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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) é um problema de saiide priblica mundial. O tratamento com lamivudina
em portadores cronicos do HBV estd frequentemente associado a altas taxas de resisténcia viral, relacionadas a mutagoes no
motivo YMDD do gene da transcriptase reversa. O objetivo do presente estudo foi investigar a prevaléncia de mutacoes no
motivo YMDD em pacientes com hepatite B cronica do municipio de Bento Gongalves, RS. Um estudo transversal foi real-
izado entre julho e dezembro de 2010 incluindo 102 pacientes. O DNA wiral foi sequenciado em amostras de 21 portadores
ativos do HBV. Foi observada a presenca de um HBV mutante portando a variacio YMDD (vtM204I) acompanhada
da substituicao rtL180M. Outras mutagdes (rtA181V e 1tQQ215S) foram verificadas em dois pacientes.
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ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) infection is a serious public health issue worldwide. Lamivudine treatment for chronic hepatitis
B is often associated with a high incidence of viral resistance and related to mutations in the YMDD motif of the reverse
transcriptase gene. This study aimed to estimate the prevalence of YMDD mutations in chronic HBV carriers in Bento
Gongalves, RS. A cross-sectional study was conducted with 102 patients between July and December 2010. HBV DNA
from 21 active HBV carriers were sequenced. It was observed one sample with the 1tM204I change in the YMDD motif
of HBV accompanied by rtL180M. In addition, other mutations (rtA181V and rtQ215S) were present in two patients.

Keywords: Hepatitis B virus, lamivudine, treatment, chronic hepatitis B, lamivudine resistance.

INTRODUCAO

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia
Hepadnaviridae e apresenta genoma circular parcialmente
duplicado com aproximadamente 3.200 pares de bases
(GANEM; PRINCE, 2004). A infecgao pelo HBV
¢ um problema de satde publica mundial, sendo a
principal causa de cirrose e carcinoma hepatocelular.
Estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas sejam
portadores cronicos do HBV (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2012). Nos individuos adultos
expostos exclusivamente ao HBV, a cura espontanea
ocorre em cerca de 90% dos casos. A evolugio para
formas cronicas ocorre em aproximadamente 5 a 10%
dos casos em adultos. A cronificacio da infecgio ¢é
definida pela persisténcia do virus, ou seja, a presenga do
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg)
por mais de seis meses (BRASIL, 2011).

O tratamento de individuos portadores do HBV
visa reduzir o risco de progressdo da doenca hepdtica
e seus desfechos primdrios, especificamente cirrose,
carcinoma hepatocelular e, consequentemente, o
obito. Enzimas hepdticas, marcadores soroldgicos e
carga viral sdo utilizados como pardmetros para inferir

a probabilidade de beneficios da terapia a longo prazo
(BRASIL, 2011).

Para o tratamento da hepatite B cronica, duas classes de
agentes terapéuticos estao aprovadas pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA): o interferon-o. (IFN-c,
convencional ou peguilado) e os antivirais orais analogos
de nicleos(t)ideos: lamivudina (3TC), adefovir (ADV),
entecavir (ETV), tenofovir (TDF) e telbivudina (LdT)
(PROJETO DIRETRIZES, 2009; BRASIL, 2011). As
drogas orais baseadas em analogos de nucleos(t)ideos tém

sido preferidas no Brasil devido ao seu baixo custo e efeitos
colaterais minimos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HEPATOLOGIA, 2005).

O antiviral mais comumente usado em portadores
cronicos do HBV é a lamivudina. Este medicamento foi o
primeiro a ser licenciado para o tratamento de hepatite B

cronica (SHAMLIYAN etal., 2011), sendo um potente
inibidor de replicacio do HBV, que proporciona resposta
terapéutica na maioria dos pacientes e soroconversio
HBeAg para anti-HBe em parte deles (BRASIL, 2011).
Entretanto, o tratamento com lamivudina est4 associado
com altas taxas de resisténcia viral relacionadas a
mutagdes no gene da polimerase do HBV. Estudos
mostram que o desenvolvimento de mutacdes de
resisténcia atinge cerca de 14-32% dos pacientes apds
um ano de tratamento, aumentando progressivamente a
cada ano, chegando a 65-80% apds cinco anos de uso da
droga (LOK et al., 2002; 2003; WRIGHT, 2004; LIAW;,
2005; ZOULIM; LOCARNINI, 2009).

A resisténcia 2 lamivudina geralmente ocorre devido
a substituicdo de aminoacidos no motivo YMDD
(tirosina, metionina, aspartato, aspartato) do dominio
da transcriptase reversa (rt) da polimerase do HBV
(BOTTECCHIA et al., 2008). O dominio rt é um dos
quatro dominios que compde a polimerase do HBV,
contendo regides conservadas de A a E As espécies
mutantes de HBV contém substituigdes de aminoacidos
no motivo rtYMDD na posi¢ao rt 204 (rtM204V/I na
regido conservada C), associadas ou ndo a substituigao
na posigao rt 180 (rtL180M na regido conservada B)
(STUYVER et al., 2001).

A pesar do estado do Rio Grande do Sul nio
apresentar alto indice do HBV, dados do municipio
de Bento Gongalves, localizado na regido serrana do
estado, revelam uma incidéncia 44,9 casos de HBV
por 100 mil habitantes, sendo muito superior as médias
nacional e estadual (BENTO GONCALVES, 2010).
Segundo Bertolini et al. (2012), a alta prevaléncia do
HBV em algumas 4reas da regifo sul do Brasil podem
ser explicadas pela chegada de imigrantes europeus no
século XIX e XX em determinadas localidades.

O presente estudo teve por objetivo investigar
a prevaléncia de mutagdes no motivo YMDD em
pacientes com hepatite B cronica do municipio de Bento

Gongalves, RS.
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MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Foi realizado um estudo transversal com pacientes
maiores de 18 anos que foram recrutados em servicos
tercidrios especializados no atendimento de hepatites
virais na cidade de Bento Gongalves no periodo de julho
a dezembro de 2010. Todos os individuos eram portadores
de hepatite B cronica, ou seja, tinham pelo menos um
exame de HBsAg positivo h4 mais de 6 meses, além do
realizado como triagem para a inclusio no estudo. Todos os
pacientes responderam a um questionario epidemiolégico
e foi coletada uma amostra de 12 mL de sangue para a
realizagdo de exames. Os pacientes foram submetidos
a testes bioquimicos e avaliagdes clinicas, incluindo
dosagens de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), creatinina, albumina, tempo de
protrombina (TP), ascite e bidpsias hepaticas. As bidpsias
hepéticas foram avaliadas pelo sistema de pontuagio
METAVIR (estégio de fibrose numa escala de cinco pontos,
sendo FO = sem fibrose, F1 = fibrose portal e periportal
sem septacdes, F2 = fibrose portal e periportal com raras
septagdes, F3 = fibrose portal e periportal com muitas
septacoes, F4 = cirrose, e atividade necroinflamatéria
estimando o grau das lesoes inflamatdrias portais e a necrose
hepatocelular em uma escala de quatro pontos, AO =
sem atividade, Al = leve, A2 = moderada, A3 = grave)
(POYNARD; BEDOSSA; OPOLON, 1997).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (protocolon® 100025), da Universidade Luterana
do Brasil (protocolo n® 419H/2010) e do Hospital
Tacchini de Bento Gongalves (protocolo n® 14/2010). O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido
de todos os pacientes.

Analises sorologicas

As analises soroldgicas foram realizadas utilizando
ensaios comerciais. A pesquisa de HBsAg foi realizada
utilizando o ensaio ETI-MAK-4 (DiaSorin, Saluggia,
[t4lia) e a dosagem de anticorpos anti-HBc foi realizada
utilizando o ensaio ETI-AB-COREK PLUS (DiaSorin,

Saluggia, Italia).

Analises moleculares

A extragio de DNA das amostras foi realizada através
da metodologia descrita por Boom et al. (1990). A
deteccio e determinacio da carga viral foram realizadas
por metodologia descrita por Welzel et al. (2006). Os

DNAs extraidos das amostras dos portadores ativos
(>2.000 Ul/mL) foram submetidos & amplificagio por
nested PCR, tendo como alvo o gene da polimerase viral,
para a avaliacdo do perfil de resisténcia. A primeira
amplificagio foi realizada utilizando reagio de 50ul
contendo 1,5mM MgCl,, 0,05mM dNTPs, 0,25uM dos
iniciadores GHBV-1F e GHBV-2R (delimitando um
fragmento de 1.225 pb), 1U Tag DNA polimerase e 2ul
do material extraido. As reacoes foram realizadas em um
termociclador ABI Prism 9700 (Applied Biosystems) com
as seguintes condi¢des: desnaturacio inicial & 94°C por
3 min, 25 ciclos de 94°C por 15s, 55°C por 30s e 72°C
por 120s e extensdo final de 72°C por 5 min. A partir
destes amplicons foi realizada a amplificacio de regido
interna (nested PCR) utilizando iniciadores GHBV-10F
e GHBV1IR (delimitando um fragmento de 590 pb). As
reagOes de nested PCR apresentavam volume final de 25uL
e continham 1,5mM MgCL, 0,05mM dNTPs, 0,5uM de
cada iniciador, 1U Tag DNA polimerase, e 1ul. do material
da primeira amplificagio. As condi¢des de amplificagdo
foram: desnaturagfo inicial 2 94°C por 3 min, 40 ciclos de
94°C por 15s, 60°C por 30s e 72°C por 120s e extensio final
de 72°C por 5 min. A tabela 1 descreve a sequéncia dos
iniciadores utilizados. Os fragmentos da 22 amplificagao
foram sequenciados utilizando o sequenciador automético
ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Foram realizadas duas reacoes de sequenciamento para
cada amplicon, utilizando os iniciadores senso e antisenso.
Os dados do sequenciamento foram coletados utilizando
o programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems)
e a andlise dos eletroferogramas foi realizada pelo software
Sequencing Analysis v.5.3.1 (Applied Biosystems).
As sequéncias de nucleotideos do mesmo amplicon
(iniciadores senso e antisenso) foram editadas e montadas
no programa SeqMan (DNAStar, Madison, Wisconsin,
USA). As sequéncias obtidas em cada montagem foram
comparadas estabelecendo a sequéncia final de cada
amostra que foram entfo alinhadas no Programa Megalign
(DNAStar, Madison, Wisconsin, USA). As mutagdes que
conferem resisténcia a lamivudina foram identificadas
pontualmente nos alinhamentos das sequéncias de
aminoacidos. Foram procuradas as principais alteracoes
de amino4cidos descritas em diferentes estudos recentes

(BOTTECCHIA et al., 2008; BHATTACHARYA,;
THIO, 2010; SCHILDGEN et al., 2010).

Tabela 1. Nomes e sequéncias de nucleotideos dos
iniciadores utilizados nas amplificagcdes por nested

PCR.
Iniciadores Sequéncias
GHBV-1F 5’ - CASTCATCCWCAGGCMATGCAGTGGA - 3’
GHBV-2R 5" - GGGTTGCGTCAGCAAACACTTGGC - 3°
GHBV-10F 5" - CATCCTGCTGCTATGCCTCATCTTC - 3"
GHBV-11R 5" - ATDCKTTGACADACTTTCCARTCAAT -3’
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RESULTADOS

Dos 102 pacientes analisados em nosso estudo,
55 (53,9%) pertenciam ao sexo masculino. A média
de idade dos pacientes foi de 44,9 = 12,2 anos. As
caracteristicas dos sujeitos do estudo sdo descritas na
Tabela 2. Os pacientes apresentaram um tempo médio
de diagnéstico de 6,5 = 5,8 anos. Quanto ao tratamento
para o HBV, 25 (24,5%) pacientes estavam fazendo
uso de alguma medicagio, dentre as quais lamivudina,
tenofovir, interferon-o. ou lamivudina combinada com
adefovir.

Tabela 2. Caracteristicas dos individuos com infeccéo
crénica pelo HBV.

Variavel Total (n=102)
Idade (média + DP) 449 + 122
Sexo masculino 55 (53,9)
Escolaridade
Até ensino fundamental completo 55 (53,9)
Ensino médio ou superior 47 (46,1)
Tempo de diagndstico em anos (média = DP) 6,5 + 5,8
Tratamento para o HBV 25 (24,5)
Possivel forma de infeccao?
Sexo 16 (15,7)
Transfusdo sanguinea 11 (10,8)
Objetos cortantes 20 (19,6)
Compartilhamento de seringa 8 (7,8)
Nascimento (transmissao vertical) 16 (15,7)
Outras formas® 30 (28,0)
Carga viral (média log10 Ul/mL + DP) 30x1,7

Os dados sdo mostrados como nimero de pacientes (percentual) ou média
+ desvio padrao).

HBV: virus da hepatite B; 2Resposta multipla. ®Outras formas referidas pelos
pacientes: dentista, cirurgia, manicure, agua e alimentos contaminados.

Do total de pacientes do estudo, 21 eram portadores
ativos do HBV (>2000 UI/mL). A partir da amplificagao
do DNA do HBV obtido do plasma dos pacientes foi
realizado o sequenciamento. As caracteristicas destes
pacientes sdo descritas na Tabela 3. Observou-se que
6 (29%) pacientes estavam em tratamento, fazendo
uso de lamivudina, interferon-a. ou adefovir. Nenhum
dos pacientes apresentou ascite. Dos 21 pacientes
portadores ativos, 13 tinham realizado biépsia hepética,
dentre estes, 7 (53%) pacientes obtiveram pontuagio
METAVIR indicativa de auséncia de fibrose, 5 pacientes
tinham fibrose e 1 paciente tinha cirrose. Com relagiao

a pontuacio METAVIR indicativa de atividade
necroinflamatéria e necrose hepatocelular, 7 (54%)
pacientes apresentaram atividade leve, 4 pacientes
apresentaram atividade moderada e 2 pacientes
apresentaram atividade grave.

Tabela 3. Caracteristicas dos individuos portadores
ativos do HBV.

Variavel Total (n=21)
Idade (média = DP) 40,9 + 13,0
Sexo masculino 13 (62%)
Tratamento para o HBV

LAM 2 (10%)

INF-o 3 (14%)

ADF 1 (5%)
AST (U/L) 35,6 (18- 71)
ALT (U/L) 59,7 (16 - 167)
Albumina (g/dL) 3,96 (2,3 - 4,5)
Creatinina (mg/dL) 0,99 (0,6 - 1,6)
TP (INR) 1,01 (0,92-1,14)
Fibrose (n=13)

0 7 (53%)

1 3 (23%)

2 1 (8%)

3 1 (8%)

4 1 (8%)
Atividade hepatica (n=13)

A0 -

Al 7 (54%)

A2 4 (31%)

A3 2 (15%)

Os dados séo mostrados como nimero de pacientes (percentual), média +
desvio padréo) ou média (amplitude).

HBV: virus da hepatite B; LAM: lamivudina; INF-a: interferon alfa; ADF:
adefovir; AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina aminotranferase;
TP: tempo de protrombina.

A partir das sequéncias de aminodcidos obtidas,
procurou-se detectar as mutacgdes associadas ao
desenvolvimento de resisténcia a lamivudina (Figura
1). Apenas uma das amostras apresentou a variagio no
motivo YMDD (M204I). Foi observada substitui¢ao
na posi¢do do aminodcido 180 (L180M) em duas
amostras, sendo uma delas na sequéncia portadora
da mutag¢do no motivo YMDD. Foram observadas
outras 28 trocas de aminoécidos em diferentes
posicdes destas sequéncias, sendo estas variacdes
consideradas neutras, pois ndo conferem resisténcia a
nenhum medicamento. Um total de 7 pacientes nio
apresentou nenhuma substituigio de aminoécidos
em sua sequéncia.
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Figura 1. Sitios polimérficos nos fragmentos sequenciados. Os aminoacidos apresentados na primeira linha correspondem
asequéncia de referéncia (nUmero de acesso NCBI: X69798). Para as outras sequéncias, somente os aminoacidos
que sao diferentes sdo mostrados; posicoes que apresentam o mesmo aminoacido da sequéncia de referéncia
sdo mostradas como pontos. Aminoacidos que sdo os mesmos em todas as sequéncias ndo foram mostrados.
A posicao de cada sitio polimérfico € mostrada acima da figura, no formato vertical, numeradas de acordo com

a sequéncia da transcriptase reversa.
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DISCUSSAO

Avangos significativos tém sido feitos no tratamento
da hepatite B cronica na tltima década. Os tratamentos
aprovados tém se expandido a partir da utilizagao de
monoterapia. Embora os andlogos de nucleotideos sejam
mais convenientes do que terapias baseadas em interferon,
e apresentem menos efeitos colaterais, a supressdo viral
sustentada geralmente nfo é obtida apds a retirada da
terapia em um curso de 48 semanas, necessitando de longo
tratamento e em muitos casos, por tempo indeterminado.
Infelizmente, a longa duracdo dos tratamentos com
analogos de nucleotideos est associada com um aumento
do risco de desenvolvimento de resisténcia as drogas.
Resisténcia antiviral e baixa ades@o sio os fatores mais
importantes na falha do tratamento (LOK et al., 2007).

Em teoria, esta resisténcia pode ser evitada com
a utilizacdo de um farmaco antiviral suficientemente
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potente ou com a combinacio de andlogos de nicleos(t)
ideos com o objetivo de interromper a replicagio viral e
a continua selecdo de quasispécies do HBV (SAYAN;
AKHAN; SENTURK, 2011).

A lamivudina faz parte de uma classe de analogos de
ntcleos(t)ideos antivirais, sendo amplamente utilizada
no tratamento de pacientes com mono-infec¢io pelo
HBYV, principalmente em pafses com recursos limitados.
Este antiviral oral mostrou inibir a replicacio do HBV e
reduzir rapidamente os niveis de DNA do HBV no soro
para niveis abaixo do limiar de deteccdo. No entanto,
como acontece com outros antivirais, a resisténcia
a terapia com lamivudina pode emergir em grande

parte dos pacientes (ALLEN et al., 1998; THAI et al.,
2012).

A utilizagdo da lamivudina favorece a selecdo de
variantes do HBV com composi¢io genética predisposta
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aresisténcia a droga (THAI et al., 2012). Nove grandes
padroes de mutacdes associadas com a resisténcia
a lamivudina tém sido relatados: (i) rtM204I; (ii)
rtM2041/V + rtL180M, (iii) rtV173L + rtL180M
+ rtM204V; (iv) rtL8OI + reM204; (v) rtQ215S +
rtM2041/V = rtL180M; (vi) rt169T + rtV173L +
rtL180M + rtM204V; (vii) rtA181T; (viii) rtT184S +
rtM2041/V = rtL180M, e (ix) retM204S + rtL180M
(SAYAN; AKHAN; SENTURK, 2011).

A substituicio de aminoécidos no motivo YMDD é
geralmente a principal causa de resisténcia a lamivudina.
O motivo YMDD é um dominio conservado de todas
as transcriptases reversas (RT), sendo esta enzima
necessaria para a atividade de sintese (ALLEN et al.,
1998). A principal substitui¢ao é de uma metionina na
posigio rt204 por uma valina (rtM204V) ou isoleucina
(rtM2041), acompanhado ou nio por substitui¢des na

posigdo rt180 e rt173 (BOTTECCHIA et al., 2008).

Em nosso estudo, apds anilise das sequéncias
de aminoécidos dos HBV obtidos a partir dos 21
pacientes portadores ativos, foi verificada a presenga de
substitui¢des de aminodcidos relacionadas a resisténcia
aos farmacos utilizados no tratamento da hepatite
B. Dentre os pacientes que estavam em tratamento,
um paciente (BG-96) do sexo masculino que estava
em tratamento apenas com lamivudina desde 2005,
apresentou a mutagio no motivo YMDD onde houve a
substitui¢io do aminoacido metionina pelo aminoécido
isoleucina (M204I) acompanhada da substituicio do
aminodcido leucina pelo aminodcido metionina na
posicio 180 (L180M). Segundo Bottecchia et al. (2008),
a presenca da mutacdo rtL180M tem sido associada
com o tratamento prolongado com a lamivudina,
podendo atuar como uma mutagio compensatdria que
repde parcialmente a aptiddo de replicacdo do virus.
A mutagio acesséria LISOM também foi verificada
na sequéncia de HBV proveniente do plasma de outro
paciente (BG-18) que fazia tratamento, desde 2004,
apenas com lamivudina.

A selegio de variantes resistentes a lamivudina pode
resultar em maior probabilidade de resisténcia cruzada
com outras drogas (THAI et al., 2012). Segundo
Santantonio et al. (2009), o tratamento prévio com
lamivudina parece predispor a um desenvolvimento
mais rdpido da resisténcia ao adefovir selecionando
mutagdes adicionais na regiio RT. Em nosso estudo,
foi observado que um paciente (BG-43) apresentou
mudanga de tratamento, utilizando lamivudina de
out/2002 a mar/2006, seguido pelo tratamento de
lamivudina combinada com adefovir de mai/2006 a

set/2006 e, por fim, tratamento apenas com adefovir.
O surgimento de HBV mutante resistente ao adefovir
foi observado neste individuo, sendo detectada a
substituicio do amino4cido alanina por valina na posi¢ao
181 (A181V). A mutacio rtA181V no dominio B do
RT esta associada com a resisténcia a lamivudina e ao
adefovir (LOCARNINI; MASON, 2006; VILLET et
al., 2006; SANTANTONIO et al., 2009).

Segundo Thai et al. (2012), estima-se que devido
a elevada taxa de mutacdes no genoma do HBV, as
mutacdes de resisténcia aos medicamentos podem estar
presentes em pacientes infectados mesmo sem a pressio
seletiva das drogas antivirais. Dentre os pacientes de nosso
estudo que nfo estavam em tratamento, foi verificada
a substitui¢io do aminodcido glutamina por histidina
na posicio 215 (Q215H) em um paciente (BG-35) e
substitui¢io do aminodcido glutamina por serina na
mesma posi¢ao (Q215S), em outro paciente (BG107).
A mutacio Q215S, quando combinada as substituigdes
M204I/V e L180M, geralmente estd relacionada a
resisténcia a lamivudina (SAYAN; AKHAN; SENTURK,
2011), além disso, tem sido associada a resisténcia ao

adefovir (SANTANTONIO et al., 2009).

CONCLUSAO

As mutagoes do HBV que desempenham um papel
importante na resisténcia a lamivudina, geralmente
localizam-se na posicio 204 do gene da polimerase.
Essas mutacdes em conjunto com outras, também
conferem resisténcia a outros anilogos de ntcleos(t)
ideos. Os dados obtidos a partir deste estudo mostram
o surgimento de HBV resistentes com mutacdes nas
posicdes 204 (M2041), 180 (L180M), 181 (A181V) e
215 (Q215H/S), sendo estas mutagdes relacionadas com
a resisténcia nao sé ao tratamento com lamivudina, mas
também com a resisténcia ao adefovir.

Neste sentido, concluimos que monitorar o actimulo
de mutagdes no genoma do HBV, torna-se de extrema
importancia para avaliar e guiar o futuro da terapia
antiviral nos portadores cronicos do HBV, impedindo o
surgimento de resisténcia as drogas.
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