentam divergéncia
compativel com aquelas encontradas em subgrupos ja relatados da literatura, como
por exemplo, o subgrupo A2 usado aqui para genotipar através do sequénciamento e
filogenia (Kurbanov et al; 2005). O subgrupo A3, também relatado por Kurbanov et al
(2005), em nosso estudo nao foi identificado como subgrupo do grupo A (gendtipo
A), porém, se faz necessario estudar mais amostras deste subgenoétipo para conferir
se 0 mesmo possui identidade de subgendtipo A3 ou se faz parte do subgenotipo Al

gue é 0 mais comum em nossa regiao.



9.4.2 O relacionamento filogenético entre grupos e subgrupos do VHB

Os dados filogenéticos de nosso estudo indicam que existe pelo menos 7
(sete) agrupamentos distintos ja mencionados em nossos resultados, sendo,
genotipo A (grupo 1), gendtipo B (grupo 2), gendtipo C (grupo 3), gendtipo D (grupo
4), gendtipo E (grupo 5), gendtipo F/H (grupo 6) e o gendtipo G (grupo 7). Todos
estes grupos sao politbmicos nas arvores MV, NJ e BY, ou seja, todos os genétipos
surgiram de um Unico ancestral em comum, portanto, ndo esta de acordo com 0s
trabalhos de Moraes et al (1996), Talenta et al. (1997), Stuyver et al. (2000),
Sugauchi et al. (2001), Huy et al. (2004), Kramvis et al. (2004), Fisker et al. (2004),
Fujiwara et al. (2005), Kato et al. (2005), Banerjee et al. (2006), Ribeiro et al. (2006)
e Schaefer (2007), onde os mesmos propdem um arranjo com o genotipo F e H
agrupando juntos e separados destes estdo os gendtipos A, B, C, D, E e G, sendo
este um grupo apoiado por todos os autores citados acima.

O grupo 6 — gendtipo F/H apresentou forte agrupamento nas trés arvores
geradas, indicando que este nao seria dois grupos (Banerjee et al; 2006, Ribeiro et
al; 2006, Schaefer, 2007), mas sim dois subgrupos tal como propomos neste
trabalho. As sequéncias 22.HBV, 38.HBV, 81.HBV e 91.HBV agrupadas com o
gendtipo D da literatura indicam um clado com bootstrap de 96% nas arvores
geradas.

Os subgrupos foram mais bem evidenciados no grupo 1 — gendétipo A, pois
possui mais representantes na area estudada, onde conseguimos evidenciar a aprtir
da divergéncia e das trés arvores, NJ, MV e BY, 5 subgrupos ou subgenétipos, estes

subgenoétipos circulam na cidade de Belém e sua regido metropolitana. N&o



conseguimos mais sequéncias da literatura referentes a outros subgenotipos para
conferir se sdo ou ndo A3, A4 ou A5 que até o momento sao subgendtipos relatados
somente através de trabalhos usando RFLP para genotipa-los, entdo, estes
subgrupos do gendtipo A podem ser classificados como sendo dos 5 subgrupos ja
relatados por meétodos de RFLP, apesar de neste estudo evidenciarmos o
subgendtipo A2 (Ae) e o subgendtipo Al(Aa) bem agrupados, sendo que havia
sequéncias de Al agrupando com todos os subgrupos descritos nas arvores NJ, MV

e BY.



10 CONCLUSAO

A estrutura molecular do gene S (Pre-S1, Pre-S2 e S), estudados em
doadores de sangue, é similar as descobertas para os demais grupos de amostras ja
estudados em outros trabalhos.

Nenhum dos genétipos e subgendtipos identificados neste estudo
apresentaram relacdo com algum dos fatores de risco aqui relatados.

O subgenotipo A1 se mostrou mais prevalente em nossa populacéo, sendo,
gue 0s outros aparecem em menor taxa, isto se deve ao fato do subgendtipo Al
pertencer a um grupo étnico que colaborou muito mais que qualquer outro para a
formacé&o de nosso povo brasileiro, os africanos.

Os gendtipos D e F foram identificados na populacdo estudada e apesar de
suas prevaléncias nao serem similares aquelas encontradas em estudos anteriores &
preciso que seja feito um estudo mais abrangente na regido norte, de varias
populacdes, para sabermos a real situacdo destes dois gendtipos que estdo
circulando nesta regiao.

Os subtipos, determinante com subdeterminante, ndo conseguiram
caracterizar genotipo ou subgenatipo, pois, a existéncia dos mesmos é redundante,
ou seja, um Unico subtipo existe em mais de dois genotipos.

O gendtipo F e o H ja relatado em outros estudos como sendo dois grupos
distintos, aqui parecem ser um sO grupo. Possivelmente o H seria um outro
subgenoétipo do gendtipo F, haja vista, que este possui 5 subgendétipos, enquanto

gue, para o H néo foi relatado nenhum subgendétipo até o presente.



N&o foram encontradas neste estudo mutagcbes que indicassem o escape
vacinal na populagéo estudada, ou seja, o0 DNA do VHB desta regido ainda nédo esta
modificado tanto quanto o DNA do VHB de outras localidades do Brasil, como por
exemplo, as localidades estudadas das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste.

Os subgrupos encontrados no genoétipo A podem ser 0s subgenotipos ja
relados em trabalhos anteriores, que tratam dos subgenétipos A3, A4 e A5. Nao
podemos precisar aqui 0 numero de subgrupos do gendtipo A, mas, € certo que seja
acima de 2, ou seja, existem mais subgrupos além do Al e A2.

Apesar da evidéncia de grupos e subgrupos nas analises filogenéticas, para a
espécie do virus da hepatite b, do género Orthohepadnavirus, 0s niveis de
similaridade de sequéncia, os valores de divergéncia e o comprimento dos ramos da

arvore NJ sugerem uma Unica espécie para o virus estudado.
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