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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi detectar as mutacfes associadas a resisténcia
aos antivirais utilizados no tratamento da hepatite B crénica em pacientes
gue ja se encontravam em tratamento, cujas amostras foram encaminhadas
ao LEPAC da Universidade Estadual de Maring4, no periodo de agosto de
2014 a julho de 2015. Foram recebidas 104 amostras provenientes da 152
Regional de Saude do Estado do Parana, Ponta Grossa e dos Laboratérios
Centrais do Parana, de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul. Dessas
amostras 86 foram analisadas pela metodologia do INNO-LIPA® HBV Multi-
DR para a verificacdo de mutacdes e polimorfismos e, para a identificacéo
dos gendtipos do HBV, a metodologia INNO-LIPAL HBV GT. Apenas 12
(14,0%) das 86 amostras apresentaram mutacdes e o0 gendtipo mais
prevalente em todas as regides presentes no estudo foi o genétipo D,
encontrado em 64 (74,4%) dos pacientes. Foram detectadas mutacdes que
conferem resisténcia aos medicamentos Lamivudina, Adefovir, Entecavir e
uma provavel reducéo na sensibilidade ao Tenofovir.

Introducao

No Brasil, o protocolo de tratamento da hepatite B crénica baseia-se
no uso dos seguintes farmacos: Interferon-alfa, Inteferon-alfa peguilado,
Lamivudina, Tenofovir, Entecavir e Adefovir (Brasil, 2010). No entanto, um
obstaculo a utilizagcdo de drogas que atuam em enzimas virais € a
emergéncia de variantes resistentes (Kieffer et al., 2007).

As principais mutagdes responsaveis pela resisténcia a Lamivudina incluem
rtM204V e rtM204I1. A primeira ocorre geralmente concomitantemente com a
mutacdo rtL180M, enquanto que a segunda pode ocorrer sozinha ou
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juntamente com a rtL180M. As duas principais mutacdes de resisténcia ao
Adefovir sdo a rtA181V/T e rtN236T.

O desenvolvimento de resisténcia ao Entecavir é rara e, além das mutacdes
rtM204V e rtL180M que séo responsaveis pela resisténcia a Lamivudina,
mutacgédo adicional rtI169T, rtT184G, rtS2021/G ou rtM250V é necesséria para
gque ocorra resisténcia. Até o presente momento, nao foi reportado nenhum
caso de resisténcia primaria ao Tenofovir em pacientes monoinfectados com
HBV.

Até o momento, dez gendtipos do HBV (designados de A a J) sdo
conhecidos, com uma distribuicdo geografica caracteristica. No Brasil, foram
identificados os gendtipos A, B, D, C e F, sendo os gendtipos A, D e F os
mais prevalentes (Mello et al., 2007).

Sendo assim, o0 objetivo desse estudo foi avaliar as mutagdes associadas a
resisténcia aos antivirais utilizados no tratamento da hepatite B cronica em
pacientes que ja se encontram em tratamento.

Materiais e métodos

A populacédo de estudo é de pacientes portadores crdonicos que estiverem
em tratamento com medicamentos antivirais para a hepatite B crénica, cujas
amostras foram encaminhadas ao LEPAC da Universidade Estadual de
Maringa, no periodo de agosto de 2014 a julho de 2015, provenientes do
estado do Parana (152 Regional de Saude do Estado do Parana, municipio
de Ponta Grossa e LACEN-PR), do Estado de Santa Catarina (LACEN-SC) e
do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN-RS).

As mutacdes foram detectadas pela metodologia do INNO-LiPA® HBV Multi-
DR (Innogenetics Biotechnology for Healthcare, Bélgica), que se baseia na
deteccdo de mutacdes ou polimorfismos nos codons 80, 173, 180/181, 204,
236, 184, 194, 202 e 250 do gene da polimerase do HBV.

Os genodtipos A a H do HBV foram obtidos pela metodologia INNO-LIPAC
HBV GT (Innogenetics Biotechnology for Healthcare, Bélgica).

Resultados e Discussao

Das 104 amostras recebidas, 86 (82,7%) foram positivas nas reacdes
de PCR e, consequentemente, hibridizadas (Tabela 1).
De acordo com os dados obtidos, 13 (15,1%) pacientes utilizavam como
medicamento o Tenofovir, 8 (9,3%) o Entecavir, 3 (3,5%) o Interferon e 2
(2,3%) a Lamivudina, sendo que um dos pacientes utilizava
simultaneamente o Entecavir e a Lamivudina. No entanto, para 60 (69,8%)
pacientes ndo foi informado qual medicamento usavam para o tratamento,
sendo a maioria deles provenientes do LACEN-SC e LACEN-RS.
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Tabela 1 - NUumero de amostras recebidas pelo Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Analises Clinicas da UEM, no periodo de 08/2014 a 07/2015.

Procedéncia da Amostras Recebidas | Amostras Hibridizadas
Amostra n (%) n (%)

152 RS 21 (20,2) 21 (100,0)
Ponta Grossa 23 (22,1) 5(21,7)

LACEN-PR 10 (9,6) 10 (100,0)
LACEN-SC 17 (16,4) 17 (100,0)
LACEN-RS 33 (31,7) 33 (100,0)
TOTAL 104 (100,0) 86 (82,7)

Legenda: 152 RS — 152 Regional de Salde do Estado do Parana; LACEN-PR — Laboratério Central do Parang;
LACEN-SC - Laboratério Central de Santa Catarina; LACEN-RS — Laboratério Central do Rio Grande do Sul.

Foram identificados 12 (14,0%) pacientes em que o HBV apresentou
mutacgdes, sendo 5 (41,7%) da 152 RS, 1 (8,3%) de Ponta Grossa, 2 (16,7%)
do LACEN-PR, 1 (8,3%) do LACEN-SC e 3 (25,0%) do LACEN-RS.

Tabela 2 - Distribuicdo das mutacfes de resisténcia ao tratamento da
hepatite B cronica nas amostras dos 86 pacientes das regides estudadas
conforme o codon, no periodo de 08/2014 a 07/2015.

Cédon Regido
152 RS P.G. LACEN-PR  LACEN-SC  LACEN-RS  Total n (%)
rtL8ol 1 1 1 0 0 3(14,3)
rtL8oV 0 0 0 0 1 1 (4,8)
rtA180L/181T 0 0 0 0 1 1(4,8)
rtL180M/181A 2 0 1 1 0 4 (19,0)
rtL180M/181A (F) 1 0 0 0 0 1 (4,8)
rtA194T (F) 0 0 0 0 1 1 (4,8)
nS202G 1 0 1 1 0 3 (14,3)
rtM204l 1 0 1 0 0 2 (9,4)
rtM204Vv > 0 1 1 0 4 (19,0)
rtM250V (F) 0 0 0 0 1 1(4,8)

TOTALn (%) 8(38.1) 1(48 5(238) 3(143) 4(19,0) 21 (100,0)

Legenda: 152 RS — 15?2 Regional de Saude do Estado do Parang; P.G. — Ponta Grossa; LACEN-PR — Laboratério
Central do Parand; LACEN-SC - Laboratério Central de Santa Catarina; LACEN-RS — Laboratério Central do Rio
Grande do Sul; (F) — fraco.

As mutagbes nos codons rtM204V e rtM2041 conferem resisténcia ao
medicamento Lamivudina, sendo que a primeira ocorre geralmente
concomitantemente com a mutacédo rtL180M, enquanto que a segunda pode
ocorrer sozinha ou juntamente com a rtL180M. Os pacientes que
apresentaram a mutacdo rtM204V também possuiam a mutagcdo no codon
rtL180M, e os pacientes que apresentaram a mutacdo rtM2041 a tiveram de
forma isolada. A mutagéo rtM250V fraco foi verificada de forma isolada num
paciente do LACEN-RS, sendo que apenas teria algum efeito sobre o
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medicamento Entecavir se também apresentasse as mutacfes rtM204V e
rtL180M, o que nao ocorreu. A mutacdo no codon rtA181T confere
resisténcia ao Adefovir. Ja a mutacéo rtA194T foi relacionada com reducao
da sensibilidade ao Tenofovir. A mutacédo rtS202G confere resisténcia ao
Entecavir quando combinada com mutacdes rtL180M e rtM204V, e todos os
pacientes que apresentaram essa mutacdo, ocorreu essa associacdo. As
mutacdes rtL80I/V sdo mutacbes compensatérias da resisténcia &
Lamivudina, sendo que em um paciente do LACEN-PR ocorreu a associacao
rtL80I + rtM204l e em outro do LACEN-RS com rtL80V + rtA180L/181T
(Tabela 2). Nao foram encontradas mutacdes rtv173L,
rtT184S/C/G/AN/LIFIM, rtS202C/I1, rtN236T e rtM250I/L.

Das 86 amostras, 64 (74,4%) tinham o gendétipo D, 3 (3,5%) o D/G, 15
(17,4%) o A, 2 (2,3%) o AID, 1 (1,2%) o F e 1 (1,2%) o G. A maior
prevaléncia do gendtipo D condiz com o genoétipo mais encontrado na regiao
sul do Brasil, segundo Mello et al. (2007) e Bertolini et al. (2012).

Conclusbes

Foram detectadas mutacbes que conferem resisténcia ao
medicamento Lamivudina (rtM204V, rtM2041, rtL180M), ao Adefovir
(rtA181T), ao Entecavir (rtS202G, rtL180M e rtM204V) e uma provavel
reducdo na sensibilidade ao Tenofovir (tA194T). O gendtipo D foi 0 mais
prevalente.
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