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RESUMO

A infecc@o crbnica pelo virus da hepatite B tem distribuicdo heterogénea em todo
o mundo. Sua apresentacéo clinica depende de fatores do hospedeiro tais como
aidade em que o individuo se infectou, estado imunolégico e doencas associadas.
Caracteristicas virolégicas também podem influenciar tais como o genotipo do
virus. Este estudo teve o objetivo de avaliar a influéncia do genétipo do HBV na
apresentacao clinica. A pesquisa foi conduzida no Centro de Pesquisa Clinica e
no Nucleo de Estudos do Figado da Universidade Federal do Maranh&o, com 119
portadores crénicos do HBV com genotipos definidos. Foram identificados
aqueles acompanhados por pelo menos 12 meses para definicdo clinica.
Incluidos 101 pacientes: 67 (68%) com genotipo Al, 26 (26%) D4, 4 (3%) F2a, 3
(2%) D3 e 01 (1%) D2. Para fins de comparacéo foram definidos dois grupos: A
(n=67) e D (n=30). No grupo HBV-D foram mais frequentes a presenca do HBeAg
(28% vs 10% P=0.03) e de imunotolerantes (21,5% vs 1.5% / P=0.006) quando
comparados com portadores do genotipo A. Nao houve diferenca entre as idades
nos dois grupos (39+£13 vs 42+11 / P=0.26). Em conclusédo, pode-se sugerir que
entre os portadores do gendtipo D, especialmente o subgendtipo D4, que
corresponde a 90% do total, pode haver soroconversdo tardia do HBeAg,
favorecendo maior risco de transmissao do virus.

Palavras-chave: Doenca hepatica; HBV, apresentacdo clinica; genétipo;

variabilidade; transmissao



ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) chronic infection has a heterogeneous distribution around
the world. Its clinical presentation depends on factors of the carrier such as the
age at which he got infected, immunological status and associated diseases. Viral
characteristics like the genotype can also influence. The aim of this study was to
evaluate the influence of the HBV genotype in the clinical presentation of the
chronic infection. This study was performed at the Clinical Research Center and
the Liver Unit of the Federal University of Maranh&o, with 119 chronic carriers of
HBV with defined genotypes. We identified those followed for at least 12 months
for their clinical definition. It was included 101 patients: 68 (68%) with genotype
Al, 26 (26%) D4, 4(3%) F2a, 2 (2%) D3 and 1 (1%) D2. For the purpose of
comparison, two groups were defined: A (n=68) and D (n=29). In the HBV-D group
the presence of HBeAg (28% vs 10% P=0.03) and immune tolerant (21.5% vs
1.5% P=0.006) patients were more frequent when compared to carriers of
genotype A. There was no age difference between groups (3913 vs 42111
P=0.26). In conclusion, we can suggest that among the carriers of genotype D,
especially the subgenotype D4, which corresponds to 90% of this, there might be

late seroconversion of HBeAg, favoring a higher risk of virus transmission.

Keywords: hepatic disease; HBV, clinical presentation; genotype; variability;

transmission.
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1.INTRODUCAO

As hepatites virais sdo doencas infecto-contagiosas provocadas por
diferentes agentes etiologicos que possuem afinidade pelo tecido hepatico.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a infec¢cdo pelo virus da
hepatite B (HBV) acomete cerca de 350 milhdes de pessoas (WHO, 2011). No
Brasil o nimero de casos novos vem aumentando desde 1999, sendo que as
maiores taxas de deteccdo estdo nas regibes Sul (14,3%) e Norte (11%),
enquanto a regido Nordeste apresenta a menor taxa de detecc¢ao (2,5%), sendo
0 Maranh&o o quarto em numeros de casos notificados (BRASIL, 2012).

Dentre as clinicamente importantes estd a HBV, um virus de acido-
desoxirribonucleico (DNA), de dupla-fita, membro da familia Hepadnaviridae, que
compreende uma seérie de virus hepatotrépicos que infectam outras espécies e
gue compartilham caracteristicas estruturais e funcionais, dentro do género
Orthohepadnavirus. (BECKER, 2010; BERTOLINI, 2010)

O principal antigeno do envelope do HBV € o antigeno de superficie
(HBsAg), que de acordo com caracteristicas estruturais e funcionais divide-se em
trés regides. Estes genes codificam as trés proteinas que compdem o HBsSAQ: a
pré-S1 codifica a proteina L (large), que parece estar envolvida no
reconhecimento do HBV pelos receptores do hepatocito, a pré-S2 codifica a
proteina M (medium), cuja funcéo ainda ndo esta determinada e a S codificaa S
(small). Nas particulas virais integras sdo encontrados outros antigenos
relacionados ao core viral, sendo o principal constituinte do nucleocapsideo o

HBcAg. (ANDRADE, 2008)
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Outro antigeno associado ao core viral encontrado em forma soltvel no
soro de individuos infectados pelo HBV é o antigeno de replicagéo viral (HBeAg),
derivado da protedlise de um precursor com regiées comuns ao HBcAg, produzido
guando a traducdao se inicia a montante da regido C do genoma viral, englobando
a regido pré-C. Esta regido codifica um peptidio que leva a translocacdo da
proteina produzida através do reticulo endoplasmético, conduzindo-a as vias de
secrecao de proteinas pela célula (SITNIK, 2007).

O HBeAg ndo € essencial para o virus, pois existem mutantes ndo
produtores deste antigeno, associados com formas graves de hepatite. O HBeAg
soluvel encontrado no soro parece modular a atividade de células T citotoxicas
anti-HBc, através de epitopos comuns, contribuindo para o estabelecimento da
persisténcia da infec¢céo. Por outro lado, o aparecimento de anticorpos contra este
antigeno pode sinalizar uma evolucéo favoravel da doenca (YER SH et al, 2004).

A evolucao da hepatite B depende em grande parte da resposta imune do
hospedeiro. Assim, a instalacdo e resolucdo da hepatite aguda B resultam da lise
de hepatdcitos infectados pelo HBV por linfacitos citotoxicos CD8, amplificada por
células T auxiliadoras CD4, sensibilizadas contra epitopos do HBc. (ELGOUHARI,
2008)

A lesdo hepatica produzida pelo HBV é extremamente variavel, podendo
apresentar-se como leve e transitdéria, ou grave e prolongada, ou mesmo
fulminante. Uma resposta imune normal levaria a uma hepatite aguda de duracéo
limitada, enquanto uma resposta deficiente seria responsavel pela hepatite
cronica (JUNIASTUTI, 2011)

De fato, ndo estdo bem estabelecidos 0s mecanismos responsaveis por

tais variacdes de gravidade, mas ha inUmeras investigacdes que sugerem nao ser
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o HBV diretamente citopatico para o hepatécito infectado. Na verdade, existem
grandes evidéncias de que a hepatite viral € iniciada por uma resposta imune
celular antigeno-especifica que desencadeia uma cascata de mecanismos
efetores celulares e moleculares ndo antigeno-especificos e que contribuem para
a lesdo hepatica (KESSLER, 2003).

O HBV é transmitido através do sangue, fluidos do corpo que contenham
sangue e outras secrecdes por exposicdo percutanea e das mucosas, por via
materno-fetal e por via sexual. A infeccdo também se mostra altamente prevalente
em familiares de portadores cronicos e em tribos indigenas da Regido Amazonica.
As formas clinicas de infeccdo cronica variam de portador assintomatico sem
lesdo hepatica, passando por graus diversificados de hepatopatia crénica, até
cirrose hepatica, associada ou ndo ao hepatocarcinoma (WASMUTH, 2009).

Nos pacientes cronicos, o HBsAg permanecera detectavel no soro por
mais de seis meses. Nestes casos, o individuo podera permanecer reagente para
0 HBeAg por varios anos ou apresentar soroconversdo em um periodo de tempo
variavel. Esta soroconversdo se caracteriza pelo surgimento do anticorpo anti-
HBe com o consequente desaparecimento do antigeno HBeAg associados a
negativacdo do DNA do HBV no soro. Esta soroconverséo se associa com parada
da replicacdo e com significativa reducdo na infectividade do soro o que
usualmente leva a normalizacdo dos niveis de aminotransferases. Em
decorréncia destes fatos havera progressiva remissdo da doenca hepatica
(KIRSCHBERG, 2004)

Uma pequena porcentagem de pacientes com anticorpo contra o HBeAg
(anti-HBe) positivos pode continuar a apresentar doenca hepética ativa com

positividade para o DNA do HBV, decorrente de uma baixa replicagéo residual do
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virus selvagem, apesar de ja ter ocorrido soroconversao para o HBeAg. Isto pode,
também, ser observado nos casos do surgimento de cepas do HBV com muta¢des
na regido do pré-core. A fase de convalescenca da infeccdo, caracterizada pela
perda do HBsAg e desenvolvimento do anti-HBs, pode ocorrer em um nlimero
restrito de pacientes com infecgéo cronica pelo HBV (BRUIX C, 2004).

Na infec¢do aguda pelo HBV detecta-se o HBsAg no sangue ap4s um
periodo de incubacdo de quatro a 12 semanas, seguido pelos anticorpos contra o
antigeno central (c) do HBV (anti-HBc). O HBeAg aparece concomitante ao
HBsAg, desaparecendo precocemente em média de 15 dias. A maioria dos
adultos elimina o virus apos a infeccédo aguda, mas as criancas até 5 anos de vida
tém dificuldade de elimina-lo tornando-se, a maioria, portadores crénicos da
infeccéo (LIU, 2005).

O tratamento medicamentoso esta orientado para 0s pacientes com
hepatite cronica ativa e replicativa, objetivando a reducéo drastica da viremia ou
seu desaparecimento, que se associa a regressao da atividade inflamatoéria e da
infectividade. Atualmente a terapia recomendada inclui o interferon-alfa (INF-a),
interferon-peguilado (PEG-INF), além dos analogos de nucleosideos e de
nucleotideos (MA JC, 2007).

Variac6es nas sequéncias de DNA de isolados de HBV possibilitam a
classificacdo em oito diferentes genoétipos (A até H) e estudos mais recentes
propuseram dois novos genotipos: | e J (TATEMATSU et al., 2009; TRAN et al.
2005; 2008; YU et al., 2010) sendo que os gendtipos A, B, C, D e F admitem uma

classificacdo em subgenotipos.
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A primeira variabilidade conhecida foi a do HBsAg que possibilitou as
demais classificagcdes das variantes antigénicas do HBV em aywl, ayw2, ayw3,
ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg- e adrg+ (MORA, 2010).

As divergéncias de sequéncia ocorrem no genoma completo ou mesmo
em genes especificos, de forma que variacdes acima de 8% no genoma total e/ou
acima de 4% no gene do HBsAg caracterizam diferentes genétipos (OKAMOTO
H, 1988 & KRAMVIS A, 2005).

No Brasil os gendétipos A e D parecem ser 0os mais prevalentes (MELLO,
2007) reflexo, respectivamente, do comércio de escravos africanos e da
colonizagdo europeia, principalmente italiana (FIGUEIREDO, 2009; CAMPUS,
2005). Entretanto, ha relatos de alta prevaléncia entre indios na regido Amazoénica
do gendtipo F (RIBEIRO, 2006).

Alteracbes na estrutura genética podem resultar em diferentes niveis de
patogenicidade do HBV (MA et al, 2007). H& evidéncias que o0s gendtipos e
subgenotipos Al, C, B1-5, F1 e talvez o D, estejam associados com maior
progressao da doenca hepatica (GUIRGIS, 2010).

Este fato ja foi observado na Asia, onde existem estudos demonstrando
gue o gendtipo interfere no curso da doenca, pois portadores crénicos de genaotipo
C apresentaram doenca de figado mais grave do que os com genétipo B (AKUTA,
2005; SCHAEFER, 2007).

Outro estudo revelou que portadores dos genoétipos A e B apresentaram
melhor resposta ao uso de interferon do que os demais (AKUTA e KUMADA,
2005). No trabalho de Hou (2007), o gendétipo A respondeu melhor ao uso deste
antiviral que o gendétipo D, e apresentou maior soroconversao HBsAg/anti-HBs em

relacdo aos gendtipos B, C e D. O gendtipo A apresentou maior resposta



19

sustentada ap6s 6 meses de tratamento com interferon alfa, comparando com o
gendtipo D (49% para 26%respectivamente) e também quando realizada essa
mesma comparacdo levando em conta a soroconversdao do HBeAg, onde o
genotipo A mostrou-se superior ao D (ERHARDT, 2005).

A determinacdo dos gendtipos do HBV ainda ndo é uma rotina, assim
como é para o virus da hepatite C, uma vez que a relevancia desse conhecimento
ainda demanda novos estudos. A influéncia do papel dos gendtipos na evolugao
da hepatite cronica B desperta grande interesse na atualidade, mas precisa de
novos estudos cientificos.

Considerando a vivéncia dos profissionais de saude do Hospital
Universitario da UFMA no ambito das hepatites virais, percebeu-se ao longo dos
anos diferencas na evolucéo clinica e no desfecho final de pacientes com HBV.
Diante do que foi exposto avaliar a relacdo do genotipo infectante do virus HBV
com as manifestacfes clinicas se torna imprescindivel, pois possibilitara o
entendimento global acerca do comprometimento que esta doenca proporciona,
permitira aos profissionais a criacdo de indicadores de gravidade e progressao

das doencas para nortear estratégias de intervencao terapéutica.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORIA DAS HEPATITES VIRAIS

A historia das hepatites virais remonta varios milénios. Informagfes
contidas na literatura chinesa ja faziam referéncia a ocorréncia de ictericia entre
sua populacdo ha mais de cinco mil anos. Surtos de ictericia foram relatados na
Babilénia ha mais de 2.500 anos (FREITAS, 2002). Hipécrates, em seus
pressupostos, ja relacionava a ictericia com um problema infeccioso
provavelmente de foco hepético. No século XVIII epidemias de ictericia foram
descritas durante as guerras que assolavam a Europa e América.

No Brasil, os relatos sobre a historia das hepatites sdo escassos antes
do inicio do século XIX, entretanto no museu de Porto Velho - Rondbnia, hoje
desativado, encontrava-se uma urna funeraria confeccionada pelos indios Aruak
gue habitaram esta regido no periodo da descoberta do Brasil. A urna funeraria
de barro cozido representava um nativo pertencente a familia Aruak e revela do
ponto de vista médico alguns sinais e estigmas de cirrose hepatica, tais como
ascite, umbigo protuso pelo aumento do volume abdominal (hérnia umbilical) e
ginecomastia.

Somente a partir desse momento foi introduzido pela primeira vez o
termo hepatite por Bianchi JB, no classico trabalho cientifico denominado
Historia hepatica sem Thoria et praxis omnius morborum hepatitis et bilis,
publicado em 1725

Em maio de 1735, uma expedicdo de Paris a Quito registrou que um de

seus integrantes relatou ter apresentado todos os sinais e sintomas de doenca
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febril ictérica aguda, sugerindo um quadro de hepatite aguda ocasionada pelo
virus da hepatite A. (La CONDAIMINE, 2014)

Somente em 1895, a existéncia de uma forma de hepatite provavelmente
transmitida por via parenteral (via vacinacao) foi documentada cientificamente
(ALTER, 2003). A doengca manifestava-se por fadiga, anorexia, queixas
digestivas, ictericia e por vezes, intenso prurido cutaneo (SCHIMID,1994).
Provavelmente, pelo periodo de incubacdo, o agente transmissor seria o ainda
ndo descoberto, virus da hepatite B (HBV). Contudo, ndo podemos excluir
também como responsavel pela transmissdo outro virus descoberto
recentemente, o virus da hepatite C (HCV).

No Brasil, em principio de 1940, um surto de ictericia pds-vacinagéo,
com diversos o6bitos, foi observado no Estado do Espirito Santo, onde mais de
mil casos foram investigados. Dois lotes de vacina preparada com soro normal
humano foram incriminados como fonte possivel de infeccdo primaria
(FONSECA, 2010).

Em 1963, o geneticista americano Baruch Blumberg estudando
anticorpos contra lipoproteinas séricas em pacientes que tinham recebido
transfusdo de sangue, ou seja, com objetivos completamente diferentes dos
objetivos iniciais e achados finais da pesquisa, identificaram no soro pertencente
a um aborigine Australiano, a presenca de um antigeno (antigeno Australia) que
reagia como o soro de dois doentes hemofilicos politransfundidos
(BLUMBERG,2003)

Apenas em 1971, via microscopia eletronica, o estudo de Almeida
caracterizarou o pacote viral completo do HBV. Esta constituia-se de um

involucro externo e um nucleo, sendo gque o invélucro externo correspondia ao
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antigeno Australia, passando posteriormente a ser designado de antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsAg). Estudos posteriores confirmaram que
a particula representava o virion completo do HBV, sendo constituida por um
acido nucléico (DNA) e do antigeno central do HBV (HBcAg) (ALMEIDA, 1971)

O virus B foi o primeiro virus humano patogénico a ser sequenciado. Em
1972, foi descrito um novo antigeno distinto do HBsAg, sendo denominado de
antigeno e do virus da hepatite B (HBeAg), como também seu anticorpo
correspondente (anti-HBe). A presenca sérica do HBeAg entre portadores do
HBYV foi identificada como um marcador de replicacéo viral e de alta infectividade
com o HBV-DNA (HADZIYANNIS e cols, 1983).

Em 1989, mediante sucessivos estudos de biologia molecular, foi
identificado 0 genoma do agente viral responsavel por 80 a 90% das hepatites
pos-transfusionais ndo-A e nao-B. Tal agente foi denominado de virus da
hepatite C e apresenta caracteristicas biolégicas peculiares que o diferenciam
dos outros agentes virais hepatotrépicos. (CHOO, 1989)

Dos cinco virus hepatotropicos primarios, o virus da hepatite E (HEV)
somente foi identificado em 1990. Sua identificacdo deu-se através de técnicas
de clonagem molecular e transmissdo experimental em macacos (REYES, 1990)

Posteriormente, diversos virus foram descobertos e supostamente
relacionados com a doenca hepatite, tais como o virus da hepatite G (HGV),
virus das hepatites GB-C, virus Sanban, virus Yonban, virus TLMV, virus SEM
(YEH CH e cols, 2002). Dentre eles, o HGV foi um dos mais estudados e uma
sequéncia de estudos experimentais e clinicos revelou que esse agente nao

estaria associado a doenca hepatica, seja aguda ou crénica (PESSOA, 1998).
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Estudos recentes sugerem a participacdo de um novo virus constituido
de DNA na etiopatogenia da cirrose hepatica e do carcinoma hepatocelular
(HCC) denominado de NV-F. Este novo agente viral foi identificado no tecido
hepéatico em 15,4% dos pacientes com carcinoma hepatocelular em Taiwan.
(YEH, 2006)

2.2 O VIRUS DA HEPATITE B

O HBV e um virus DNA, envelopado, pertencente a familia
Hepadnaviridae, que infecta apenas os seres humanos. Além do HBV, esta familia
inclui o virus da hepatite B da marmota, da garca, do esquilo e do pato de Pequim.
As caracteristicas comuns a estes virus sao: tropismo por celulas hepaticas,
particulas virais envelopadas com nucleocapsideo de simetria icosaédrica,
genoma formado por DNA fita dupla parcial e replicacéo através de intermediarios
RNA, via transcriptase reversa. (NEURATH, 1990).

O HBV pode ser encontrado no soro de pacientes infectados sob as
formas de particula completa (particula de Dane) com 42nm de diametro e
nucleocapsideo de 27nm, que € indicativa de replicacdo viral e particulas
esféricas e cilindricas de 22nm de diametro, constituidas apenas pelo envelope
viral. (TIOLLAIS, 1985)

O principal antigeno do envelope do HBV é o HBsAg, mas também
encontramos as proteinas L (large) e M (medium), que contém os antigenos
correspondentes as regibes pré-S1 e pré-S2 do genoma viral, além de
compartilharem as regides antigénicas do HBsAg. O HBsAg € encontrado no
envelope viral em sua forma néo glicosilada (p25) e glicosilada (gp29), a proteina
M em duas formas glicosiladas (gp33 e gp36) e a proteina L em uma forma néo

glicosilada (p39) e outra glicosilada (gp42). (GANEM, 2004). As proteinas L e M
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estdo presentes em maior propor¢ado nas particulas virais integras e nas ocas
cilindricas e parecem ter um papel fundamental na infeccdo pelo HBV,
participando no processo de captacdo do virus pelas células hepaticas e do
processo de morfogénese da particula viral. (CAMPOS, 2005)

A penetracdo do HBV nas células hepaticas parecer ser mediada por
sequéncias de aminoacidos encontradas nas regides pré-S1 e pré-S2. Na regido
pré-S2, foi descrito um receptor para a albumina polimerizada humana (pHSA),
gue seria também encontrado nos hepatdécitos, sendo entdo proposto que o pHSA
funcionaria como uma ponte, proporcionando a captacdo do virus pela célula.
(CHANG, 2010)

Neurath e cols. encontraram sitios de ligagdo com os receptores dos
hepatocitos na regido pré-S1, aceitos por muitos como a principal via de
penetracdo do HBV na célula, analogos ao receptor de IgA. Os receptores para
asialoglicoproteina e IL-6 foram também propostos como mecanismos de
captacédo do virus pelos hepatécitos. (TREICHEL, 1997)

A proteina anexina V, presente no figado humano, e a apolipoproteina H
foram também identificadas como ligantes especificos do HBsAg e poderiam
também funcionar como pontes para a captacéo do virus pela célula. (De MEYER,
1997)

Nas particulas virais integras sdo encontrados outros antigenos
relacionados ao core viral, sendo o principal constituinte do nucleocapsideo o
HBCAg, que € uma proteina de peso molecular 22kDa codificada pelo gene C,
fosforilada em residuos de serina presentes no terco carboxiterminal. Anticorpos
contra esta proteina ndo sdo protetores e podem mesmo facilitar o

desenvolvimento de hepatite em recém-nascidos de maes portadoras do HBV.
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Em contraste, chimpanzés imunizados com HBcAg ficaram protegidos contra a
infeccdo viral. Exceto em casos de transmisséo vertical, este antigeno estimula
células T auxiliares na producéo de anticorpos contra proteinas e induz células T
citotdxicas especificas. (BRECHOT, 2004)

Outro antigeno associado ao core viral encontrado em forma solGvel no
soro de individuos infectados pelo HBV € o HBeAg. Apesar de o HBcAg pode ser
transformado em HBeAg por acdo enzimatica, € pouco provavel que este seja o
mecanismo principal de sua formacéao in vivo (FUNG Sk, 2005). O HBeAg é um
derivado da protedlise de um precursor com regides comuns ao HBcAg (p25),
produzido quando a traducédo se inicia a montante da regido C do genoma viral,
englobando a regido pré-C26. Esta regido codifica um peptidio sinal que leva a
translocacdo da proteina produzida através do reticulo endoplasmatico,
conduzindo-a as vias de secrecdo de proteinas pela célula. O HBeAg maduro &
formado pela clivagem do peptidio sinal e da porcdo carboxiterminal,
possivelmente, pela acdo de alguma aspartil-protease celular. (BONINO, 2003)

O genoma do HBYV consiste de uma molécula de DNA de cerca de 3.200
nucleotideos, sendo o menor genoma de DNA conhecido entre 0s virus animais.
Sua estrutura € peculiar: a molécula de DNA é circular, em parte fita dupla, mas
com uma regido de fita simples de extensao variavel. A fita longa ou L(-) possui
um corte (nick) constante na posicdo 1818 (tomando-se o inicio do sitio Unico para
EcoRicomo nucleotideo zero), enquanto a fita curta ou S(+), de extensédo que
varia entre 50 e 100% da fita longa, possui extremidade 5' fixa por volta da posicao
1620 e extremidade 3’ variavel. (LIANG, 2009)

Possui 4 fases de leitura aberta (ORF — open reading frames): S, C, P e

X. A regido S codifica proteinas de superficie do envelope do virus (HBsAQ). A
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fase de codificam duas RNA transcriptases: RNAm pré-genémico e RNAmM pré-
core. O RNAm pré-genémico é traduzido na proteina do (HBcAg), que esta
presente no core de virions em células hepaticas infectadas, contudo nédo é
detectado no soro. Além disso, o HBCcAg esta integrado ao genoma viral e a DNA
polimerase, sendo essencial para a funcao e maturacdo do virion. O RNAm pré-
core é traduzido na proteina pré-core, que depois de processada € secretada
como o antigeno e (HBeAg), presente no soro de pacientes com replicacao do
HBV. (HUSSAIN, 2001)

Em algumas situacdes podem ocorrer muta¢des na regido pré-core ou na
regido promotora e o paciente pode apresentar replicacdo do HBV, mesmo tendo
sorologia negativa para o HBeAg. O gene P codifica a DNA polimerase, a qual
também funciona como uma transcriptase reversa. O gene X codifica o HBxAg,
gue parece estar envolvido nos processos de carcinogénese, através de
transativacdo de promotores celulares e virais. (CARRILHO, 2008)

O ciclo de vida do HBV é caracterizado pela sintese do DNA de fita dupla
parcial, através da transcricdo reversa do RNA intermediario. A replicacédo
comeca com a ligacao do virion com o hepatécito. Dentro do nucleo do hepatécito,
a sintese da fita positiva de DNA do HBV é completada e o genoma viral é
convertido para a forma de DNA circular. O DNA circular serve como modelo para
a transcricdo de diversas espécies RNAs gendmicas e subgendmicas, sendo o
componente estavel do ciclo de replicacao que é relativamente resistente a acao

de antivirais e ao clareamento. (LOK, 2007)
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2.3 INFECQAO PELO VIRUS DA HEPATITE B
2.3.1 Aspectos Imunoldgicos

Na infeccdo pelo HBV, as respostas iniciais (ap0s a primeira semana da
infeccdo) ndo séo especificas (imunidade inata), sendo mediadas pelas células
imunes que reconhecem as células infectadas e respondem com a producéo de
interferon tipo | e tipo Il (IFN y), que interferem na sintese viral por indugcéo de
diversas proteinas. Além disso, IFN a/ e IFN y recrutam e ativam macréfagos
(incluindo as células de Kupffer), que secretam diversas citocinas como TNF e IL-
12, e esta ultima ativa células natural killer (NK). (GONCALES, 2006) (BARONE,
2006)

A resposta celular contra o HBV € mediada por linfocitos T, que sao
responsaveis pela leséo hepatica tanto na fase aguda como na fase crénica da
doenca. A resposta imune adaptativa ao HBV é detectada muitas semanas depois
da inoculacéo e é iniciada com um aumento da replicacao viral, podendo, nesse
periodo, serem detectados linfécitos T especificos, tanto CD4+ como CD8+
(também chamados de linfécitos citotoxicos). (LOCARNINI, 2004)

2.3.2 Diagnostico, Prevaléncia e Transmisséao do HBV.

Os quadros clinicos agudos do HBV sao muito diversificados, variando
desde formas subclinicas ou oligossintomaticas até formas fulminantes. A maioria
dos casos cursa com predominancia de fadiga, anorexia, nauseas, mal-estar geral
e adinamia. Nos pacientes sintomaticos, o periodo de doenca aguda se
caracteriza pela presenca de coluria, hipocolia fecal e ictericia. A alanina
aminotransferase e o aspartato aminotransferase (ALT/AST) sdo marcadores
sensiveis de lesdo do parénquima hepatico e que na fase mais aguda da doenca,

podem elevar-se dez vezes acima do limite superior da normalidade. Também
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sdo encontradas outras alteracdes inespecificas como elevagéo de bilirrubinas,
fosfatase alcalina e discreta linfocitose — eventualmente com atipia linfocitaria.
(PUOTI, 2006)

A maior parte dos portadores cronicos ndo desenvolvera complicacdes
hepéticas relacionadas ao HBV, contudo 15% a 40% podem evoluir para cirrose
hepatica e HCC, resultando em mais de 200.000 e 300.000 Obitos/ano,
respectivamente. (RAIMUNDO, 2003)

O diagndstico laboratorial do HBV é feito através da deteccdo dos
constituintes do virus, nas diferentes fases evolutivas da infeccdo, através de
testes soroldgicos e moleculares. Varias técnicas sdo empregadas no diagnostico
sorolégico, contudo, as mais utilizadas atualmente s&o o0s ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) e a quimiluminescéncia. Além disso, pode ser
realizada a pesquisa dos antigenos HBsAg e HBCcCAg no tecido hepatico
(marcadores virais teciduais) pela imunohistoquimica (PARANA, 2008). A carga
viral, em geral, é dosada utilizando-se técnicas de reacdo de polimerase em
cadeia (PCR), incluindo PCR em tempo real, que se mostra muito mais sensivel
e confiavel. A quantificacdo da carga viral € um componente crucial na avaliagao
de pacientes com infeccdo crénica por HBV e na avaliacdo da eficacia do
tratamento antiviral (LOK, 2007).

Os achados sorologicos variam nas fases de evolucdo da doenca, sendo
HBsAg o marcador da existéncia do virus da hepatite B. Surge durante o periodo
de incubacdo, cerca de duas a sete semanas antes do inicio dos sintomas e
persiste durante o desenvolvimento da entidade nosoldgica, desaparecendo com
a convalescenca, cerca de quatro a cinco meses apds a exposi¢cado e caso 0

HBsAg perdure por mais de seis meses define o estado de portador crénico do
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HBV.O anti-HBs é o marcador que emerge com o desaparecimento do HBsAg e
se mantem detectavel no soro por toda a vida do paciente, funcionando como o
anticorpo protetor da hepatite B (e, igualmente, um marcador de cura). E
interessante lembrar que a positividade para o anti-HBs e a negatividade de todos
0s outros marcadores corresponde a imunizacgdo vacinal. (WRIGHT, 2006)

O HBcAg é um antigeno intracelular, que n&o pode ser detectado no soro.
O anti-HBc se desenvolve em todas as infec¢bes por HBV. Durante a fase aguda
da infeccéo, anticorpos anti-HBc da classe imunoglobulinas M (IgM), seguidos
imediatamente da classe imunoglobulina G (IgG), podem ser detectados. Os
anticorpos IgM anti-HBc surgem no inicio dos sintomas, até 30 dias ap0s o
aparecimento do HBsAg e em geral sdo detectaveis por cerca de seis meses,
enquanto o IgG anti-HBc permanece detectavel por muitos anos, em geral, por
toda vida; sua presenca marca uma exposicdo ao HBV no presente ou no
passado. O anti-HBc total é considerado um marcador de infeccdo pregressa do
HBV. O anti-HBc IgM indica uma infec¢do recente, sendo o melhor marcador
sorologico para uma infeccdo aguda, enquanto que o IgG anti-HBc representa
memoria imunoldgica. (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2011)

Outro marcador importante é o HBeAg que quando presente indica
replicacdo viral ativa e infectividade, ao passo que o anti-HBe indica baixa
replicacao e reduzida infectividade. A auséncia da soroconversao de HBeAg para
anti- HBe até o 3° més da doenca aguda é sinal de cronificacdo, pois indica falha
do sistema imunolégico do hospedeiro em reprimir a replicacao viral. Contudo,
deve-se ressaltar que pacientes HBeAg negativo e anti-HBe positivos podem

apresentar significativa replicacdo viral em funcdo da mutagéo na regido pré-core
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do DNA viral. A infec¢do cronica estara resolvida quando o paciente apresentar:
anti-HBc total positivo, HBsAg negativo, niveis normais de ALT e HBV-DNA sérico
indetectavel, com ou sem soroconversao para anti-HBs. (PARANA, 2009)

Comrelagéo a prevaléncia do HBV, a OMS estima que cerca de 2 bilhdes
de pessoas no mundo ja tiveram contato com o virus da hepatite B (HBV), e que
325 milhdes se tornaram portadores cronicos. Em termos mundiais, as taxas de
prevaléncia da hepatite B variam amplamente, de 0,1% a taxas superiores a 30%,
como as verificadas em paises asiaticos. No contexto geral, o Brasil é considerado
um pais de baixa prevaléncia de infec¢ao pelo HBV, contudo os estados do Acre,
Amazonas e Rondobnia sdo considerados como regides geograficas de alta
prevaléncia (FERREIRA. O, 2007). Segundo o Ministério da Saude, 96.044 casos
de hepatite B foram confirmados entre os anos de 1999 e 2009. Desses, mais de
50% se concentraram em individuos entre 20 e 39 anos, com quadro de evolucao
aguda em cerca de 90% (BRASIL, 2014)

A transmissdo do HBV pode ocorrer por via vertical, por via sexual, por
meio de ferimentos cutaneos, por compartilhamento de seringas e agulhas entre
usuarios de drogas, por transfusdo de sangue ou hemoderivados e em acidentes
com material biolégico. Também pode ocorrer transmissdo do HBV por outros
tipos de exposicbes percutaneas, incluindo tatuagens, piercings, Uuso
compartilhado de utensilios cortantes contaminados utilizados por portadores do
HBV (MELO, 2011). Apenas 30% dos individuos apresentam a forma ictérica da
doenca, reconhecida clinicamente.

Aproximadamente 5% a 10% dos individuos adultos infectados
cronificam. Caso a infec¢gdo ocorra por transmissdo vertical, o risco de

cronificagdo dos recém-nascidos de gestantes com evidéncias de replicacao viral
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(HBeAg reagente e/ou HBV DNA > 104) é de cerca de 70 a 90%, e entre 10 a 40%
nos casos sem evidéncias de replicagdo do virus. Cerca de 70 a 90% das
infeccdes ocorridas em menores de 5 anos cronificam e 20 a 25% dos casos
cronicos com evidéncias de replicacdo viral evoluem para doenca hepatica
avancada. (GANEM, 2004)

2.3.3 Historia natural da hepatite B.

A histéria natural da hepatite B € complexa e influenciada por diversos
fatores relacionados ao hospedeiro, a fatores virais e ambientais (SHARMA,
2005). O curso natural da hepatite B cronica pode ser dividido em trés fases, que
estéo relacionadas com a idade de acometimento da infecgédo. (CASTELO, 2007)

A fase imunotolerante € mais comumente vista em criancas que
adquiriram o HBV em transmissao perinatal ou nos primeiros anos de vida, sendo
caracterizada pela positividade do HBsAg e do HBeAg de altos niveis de carga
viral (DNA-HBYV), aminotransferases normais ou discretamente elevadas (ALT,
AST), atividade necroinflamatoéria discreta com fibrose ausente ou minima na
biopsia hepatica e curso assintomatico (FERREIRA, 2007)

Estudos experimentais sugerem que a funcéao primordial do HBeAg seria
de induzir ao portador do HBV (HBsAg+) o estado de imunotolerancia. Em
individuos que se infectaram com o HBV durante a fase adulta, o estado pode ser
mais curto ou ausente. Pacientes que apresentam esta fase sdo considerados de
baixo risco de progressao para cirrose. (GANEM, 2004)

A fase imunoativa ou de hepatite cronica B, caracterizada pela presenca
no soro do HBeAg (HBV selvagem) ou do anti-HBe+ (HBV selvagem residual ou
mutante pré-core) (PINHAL, 2007). A referida fase ocorre ap0s a transmissao

horizontal entre criancas ou na fase adulta.
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Esta fase pode ocorrer também tardiamente entre pessoas que
adquiriram a infeccdo pelo HBV durante a transmissao vertical (maternal),
iniciando logo apds a fase de imunotolerancia. Elevados niveis da ALT, altos
niveis de HBV-DNA e doenca hepética ativa observada na biépsia caracterizam
esta fase. Pacientes com hepatite cronica B HBeAg positivos podem apresentar
soroconversao espontanea do HBeAg para o anti-HBe, com elevacdo da ALT.
Apbs soroconversao, observa-se niveis normais da ALT e titulos do HBV-DNA
menor que 1000 Ul/ml. A soroconversao do HBeAg para anti-HBe ocorre em 50%
das criancas e adultos apos cinco anos e 70% apo6s 10 anos. (YUEN, 2007)

Na fase néo replicativa ou de portador inativo percebe-se a presenca no
soro de HBsAg, anti-HBe, titulos baixos ou indetectaveis de DNA-HBV,
aminotransferases normais, minima lesdo histolégica hepatica, curso
assintomatico e de bom progndstico. Muitos portadores inativos do HBV
permanecem inativos por toda a vida. Estas caracteristicas devem ser mantidas
por no minimo um ano de seguimento clinico-laboratorial, permitindo, deste modo,
a diferenciacdo com a hepatite B cronica HBeAg negativa (PUNGPAPONG S,
2007). O individuo nesta fase pode permanecer no estado de portador inativo,
soroconverter o HBsAg, com producédo de Anti-HBs em aproximadamente 0,5%
ou apresentar reativacdo espontanea da hepatite B crénica em 20 a 30% dos
casos. (LAI, 2007)

O quadro de reversdo é acompanhado usualmente de elevacdo da ALT
em razao do processo de reativacdo necroinflamatéria do figado (CHU CM,2007).
Um numero bem menor de portadores inativos do HBV desenvolve hepatite
cronica B anti-HBe positivo (hepatite crénica residual pelo HBV selvagem) que se

caracteriza por elevacao dos niveis das aminotransferases, titulos de HBV-DNA
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maior que 2.000 UI/L (>10% copias m/L) e doenca hepatica ativa (histoldgica)
(GALLEGO, 2008). Invariavelmente, estes pacientes evoluem para cirrose
hepética. Todavia, o curso clinico e as sequelas de hepatite crénica pelo HBV
selvagem ou mutante variam de individuo para individuo (TOAN, 2006). Alguns
autores consideram o quadro de reversao como uma fase de infecgdo do HBV,
todavia, outros consideram a reativacdo do HBV como um fenédmeno biolégico
caracteristico dos hepadnavirus.

A progressao da hepatite B esta relacionada com a piora do quadro do
paciente e desenvolvimento da cirrose hepatica e do hepatocarcinoma. A cirrose
relacionada ao HBV varia conforme a idade de acometimento da infeccao, se do
sexo masculino, do tempo que levou para haver soroconversdo do HBeAg e da
magnitude da carga viral. (FATTOVICH, 2008)

A taxa de incidéncia anual de cirrose em portadores inativos e inferior a
0,1 por 100 pessoas-ano, enquanto nos HBeAg positivos e de 1,6 e 3,8 por 100
pessoas-ano em Asiaticos e Europeus, com incidéncia cumulativa de 8% e 17%,
respectivamente. (HSU, 2002). Nos pacientes HBeAg negativo a taxa e de 2,8 e
9,7 por 100 pessoas-ano, com incidéncia cumulativa entre 13% e 38% em
Asiéticos e Europeus.

O risco de desenvolver hepatocarcinoma em pacientes com infeccao
cronica pelo HBV é 100 vezes maior que na populacdo em geral. O risco difere
segundo as caracteristicas e gravidade da hepatite crénica e a presenca de
cirrose hepética. A incidéncia anual de HCC e menor que 1% para 0S nao
cirréticos comparados com 2% a 3% dos cirroticos. (PUNGPAPONG, 2007)

2.3.4 Tratamento da hepatite B
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O principal objetivo do tratamento da hepatite cronica B € eliminar ou
suprimir significativamente a replicagcdo do HBV e prevenir a progressao para a
cirrose e o carcinoma hepatocelular. (BRUIX, 2005)

A avaliacéo do paciente pré-tratamento é fundamental e busca selecionar
os individuos que serdo tratados. Além da historia e exame fisico cuidadosos é
importante estar a disposicdo todas as provas de funcdo hepética
(aminotransferases, fosfatase alcalina, gama glutamil transferase, albumina
sérica, provas de coagulacdo, bilirrubinas) e sorologias para o HBV (HBsAg,
HBeAg/anti-HBe, anti-HBc (total e IgM), HCV e HIV), estes Ultimos para
documentar possiveis co-infec¢des. (HOOFNAGLE, 2006)

Sao elegiveis para o tratamento pacientes portadores de hepatite cronica
B HBeAg positivos, os portadores de hepatite crénica B HBeAg negativos (com
ALT e carga viral elevados e bidpsia com atividade necroinflamatoria importante),
as manifestacbes extra-hepaticas da doenca (glomerulonefrite, artrite,
poliarterite), os cirrgticos compensados ou descompensados, formas graves de
hepatite aguda e para os co-infectadas com o HIV; em pacientes transplantados
de figado, por cirrose pelo HBV é fundamental que o tratamento seja instituido no
pré-transplante (para os portadores de replicacdo viral ativa) e mantido no pos-
transplante para impedir a infeccdo do enxerto pelo HBV, que € universal na
auséncia de terapia efetiva contra esse patogeno (MARCELLIN, 2005)

Para fins de tratamento, a replicacéo viral € caracterizada por titulos de
HBV-DNA iguais ou maiores que 20.000 Ul (10 copias/ml) nos pacientes HBeAg,
e iguais ou maiores que 2.000 Ul/ml (10* cépias/ml) nos HBeAg negativos,
mutantes pré-core (KEEFFE, 2006). O incremento dos niveis do HBV-DNA esta

associado a maior incidéncia cumulativa de cirrose (ILOEJE, 2006), variando de
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4,5% a 36,2%, e carcinoma hepatocelular, variando de 1,3% para 14,9% para
pacientes com menos que 300 coépias/ml e com mais que 106 coépias/ml,
respectivamente.

Apesar das diretrizes de algumas associagdes regionais de estudo do
figado: Associacdo Americana para o Estudo de Doenca do Figado (AASLD)
(LOK; MCMAHON, 2007); Associacao Europeia para Estudo do Figado (EASL),
(2009), atualmente ndo recomendarem a genotipagem do HBV como condi¢éo
para determinar o tratamento tem sido cada vez mais reconhecido o impacto dos
genotipos do HBV sobre a resposta terapéutica dos antivirais (COOKSLEY, 2010;
LIN; KAO, 2011; LIU; KAO, 2008).

Atualmente, cinco principais drogas tém sido utilizadas para o tratamento
da infeccéo pelo HBV - o intérferon convencional (IFN alfa), o intérferon peguilado
(PEG-IFN), a lamivudina, o adefovir, 0 entecavir e mais recentemente a
telbivudina, onde os quatro ultimos sdo analogos de nucleosideos/nucleotideos
utilizados por via oral, e que inibem a transcricdo reversa, que ocorre durante o
ciclo de replicagéo viral no hepatdécito. Entretanto, nenhuma dessas medicacfes
consegue erradicar de maneira eficaz o HBV dos hepatdcitos, pois esse virus ao
infectar a célula hepéatica, desloca seu genoma (DNA) para o nucleo e desta forma
se organiza em pequenos minicirculos de DNA covalentemente fechados que
mantém a infeccéo intracelular e servem de molde para transcricdo do RNA-pré-
genbmico e s6 podem desaparecer com a morte dos hepatdcitos. (KEEFE, 2006)

Alguns trabalhos sugerem que existe algum efeito, aditivo da terapia
combinada de intérferon alfa e lamivudina, embora outros estudos necessitem
confirmar essas observagfes. Dados recentes mostram que a combinacao de

PEG-IFN e lamivudina em pacientes HBeAg (-), durante 1 ano, ndo mostrou
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grande beneficio em relacdo a monoterapia com PEG-IFN ou lamivudina.
(MARCELLIN, 2004).

N&o ha estudos que definam com precisdo o tempo ideal de tratamento
da hepatite B cronica, especialmente com o0s antivirais orais, analogos
nucleosideos e nucleotideos. Embora muitas das proposi¢cdes precisem de
melhor validacao cientifica, sugere-se que a soroconversdo HBeAg/anti-HBe e a
indetectabilidade do HBV-DNA no soro por PCR sejam parametros importantes
para definir a continuidade ou a suspensao do tratamento.

Com relacdo aos pacientes com cirrose hepatica, antes do advento da
terapia antiviral, estes apresentavam sobrevida de 5 anos, de cerca de 84% para
os compensados e de 15-35% para os descompensados. Aqueles que
desenvolviam soroconversdo HBeAg=2anti-HBe mostravam 97% de sobrevida
aos 5 anos e 0s que ndo desenvolviam apenas 72% estavam vivos apOs este
periodo, mostrando, portanto, que a replicacéo viral tem papel preponderante no
curso evolutivo da doenca. (FONTANA, 2003)

Recomenda-se hoje que cirréticos compensados devam ser tratados com
antivirais orais por tempo indeterminado (Keeffe, 2006), desde que os niveis de
HBV-DNA sejam iguais ou superiores a 2.000 Ul. Por outro lado, pacientes com
cirrose descompensada devem ser tratados independentemente dos niveis de
carga viral. Sabe-se que, mesmo apoés a soroconversdao HBeAg/anti-HBe, esses
pacientes podem desenvolver carcinoma hepatocelular ou progressao da doenca
hepatica. Sendo os antivirais orais bem tolerados, devem ser mantidos até que
haja negativacdo do HBVDNA por PCR e negativacdo do HBsAg. Os intérferons
estdo contra-indicados nesses pacientes porque podem levar a descompensacao

da hepatopatia. A lamivudina ndo deve ser administrada isoladamente porque em
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tratamento de longa duracdo, existe um alto risco de desenvolvimento de
resisténcia, com surgimento de sinais e sintomas de descompensacao clinica.
(GHANY, 2005)

2.4 GENOTIPOS DO HBV.

O genoma do HBV é compacto, contendo em torno de 3.020 a 3.320
nucleotideos organizados em genes sobrepostos que codificam as proteinas
estruturais (HBsAg e HBCAQ), as proteinas ndo estruturais que ndo fazem parte
da particula infecciosa (HBeAg), as proteinas replicativas (polimerase e proteina
X) e elementos reguladores. (KRAMVIS, 2005)

Os genatipos do HBV sédo denominados com as letras do alfabeto de A a
J. Analises filogenéticas demonstraram que os genotipos do HBV podem ser
divididos em subgendtipos, exceto os gendtipos E e G. Nesse tipo de anélise
observa-se uma variabilidade de 8% entre cada genotipo conhecido e de 4% entre
0s subgendtipos. (SCHAEFER, 2007)

Outras metodologias de identificacdo molecular foram descritas
posteriormente, entre as quais o polimorfismo do tamanho dos fragmentos de
restricdo (RFLP) de DNA viral amplificado por PCR, a hibridizagcdo em membrana
ap6s a PCR e PCR com primers especificos para os diferentes genotipos.
Também existem descricdes do uso de ensaios sorolégicos (tipo ELISA)
especificos para identificacdo de genétipos. (KIRSCHBERG, 2004)

Os genotipos do HBV tém distribuicdo geogréfica variada. O gendtipo A é
frequente no noroeste Europeu, Africa, india, Brasil e Estados Unidos; B e C no
sudoeste da Asia, Japdo e Oceania; D apresenta distribuicio mundial; E esta
restrito & Africa (KIDD-LJUNGGREN, 2002); F apenas na América do Sul e

Central (FRANCA, 2004); G nos Estados Unidos, Franca, Georgia, Gra-Bretanha,
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Italia e Alemanha; H foi identificado em popula¢des indigenas da América Central,
| em comunidades do Vietnd e Laos e J em grupos de japoneses. (CAMPOS,
2005)

A variacdo subgenotipica também encontra diversidade de distribuicao
geogréfica mundial. O subgendtipo Al e se localiza preferencialmente na Africa,
América do Sul e o subtipo A2 na Europa. Os subgenotipos B localizam-se nos
paises asiaticos, notadamente o B1 no Japdo. Os subgenétipos C também tem
maior distribuicdo nos paises asiaticos, com descricdo de C4 na Austrélia. Os
subgenotipos D tem distribuicdo mundial ndo seletiva. O gendtipo F é encontrado
na América do Sul e Central, com descricdo de F3 na Bolivia e F4 na Argentina.
(SCHAEFER, 2007)

No Brasil, os estudos mais recentes apontam para o predominio do
subgenotipo Al de origem africana e do subgenaotipo F2, embora coexistam F1 e
F4, sugerindo maior variabilidade genética na origem desse genétipo (MELLO,
2007). Alguns genotipos podem predispor a determinadas mutacdes, sobretudo a
mutacao pré-core, entre 0s quais 0s genétipos B, C e D. (KURBANOQV, 2010).

No Maranhdo, mais especificamente, o subgendtipo Al foi identificado
entre comunidades afrodescendentes que vivem isoladas desde o periodo da
escraviddo (ALVARADO-MORA, 2011). O estudo de Barros (2014) identificou,
além dos gendtipos normalmente prevalentes no Brasil, muitos portadores
cronicos do HBV com subgendétipo D4, onde sugere que este possivelmente nao
tenha a mesma origem dos demais subgenotipos D. Este subgendtipo também foi
identificado na Oceania e Somalia (ABDOU,2010). Posteriormente, o estudo de

Carmem (2015) também identificou o subgendétipo D4 em Cuba.
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2.4.1 Relagdo dos gendtipos do HBV com as variaveis clinicas.

Além dos aspectos relacionados a epidemiologia, a heterogeneidade de
gendtipos do HBV parece estar relacionada com diferencas na evolugéo clinica
das infecgdes por HBV (WAI, 2002).

A replicacdo do virus da hepatite B é dependente da transcriptase
reversa, favorecendo erros frequentes na transcricdo e, consequentemente,
mutacdes no genoma viral que poderéo alterar o curso clinico da doenca e o perfil
sorolégico. As cepas mutantes sao selecionadas através da pressdo seletiva
ecoldgica desempenhada pelo sistema imunologico do hospedeiro, favorecendo
0 escape da cepa da acao do sistema imunolégico (TILLMAM, 2007). Diversas
cepas mutantes pré-core/core promoter e a delecéao pré-S/S foram relacionadas
com doenca hepatica progressiva mais grave e com suas complicacoes,
principalmente se as mutacfes estiverem associadas. As cepas mutantes pré-
core sao mais frequentes nos genodtipos B, C, D e E, enquanto a mutacédo core
promoter (BCP) ocorre em todos os genotipos, sendo, porém, mais comum no
genotipo C. (WAI, 2002)

Desta forma, alguns estudos clinicos evidenciaram a relacdo entre o
genodtipo e a gravidade da doenca. Na Asia, os genétipos B e C sdo mais
frequentes e o gendtipo C estaria associado as complicacfes mais graves que 0
gendtipo B (ARANKALLE, 2003)

Na Tailandia, o gendtipo C foi relacionado ao desenvolvimento de HCC.
Muito recentemente, a doenca hepatica crbnica foi detectada mais
frequentemente em japoneses infectados com HBV com gendétipo C que D.
(DUONG, 2004). Em um estudo da China, a atividade da doenca foi maior nos

pacientes infectados pelo HBV gendtipo C do que em pessoas infectadas pelo
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HBV gendtipo B na fase HBeAg-positivo, mas ndo apés a soroconversao HBeAg.
(CHAN, 2005). Em um estudo em Taiwan, o genétipo C foi mais associado com a
gravidade das doencas hepéticas que a variante B. (TSENG, 2007)

Um estudo realizado no Alaska/EUA demonstrou que o gendtipo D foi
significativamente associado ao desenvolvimento da poliarterite nodosa
relacionada ao HBV em comparacao aos genétipos A2, B6, C2 e F1. Um estudo
mexicano evidenciou que pacientes infectados com gendétipo B soroconverteram
mais precocemente que pacientes infectados com genétipo C (ALVARADO-
ESQUIVEL, 2006) .Um trabalho publicado na india evidenciou que o genétipo D
esteve mais associado com o desenvolvimento de doencga hepatica severa e
HCC em pacientes jovens que pacientes com genotipo A. Em contraste, 0
gendtipo B foi relacionado a um bom prognostico em um estudo desenvolvido no
Japdo e na China e raramente foi associado ao desenvolvimento do
hepatocarcinoma.

Em um estudo em Taiwan, em comparag¢ao com o genétipo C, o gendtipo
B foi associado com soroconversao precoce do HBeAg, a progressao mais lenta

para cirrose e desenvolvimento menos frequente de HCC. (TSENG, 2007)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a influéncia do gendtipo do HBV nas manifestacdes clinicas de

pacientes portadores cronicos da infeccao.

3.2 Especificos

Identificar os gendtipos dos pacientes portadores do HBV.

Descrever as principais diferencas na apresentacao clinica entre 0s

pacientes portadores dos diferentes genétipos encontrados.
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4) METODOS

4.1 Pacientes e local do estudo;

Foram selecionados um total de 119 pacientes avaliados no estudo
GENOTIPAGEM DO VIRUS DA HEPATITE B EM SAO LUIS (MA) que atenderam
aos critérios de inclusao deste estudo. A pesquisa foi conduzida no Centro de
Pesquisa Clinica-CEPEC e no Nucleo do Figado-NEF do Hospital Universitario
Presidente Dutra da Universidade Federal do Maranhao, localizado na Rua
Almirante Tamandaré, n° 01, Centro, Sao Luis - MA, Brasil, no periodo de 2013 a

2014.

4.2 Instrumentos;

1. Banco de dados do estudo GENOTIPAGEM DO VIRUS DA HEPATITE B
EM SAO LUIS (MA), com as informacdes sobre a identificacdo dos
pacientes portadores da hepatite B, sobre a genotipagem do HBV, dados
clinicos e laboratoriais.

2. Ficha de acompanhamento clinico que reuniu todas as informacdes
relevantes para o estudo colhidas no banco de dados e nos prontuarios

dos pacientes com os demais dados clinicos (APENDICE)

4.3 Critérios de Incluséo;
1- Pacientes incluidos no estudo intitulado “GENOTIPAGEM DO VIRUS DA
HEPATITE B EM SAO LUIS (MA)”
2- Pacientes com hepatite B crbnica com genoétipo conhecido.

3- Tempo minimo de acompanhamento de 12 semanas.
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4.4 Delineamento do Estudo;

Utilizamos uma planilha contendo informacdes acerca da genotipagem e
identificacdo de 119 pacientes estudados no trabalho “Genotipagem do virus da
hepatite B em S&o Luis-MA”. Destes, 101 atendiam aos critérios de inclusdo e
fizeram parte deste estudo. Os dados desses pacientes foram resgatados do
banco de dados buscando-se identificar os valores de alanina aminotransferase
(ALT), manifestacdes clinicas, histologia hepatica, dados clinicos de imagem e
endoscopia digestiva.

Os pacientes identificados com os mesmos genaotipos foram agrupados e
analisados segundo dados epidemioldgicos, demograficos e apresentacao
clinica. Posteriormente, os resultados dos grupos foram comparados.

A classificacdo da hepatite B crbnica foi definida de acordo com os
seguintes critérios elencados. (EASL, 2012)

a) Portador Inativo: HBsAg positivo, HBeAg negativo, anti-HBe positivo, niveis de
ALT normais e valores de HBV-DNA abaixo de 2000 Ul/ml.

b) Hepatite B crénica: HBsAg positivo, HBeAg positivo, niveis elevados de ALT ou
HBsAg positivo, HBeAg negativo, anti-HBe positivo e HBV DNA acima de 2000
ul/ml.

c) Cirrose Hepatica: HBsAg positivo com HBeAg positivo ou nhegativo
independentemente da carga viral, sinais e sintomas de doenca hepética
avancada (ascite e/ou presenca de varizes esofagicas) ou diagnostico histolégico
de cirrose hepatica.

d) Imunotolerancia: HBsAg positivo, HBeAg positivo com niveis de ALT normais
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4.5 Critérios para analise dos dados;

Foram calculadas as diferencas entre os pacientes portadores dos
diferentes gendtipos identificados, quanto ao sexo, idade, procedéncia,
apresentacao clinica e laboratorial. Diferencas entre variaveis numéricas foram
calculadas por teste t de Student ou Man-Witney, quando indicados e entre as
categoricas pelo Qui-quadrado ou Exato de Fisher, quando recomendados. Foi
utilizado o programa SPSS, versao 20.0. Considerou-se significativa a presenca
de p <0,05.

4.6 Consideracdes Eticas;

O presente estudo atendeu a todos os preceitos relacionados na
Resolucdo 466/12 do CNS/MS que trata das diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. Registrado sob o
parecer consubstanciado n°: 487/2007 (ANEXO 1).

Utilizamos os dados coletados exclusivamente para os fins delineados no
presente estudo e estes serdo armazenados até que o estudo seja finalizado e
publicado, apds isso serdo acondicionados em local adequado. O trabalho ndo
ofereceu riscos aos pacientes nem vantagens financeiras ou mesmo no

tratamento.
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Hepatitis B virus subgenotype D4: later seroconversion of HBeAg?

Francisco Carlos Costa Magalh3es!; Adalgisa de Souza Paiva Ferreira?; Lena Maria Barros Fonseca?
1 — Federal University of Maranhdo; 2 — Clinical Research Center at the University Hospital of UFMA

Summary

Hepatitis B virus (HBV) is a chronic infection that has a heterogeneous distribution around
the world. Its clinical presentation depends on characteristics of the carrier such as the age
of infection, immunological status and associated diseases. Viral characteristics like the
genotype may also influence. The aim of this study was to evaluate the influence of the
HBV genotype in the clinical presentation of the chronic infection. This study was
performed at the Clinical Research Center and the Liver Unit of the Federal University of
Maranh&o. A hundred and nineteen chronic carriers of HBV with defined genotypes
participated of this study. We identified those followed during at least 12 months for their
clinical definition. It was included 101 patients: 68 (68%) with subgenotype Al, 26 (26%)
D4, 4(3%) F2a, 2 (2%) D3 and 1 (1%) D2. Two groups were defined for comparison: A
(n=68) and D (n=29). In the HBV D group the presence of HBeAg (28% vs 10% P=0.03)
and immune tolerant (21.5% vs 1.5% P=0.006) patients were more frequent when
compared to carriers with genotype A. There was no gender or age difference between
groups (39113 vs 42+11 P=0.26). In conclusion, we can suggest that among the carriers
with genotype D, especially the subgenotype D4, which corresponds to 90% in this study,

there might be late seroconversion of HBeAg, favoring a higher risk of virus transmission.

Keywords: hepatic disease; HBV, clinical presentation; genotype; variability;

transmission.
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1. INTRODUCTION

The hepatitis B virus (HBV) infection is a worldwide human health problem.
According to the World Health Organization (WHO), over 240 million people are
chronically infected and approximately six hundred thousand die every year due to the
consequences of the infection caused by this virus®. Recent data demonstrated that Brazil
is a country with very low prevalence (less than 1%) 2.

This infection is associated with a large spectrum of clinical presentations,
depending on stage >“. The liver injuries associated with the infection are predominately
mediated by immunologic mechanisms® and thus, the course of the infection depends on
many factors that might influence the immunologic response, such as age at infection with
HBYV, the host’s genetic factors and viral genetic variability &5 78,

The great variability in the sequence of nucleotides of the viral genome allows -
HBV classification in genotypes and subgenotypes. Nowadays HBV is classified in 10
genotypes (A-J), with distinct global geographic distribution® °,

Genotypes A and D are frequently observed in Europe, North America, India and
Africa; genotypes B and C in the Southeast of Asia, China and Japan; genotype E is
restricted to Africa; genotype F can be found in South and Central America native
population; genotype G in France, USA and Mexico; genotype H in Central America'! 12
13 genotype I in Vietnam and Laos and the J was recently identified in the Ryukyu Islands,
in Japan®®.

Most of the studies in Brazil shows a higher frequency of the genotype A,
followed by the genotypes D and F'6171819.2021 \with little variation found in different
regions of the country that may be explained by ethnic diversity of the Brazilian

population, that was formed by European and African immigration®2°,
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The HBV genotyping has become an important tool to clarify the progression of
the hepatic disease. Many studies have suggested the influence of HBV genotypes in the
natural history of infection. Recent publications summarize the association found?.

Strong evidences suggest that the subgenotypes Al, B2-5, F1 and probably
genotype D are associated with a more severe progression of the hepatic disease and
development of hepatocellular carcinoma?+2>2627  Perinatal transmission has been
associated with genotype C due to hepatitis B (HBeAg) replication marker seroconversion
occur after fewer decades later, and thus, favoring a higher viral replication and
maternal/fetal transmission.?%2°

Despite the fact that there are studies defining the most frequent genotypes of
HBV in Brazil'” 303132 there is not yet information about the most frequent clinical
presentations associated with each genotype. Thus, the aim of this study is to identify the
most frequent clinical presentations in a sample of patients with defined genotypes of
HBV.

2. PATIENTS AND METHODS

Chronic carriers of HBV followed at the Clinical Research Center and Liver Unit
of the Federal University of Maranhdo, for at least 12 months, and who had their virus
genotypes assigned, participated of this study.

Demographic, laboratorial, and clinical data were retrieved from the patients’ medical files. The
following date were identified: serological markers (HBsAg, anti-HBc, HBeAg and anti-
HBe), viral load by real time PCR assay , levels of alanine aminotransferase (ALT), hepatic
histology, presence of ascites, digestive endoscopy and liver imaging.

Chronic hepatitis B status was defined according to the following criteria:

a) Inactive carrier: positive HBsAg, negative HBeAg, positive anti-

HBe, normal ALT levels and HBV-DNA levels below 2000UI/ml.
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b)  Chronic Hepatitis B: positive HBsAg, positive HBeAg, high ALT
levels or positive HBsAg, negative HBeAg, positive anti-HBe, and HBV-DNA
levels above 2000UI/ml.

c)  Cirrhosis of the liver: positive HBSAg with positive or negative
HBeAg regardless of the viral load, symptoms of advanced hepatic disease
(ascites and/or esophageal varices) or histological diagnosis of liver cirrhosis.

d) Immune tolerance: positive HBsAg, positive HBeAg with normal

ALT levels.

The individuals were grouped according to the most frequently found genotypes
and compared concerning the epidemiological and demographic data, presence of HBeAg,
and clinical presentation.

Differences between variables were calculated by the Student or Mann-Witney
test when indicated and also by Chi-square or Fisher Exact Test. The program SPSS,
version 22.0 was utilized and the significant P value <0.05 was considered.

This study meets the regulations in Resolution 466/12 of Conselho Nacional de
Saude do Ministério da Saude do Brasil — CNS/MS that addresses the directives and
regulations of researches with human beings. This research is registered in the unified
opinion number: 487/2007. (ATTATCHMENTYS)

3. RESULTS

The selected sample for this study was formed by 119 patients with certain
genotypes of HBV (data previously reported?®). Of these, 101 were monitored for at least
12 months and took part of this study. There were 50 men (49.5%). The mean age was 41
+ 11 years, ranging from 13 to 78 years of age. Demographic and clinic data are reported

in Table 1.
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The majority of the patients was infected with genotype A 68 (67%) (all
subgenotype Al), 26 (26%) with subgenotype D4, 4 (4%) with subgenotype F2a, 2 (2%)
subgenotype D3, and only 1 (1%) with subgenotype D2.

The monitoring time was 47 = 30 months, with the minimum of 123 months and
the maximum of 136 months.

For comparison purposes, the genotypes A and D (including D2, D3, and D4)
were grouped, totalizing 97 patients after the exclusion of four individuals with the
genotype F. The 68 (70%) from genotype A group and 29 (30%) from genotype D were
compared.

There was no statistical difference regarding age or gender. Presence of HBeAg
and immune tolerance state were more frequent in genotype D group. There was no
difference between groups when comparing inactive carrier, liver cirrhosis and chronic
hepatitis frequencies (Table 2).

4 DISCUSSION

In this study, we evaluated the clinical presentations of chronic carriers of HBV
according to the determined viral genotypes. As observed in other Brazilian studiest’ 3% 3%
20.the presence of genotype A was most prevalent, being all of subgenotype Al.

There was a significant frequency of genotype D (subgenotype D4 in 90%). Among
them, the presence of positive HBeAg individuals and immune tolerance stage of chronic
carriers were more frequently found; even though they were not younger than the genotype
A carriers. The majority of the studies associate the genotype D to earlier seroconversion
of HBeAg when compared to genotype A% 34 A Brazilian study which evaluated the
HBeAg frequency among individuals with the genotype A and D also identified a lower
frequency of HBeAg among the individuals harboring genotype D (28% vs. 60%) ** Like

most of studies comparing the genotypes A and D are from regions where there must be
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more European individuals, it is possible that, as in the sample here studied analyzed
subgenotype D4, that is known to be a variety coming from Africa3:37:383940 coyld justify
different behavior of those so far described for genotype D*..

Actually, different behaviors among HBV-D subgenotypes were suggested in
recent review, but with little information about D4*2. In addition, Chandra PK et al (2009),
in a study conducted in India with subgenotypes D1, D2, D3 and D5, identified a
significant relationship between subgenotype D1 and chronic liver disease as well as occult
HBV infection most commonly found in carriers with subgenotype D3 43, Similarly, Rajesh
P et al (2012) found a high frequency of subgenotype D5 among patients with cirrhosis
and carcinoma hepatocelular.** It is likely that subgenotype D4 infection, particularly as
shown in this study, presents HBeAg seroconversion later. The statement may be
explained by the fact that there was also a higher proportion of immune tolerant in this
group, although they were not younger than those with genotype A (3913 vs 4211 P =
0.26), supporting the hypothesis that individuals are remaining with high viral replication,
facilitating the transmission even in the adulthood*>#647,

In conclusion, this study showed that chronic HBV genotype D carriers, mainly
subgenotype D4, a still little studied subgenotype, have a higher frequency of HBeAg,
suggesting that there may be late seroconversion that is favoring a greater risk of virus

transmission due to the high viral load of these individuals.
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TABLE 1. Description of hepatitis B chronic carriers: demographic and clinical data,
Center of Liver Studies (n=101), HUUFMA. Sao Luis, MA, 2014.

CHARACTERISTICS

N (%)

Age (years)(13-78)

Gender

HBYV genotypes

HBeAg

Clinical presentation

41+11

Male
Female

Al
D2
D3
D4
F2a

Positive

Negative

Inative carriers
Chronic Hepatitis
Immune tolerant

Cirrhosis

50 (49.5%)
51 (51.5%)

68 (63%)
1 (1%)
2 (2%)
26 (26%)
4 (4%)

15 (15)
86 (85)

48 (49%)
32 (33%)
07 (4.6%)
14 (14.4%)
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TABLE 2 — Comparison of demographic and clinical characteristics, genotypes Al and D,
Center of Liver Studies, HUUFMA. Sao Luis, MA, 2014.

CHARACTERISTICS GEN A (n=68) GEND (n=29) P Value

Gender (Male) 37(54%) 10(34%) 0.07
Age (years) 42+11 39+13 0.26
HBeAg positive 7(10%) 8(28%) 0.03
Inactive 31 (45%) 13 (44%) 0.70
Chronic hepatitis 26(38%) 6 (21%) 0.09
Cirrhosis of the Liver 10(15%) 4(14%) 0.50

Immune tolerant 1(1.5%) 6(21,5%) 0.006
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6.CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a influéncia do genoétipo
do HBV nas manifesta¢des clinicas de pacientes portadores cronicos da infeccéo.
Para isso, identificamos, acompanhamos e comparamos dados de pacientes com
diferentes gendtipos a fim de buscar associacdes que pudessem sugerir
justificativas para as diferencas na evolucéo clinica dos grupos genotipicos.

Evidenciamos que o genoétipo D esteve mais associado a fase de
imunotolerancia da Hepatite B quando comparado ao genétipo A1. Como nao
houve diferenca em relacdo a idade dos pacientes nos dois grupos (Al e D), €
possivel que o genadtipo D (subgendtipo D4) esteja realmente associado a uma
resposta imune mais tardia e consequentemente pode estar relacionado com
maior frequéncia de transmissdo perinatal, ja que mulheres em idade fértil e
portadoras desse genotipo nesta situacdo teriam maior chance de transmissao
para seus filhos durante o parto.

Outro aspecto importante no estudo foi a grande populacdo de pacientes
com subgenotipo D4 identificados e sua possivel influéncia nos achados da
pesquisa, ja que se trata de um subgrupo de origem diferente dos demais do
genotipo D ja descritos, principalmente na Europa e Asia.

Nossos achados podem ajudar a subsidiar novos estudos no ambito das
hepatites virais envolvendo os gendtipos mais frequentes em nossa regiao para
gue outras associa¢cdes sejam verificadas e estabelecidas. Assim, informacdes
sobre a importancia clinica dos genétipos do HBV poderdo ser utilizadas para

definicdo de novas estratégias de intervencao e progndéstico.
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ANEXO - 01

P et Universidade Federal do Maranhio

Hospital Universitario
Diretoria Adjunta de Ensino, Pesquisa e Extensio
Comité de Etica em Pesquisa

comits
€snpse®

HU-UFMA

N°. do Parecer: 487/2007

N° do Protocolo: 33104-1065/2007
Data de Entrada no CEP: 18/07/2007
Data da Assembléia: 17/08/2007

PARECER CONSUBSTANCIADO

Tese de Doutorado em Biotecnologia

| - Identificacéo:

Titulo do projeto:

Genotipagem do virus da hepatite B em S&o Luis-Ma.

Identificag&o do Pesquisador Responsavel:

Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira

Identificagdo da Equipe executora:

Lena Maria Barros Fonseca e Adalgisa de Sousa Paiva Ferreira
Instituicdo onde sera realizado:

Nucleo de Figado do Hospital Universitario-UFMA

Area tematica: Multicéntrico: Cooperagao estrangeira:

1 NAO NAO

Il - Objetivos:

O presente projeto tem como objetivo principal caracterizar os gendtipos do virus da Hepatite
B de portadores cronicos atendidos no nticleo de Figado do Hospital Universitario-UFMA.

lll- Suméric do projeto:

O protocolo de pesquisa &€ um projeto de tese de doutorado, estando estruturado da seguinte
forma: resumo do projeto, justificativa do projeto, objetivos, metodologia e estratégias de acao,
consideragoes éticas, agéncia financiadora, resultados esperados, avaliagao critica e risco em
relagé@o ao objetivo final.

No projeto, é apresentada uma exposigao conceitual de Hepatite B, como também uma
justificativa para o estudo do tema.

Conforme descrito na metodologia, a populagéo em estudo sera constituida por todos os
individuos atendidos no nucleo de Figado do Hospital Universitario-UFMA, no periodo da
pesquisa. Posteriormente, sera calculado o tamanho da amostra, assumindo um erro amostral
de 5% e prevaléncia de infecgdo cronica de 1%. Nao é apresentada a andlise estatistica dos
dados.

No item FINANCIAMENTO E EXECUGAO consta que todas as despesas serdo subsidiadas

pela UFMA, por meio do Laboratério de Estudo Genémicos e de histocompatibilidade Hospital
Universitario-UFMA.

IV- Comentarios frente a resolugdo 196/96 CNS e complementares:

Levando-se em consideragdo o que preconiza a resolugdo 196/96 do CNS, pode-se dizer
que o projeto possui relevancia cientifica, que visa assegurar beneficios para a melhoria das
condigées de salde da populagao alvo (Ill. 3, n,0, Lei 8080/90): conta com os recursos humanos
necessarios, bem como ha competéncia do pesquisador com o projeto proposto (lI.3, h).

No cronograma, néo ¢ especificado 0 més que a coleta de dados sera iniciada. Também nao foi
especificada a equipe executadora do projeto. Falta o curriculo Lattes da co-orientadora.
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No termo de consentimento Livre e Esclarecido, observa-se alguns termos técnicos, nao foram
especificados os beneficios diretos da participagéo da pesquisa e a forma de seguro que cobrird os
danos previstos, o endereco do CEP-HUUFMA. E necessario assegurar explicitamente o retorno
dos beneficios para os sujeitos envolvidos, conforme preconiza a resolugéo 196/96-111.3.m.n, seja
na forma de assisténcia, seja na posse dos resultados dos exames, etc, bem como, que os
resultados da pesquisa seréo usados unicamente para fins cientificos (Res 196/96-IV.3.f).

V - Pendéncias:

As pendencias foram supridas, tendo importancia social e atendendo aos principios de
ética em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos.

VI - Recomendagées:
Né&o ha recomendagées a serem feitas para esse protocolo.

VIl - Parecer Consubstanciado do CEP:

Diante do exposto, o protocolo 33104-1065/07, referente a tese de doutorado sob o titulo
influéncia da Genotipagem do virus da hepatite B em Séo Luis-Ma.é considerado: APROVADO

Relatérios parciais (um por ano) devem ser apresentados ao CEP-HUUFMA, sendo o
primeiro para 09/10/2008, ou se houver algum evento adverso, emenda ou alteragdo no protocolo.
O relatério final deve ser entregue, acompanhado de copia do trabalho final gravado em CD RO.

Sao Luis, MA, 09 de outubro de 2007.
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Coordenador do CEP-HUUFMA
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ANEXO - 02

INSTRUCTIONS TO AUTHORS — ANNAIS OF HEPATOLOGY

ORGANIZATION OF THE MANUSCRIPT

Manuscripts describing original research should contain (in this order) a title
page, a footnote page, an abstract, an introductory statement (without heading),
a description of experimental procedures or methods, the results, a discussion
and, on separate pages, a list of references, figure legends, and tables.

Authors have the option of combining the results and discussion and are
encouraged to do so for short manuscripts.

All manuscripts should be double-spaced throughout, including the footnote
page, list of references, figure legends, and tables. All pages must be numbered
in the upper righthand corner, starting with the title page.

Original manuscripts must be no longer than 4,000 words (excluding references)
and include no more than 50 references.

Manuscripts that are redundant or contain extraneous material will be returned
for shortening, even if otherwise acceptable.

Concise Reviews should be no longer than 3,500 words and the reference list
need not be exhaustive. It is expected that submitted Case Reports will include a
detailed analysis of the case and a review of the available literature.

Only those case reports which are truly original and are likely to significantly
influence medical practice are likely to be considered for publication. Others may
be considered for publication in an abbreviated form as a letter to the editor.
Letters to the editor which comment on articles recently published in THE
ANNALS OF HEPATOLOGY are invited.

Brief case reports or new findings may also be submitted and include a single
supporting illustration. Letters should be

double-spaced and no longer than 500 words (including references) and include
no more than 10 references and one figure.

TITLE PAGE

Provide a concise title of not more than 100 characters, not including spaces
between words. In the case of work with experimental animals, indicate the
species used. List the full names of the author(s). Indicate the institutional
affiliation. In a multi-authored work involving more than a single institution,
indicate individual affiliation by means of a superscript Arabic number. Any
change in authorship after submission must be approved in writing by all authors.
Indicate a change of address similarly. Provide a list of up to 5 key words that do
not appear in the title itself.
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FOOTNOTE PAGE

List footnotes to the title page. Provide the contact information for the author to
whom proofs should be sent (name, address, telephone number, fax number,
and e-mail address). List abbreviations used with the expansions in the order of

ge.

ABSTRACT

Abstracts should be continuous text organized as background and rationale for
the study, main results, and conclusions. The total length should not exceed 250
words. The last section of the abstract should start with “In conclusion.”

INTRODUCTION
Provide the minimum background information that will orient the general reader.
Do not engage in a literature review.

RESULTS AND DISCUSSION

Present the major findings of the study in graphic form if practicable. Do not
illustrate minor details if their message is conveyed adequately by simple
descriptive text. Mention all tables and figures. In the discussion, concisely
present the implications of the new findings for the field as a whole, minimizing
reiteration of the results, avoiding repetition of material in the introduction, and
keeping a close focus on the specific topic of the paper.
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line. Only literature that is published or in press (with the name of the publication
known) may be numbered and listed; abstracts and letters to the editor may be
cited, but they must be less than 3 years old and identified as such. Refer to only
in the text, in parentheses, other material (manuscript submitted, unpublished
data, personal communication, and the like) as in the following example:
(Chercheur X, unpublished data). If the owner of the unpublished data or personal
communication is not an author of the manuscript under review, a signed
statement is required verifying the accuracy of the attributed information and
agreement to its publication. Do not use Endnote or other word processing tools
that may embed references in code. Type reference numbers in parentheses
within the text and type out the reference list as normal text at the end of the
manuscript. Use Index Medicus as the style guide for references and other journal
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