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1. INTRODUÇÃO 

 

A hepatite B é uma das infecções virais mais prevalentes em humanos, sendo, 

mundialmente, considerada um sério problema de saúde pública. Estima-se que um terço da 

população mundial já entrou em contato com o vírus e que aproximadamente 400 milhões 

destas estejam cronicamente infectadas. A forma crônica dessa doença é responsável por altos 

níveis de morbi-mortalidade, já que representa um risco elevado para o desenvolvimento de 

cirrose e carcinoma hepatocelular, além de constituir um potencial reservatório da infecção 

(Brasil 2008, Carey 2009, Kew 2010). 

O HBV está classificado na família Hepadnaviridae e gênero Orthohepadnavirus. A 

partícula viral apresenta 40-42 nm de diâmetro, sendo constituída externamente pelo envelope 

viral e, internamente, pelo nucleocapsídeo icosaédrico. O genoma deste vírus é DNA circular 

de fita parcialmente dupla, com cerca de 3,2Kb (aproximadamente 3.200 pares de bases-pb), 

organizado em quatro unidades de leitura aberta (Open Reading Frame - ORF): Pré-S/S, Pré-

C/C, P e X, que codificam as proteínas estruturais e não estruturais do vírus (ICTV 2009, 

Liang 2009, Doo & Ghany 2010).  

 Devido às divergências observadas no genoma do HBV, foi realizada uma 

classificação em genótipos, sendo atualmente denominados de A a H (Cao 2009). Além disso, 

nos últimos anos, outros dois têm sido propostos (I e J) (Huy et al 2008, Tatematsu et al 
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2009). No Brasil, os genótipos A, D e F são os mais prevalentes (de Castro et al., 2001; Teles 

et al. 2002, Araujo et al., 2004; Sitnik et al. 2004, Oliveira et al. 2005, Motta-Castro et al 

2005, Ferreira et al 2006, Mello 2007, Motta-Castro et al 2008, Matos et al 2009). A 

identificação de genótipos do HBV apresenta grande importância do ponto de vista 

epidemiológico e clínico, já que alguns autores sugerem que estes podem influenciar na 

progressão da doença hepática e interferir no tratamento da infecção (Mahtab et al 2008, Lin 

& Kao 2011). 

O diagnóstico sorológico da infecção pelo HBV inclui a detecção dos marcadores 

específicos, com a detecção de antígenos HBs e HBe, e dos seus respectivos anticorpos (anti-

HBs e anti-HBe), além do anti-HBc (IgM/Total). Resumidamente, o HBsAg indica infecção 

presente pelo HBV e a positividade ao seu anticorpo correspondente, o anti-HBs, sugere 

imunidade e recuperação. Já o anti-HBc é considerado marcador de exposição prévia a este 

vírus. Ainda, a detecção do HBeAg e anti-HBe, pode ser utilizada no acompanhamento da 

infecção, sendo sugestivos de elevada e baixa replicação viral, respectivamente (Fonseca 

2007, Liang 2009). 

Adicionalmente, o HBV DNA pode ser encontrado no soro de indivíduos com 

infecção aguda ou crônica, sendo associado à replicação viral. Assim, técnicas moleculares, 

como por exemplo, a reação da polimerase em cadeia (PCR), a análise quantitativa (carga 

viral) e seqüenciamento do genoma (parcial/completo), têm sido cada vez mais empregadas 

no diagnóstico da infecção pelo HBV (Fonseca 2007, Liaw & Chu 2009).  

Em indivíduos cronicamente infectados pelo HBV, pode ser observada a ocorrência de 

perfil atípico, caracterizado pela detecção do HBV DNA no fígado e/ou soro, na ausência do 

marcador HBsAg. Este aspecto é conhecido como infecção oculta pelo HBV, que pode ser 

classificada em soropositiva (anti-HBc e/ou anti-HBs positivos) ou infecção oculta 

soronegativa (anti-HBc e anti-HBs negativos) (Raimondo et al 2008, Said 2011). A 

importância desse quadro atípico advém do significante impacto em vários contextos clínicos: 

possibilidade de reativação da doença em um estado de imunossupressão, transmissão através 

de transfusões sanguíneas ou transplantes de órgãos, além de favorecer a progressão da 

fibrose hepática e carcinoma hepatocelular (Chemin et al. 2001, Conjeevaram & Lok 2001, 

Raimondo et al. 2003, 2007,2008, Said 2011). 

O estudo da co-infecção HBV-HIV apresenta grande relevância, uma vez que há 

modificações no perfil clínico, com implicações na terapêutica e prognóstico da hepatite B. 

Alguns autores relataram que a co-infecção com o HIV diminui a persistência de anticorpos 



 

anti-HBs (Vento et al. 1989, Horvath et al. 1994, Moss et al. 2003). Além disso, estudos 

sugerem que a infecção pelo HIV favorece episódios de reinfecção e reativação do HBV e 

ainda, o aparecimento de perfis sorológicos atípicos, sendo que muitos deles apresentam 

positividade somente para o marcador anti-HBc (Burnett et al. 2008, Machado et al. 2006, 

Mallet et al. 2011).  

  A prevalência da infecção oculta pelo HBV tem sido estudada em diferentes 

populações e os pesquisadores têm utilizado diferentes padrões laboratoriais. Por isso, os 

dados da prevalência desse tipo de infecção, no mundo, são bastante divergentes. Em estudos 

realizados em vários países, na população HIV-soropositiva, sob uso de terapia antiretroviral, 

a prevalência global da infecção oculta pelo HBV varia de 0 a 33% (Neau et al. 2005, 

Mphahlele et al. 2006, Torres-Baranda et al. 2006, Rai et al. 2007, Azadmanesh et al. 2008, 

Ramia et al. 2008, Ramenzani et al. 2010). Considerando ainda os estudos estrangeiros, que 

foram realizados nos pacientes HIV-soropositivos virgens de tratamento, a variação na 

prevalência dessa infecção é de 2,9 a 88,4% (Shire et al. 2004, Filippini et al. 2006, Firnhaber 

et al. 2009, Morsica et al. 2009, Stuart et al. 2009,   Gupta & Singh 2010, N’dri-Yoman et al. 

2010, Reuter et al. 2010). Em relação aos dados publicados do Brasil, os estudos já realizados, 

nesta população, investigaram indivíduos sob tratamento antiretroviral e verificaram índices 

variando de 5 a 20% nos Estados do Rio de Janeiro e São Paulo (Jardim et al. 2008,  Araujo et 

al. 2008,  Santos et al. 2003, Sucupira et al. 2006).  

A co-infecção HBV-HIV ainda é pouco estudada no Brasil e, até o presente momento, 

informações sobre a caracterização de genótipos do HBV em indivíduos co-infectados no 

Brasil, permanecem escassas, sendo inexistentes os dados de infecção oculta pelo HBV em 

pacientes HIV soropositivos, virgens de tratamento, do nosso País. Assim, a presente pesquisa 

buscou investigar as características moleculares do HBV em indivíduos infectados pelo HIV, 

sem tratamento antiretroviral prévio, em Goiânia-Goiás. 

 

2. OBJETIVOS 

 

 Identificar os genótipos do vírus da hepatite B em pacientes HBV-HIV co-infectados 

em Goiânia, Goiás; 

 Determinar o índice de infecção oculta pelo HBV nos indivíduos com positividade 

isolada ao anti-HBc. 

 



 

3. METODOLOGIA  

 

 Delineamento do Estudo e população - Estudo observacional, analítico, de corte 

transversal. A população da presente pesquisa foi selecionada a partir da população total do 

projeto que foi constituída de 505 indivíduos HIV soropositivos, virgens de tratamento 

antiretroviral. Estes pacientes foram encaminhados/atendidos no hospital de referência para 

doenças infecciosas em Goiânia-Goiás (Hospital de Doenças Tropicais Anuar - Auad), no 

período de um ano (abril 2009/abril 2010). Os indivíduos que concordaram em participar da 

investigação foram entrevistados sobre dados sócio-demográficos e fatores de risco 

associados à infecção pelo HBV. Em seguida, foram coletados 10 mL de sangue.  As amostras 

foram separadas e estocadas a -20
0
C até a realização dos ensaios.  

 Testes sorológicos – No período anterior a esta pesquisa, todas as amostras foram 

triadas para os marcadores sorológicos HBsAg, anti-HBc e anti-HBs pelo ensaio 

imunoenzimático (ELISA) utilizando-se reagentes comerciais. Após esta triagem, foram 

identificadas 29 amostras reagentes ao HBsAg e 26 com positividade isolada ao anti-HBc, as 

quais foram selecionadas para a análise molecular. 

 Detecção do HBV-DNA 

  Extração do HBV-DNA- As amostras HBsAg reagentes e aquelas com 

positividade isolada ao anti-HBc foram submetidas à extração do DNA do HBV, realizada em 

duas etapas, conforme descrito por Niel et al. (1994). A primeira consistiu na adição de 250 µl 

do soro em 80 µl de solução de lise, sendo esta composta por solução A (Tris 200 mM, SDS 

1% NaCl 700 mM, EDTA 20 mM e tRNA 0,1 mg/mL) e solução B (proteinase K 2 mg/mL 

dissolvida em solução de CaCl 0,36 mM; o pH final foi ajustado para 9,0 utilizando HCl). Os 

soros, juntamente com a solução de lise, foram incubados por 4 horas a 37 ºC. O DNA viral 

foi extraído pelo uso de fenol/clorofórmio e após centrifugação, o sobrenadante foi coletado e 

transferido para tubos contendo etanol. Este produto foi mantido a -20ºC durante a noite. A 

segunda etapa da reação consistiu na centrifugação do material e a formação de um 

precipitado. Em seguida, adicionou-se etanol a 70%, os tubos foram secos (aspirador à vácuo) 

e o material foi ressuspenso em 30 µl de água miliQ autoclavada. 

 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) – Após a extração do DNA, o 

mesmo foi submetido a uma semi-nested PCR, para amplificação da região Pré-S/S do 

genoma do HBV, que foi realizada em duas etapas de acordo com Motta-Castro et al. (2005). 



 

Para a primeira, denominada PCR-1, utilizou-se os primers PS1 e S2/S22 (Invitrogen) e para 

a segunda (PCR-2) foram empregados os primers PS1 e SR (Invitrogen).  

 Eletroforese em gel de agarose – Ao gel de agarose preparado a 1% em 

tampão TBE (Tris-Borato EDTA), foi acrescentado brometo de etídeo em uma concentração 

final de 0,5 µg/mL. Os produtos obtidos durante a PCR-2 e o marcador de peso molecular 

(100pb – Invitrogen) foram misturados ao corante azul de bromofenol, aplicados ao gel e 

submetidos à eletroforese. Em seguida, as bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta com 

auxílio de um transluminador. 

  Genotipagem - As amostras HBV-DNA positivas foram genotipadas por análise do 

polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição (RFLP), conforme Araújo et al. (2004). 

Resumidamente, ao produto amplificado para a região Pré-S/S, foram adicionadas as enzimas 

(BamHI, StuI e EcoRI) o que permite a identificação dos genótipos A, D e F do HBV. 

 Processamento e análise dos dados - Os dados das entrevistas e os resultados dos 

testes moleculares foram digitados em microcomputador e, quando necessário, analisados no 

programa “Epiinfo 6”, desenvolvido pelo “Centers for Disease Control and Prevention”, 

Estados Unidos da América. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Detecção do HBV-DNA e genótipos em indivíduos infectados pelo HIV em Goiânia- 

Goiás  

A Tabela 1 mostra os dados moleculares das 29 amostras HBsAg positivas. O HBV 

DNA foi detectado em 69% (20/29) das amostras HBsAg reagentes. Após a realização da 

genotipagem (RFLP), o genótipo A foi encontrado em 15 amostras (75%), sendo também 

encontrados os genótipos F(20%; 4/29) e D (5%; 1/29). Ainda, dentre estes indivíduos 

estudados, a idade variou de 26 a 67 anos e a maioria pertencia ao sexo masculino (68,9%). 

 

 

 

 

 

 



 

Tabela 1- Características moleculares das 29 amostras HBsAg positivas  

Paciente Sexo Idade HBV-DNA Genótipo 

V-18 F* 34 - - 

V-19    M** 30 + F 

V-68 M 60 + A 

V-109 M 27 + A 

V-114 F 43 + A 

V-121 F 56 - - 

V-129 M 38 + A 

V-132 M 67 - - 

V-193 F 53 + D 

V-246 M 40 + A 

V-252 M 50 + A 

V-256 M 38 + A 

V-262 M 38 + F 

V-263 F 46 + F 

V-270 M 33 - - 

V-292 M 34 + A 

V-296 M 28 - - 

V-298 F 38 + A 

V-299 F 46 + A 

V-300 M 26 + A 

V-301 M 31 - - 

V-349 M 47 + A 

V-399 F 55 - - 

V-433 M 29 + A 

V-462 F 48 + A 

V-466 M 28 - - 

V-478 M 30 - - 

V-495 M 52 + F 

V-498 M 29 + A 

*F= Feminino; **M= Masculino 

 

 



 

4.2. Infecção oculta pelo HBV  em indivíduos infectados pelo HIV 

 

A figura 1 ilustra o índice de infecção oculta pelo vírus da hepatite B dentre as 26 

amostras com positividade isolada ao anti-HBc. O HBV-DNA foi detectado em seis destas 

amostras, o que resultou numa taxa de 23,1% (IC 95%: 9,75-44,0) para infecção oculta pelo 

HBV na população estudada.  

              

23,1%

76,9%

HBV-DNA Positivo

HBV-DNA Negativo

 

Figura 1- Índice de infecção oculta pelo HBV em 26 amostras com positividade isolada para 

anti-HBc 

 

5. DISCUSSÃO 

 

O Brasil é um país constituído por uma população altamente miscigenada e apresenta 

variações nas prevalências para o HBV entre as diferentes regiões geográficas. Assim, a 

identificação dos genótipos circulantes tem grande relevância, pois contribui para o 

conhecimento da epidemiologia desta infecção em nosso País. Os genótipos A, D e F são os  

mais prevalentes  no Brasil (de Castro et al., 2001; Teles et al. 2002, Araujo et al., 2004; 

Carrilho et al. 2004, Sitnik et al. 2004, Oliveira et al. 2005,Motta-Castro et al 2005, Ferreira et 

al 2006, Mello 2007, Motta-Castro et al 2008, Matos et al 2008, Matos et al 2009) e, acredita-

se que a presença destes três genótipos seja um reflexo da formação da população brasileira. 

O genótipo A , provavelmente foi introduzido no País através do tráfico de escravos africanos 

(séculos XVI e XIX). A alta prevalência do genótipo D na Região Sul, pode ser relacionada ao 

fluxo de imigrantes europeus, provenientes da Itália e Alemanha (Início século XX). Além 

disso, o genótipo F, característico das populações ameríndias, seria originário da população 



 

nativa do Brasil (Mello et al., 2007).  No presente estudo, dentre as 20 amostras HBV-DNA 

positivas, houve predominância do genótipo A (75%), sendo também identificados os 

genótipos F(20%) e D (5%). Este resultado era esperado e confirma a circulação 

predominante destes genótipos na população brasileira, bem como em nossa Região. 

O aperfeiçoamento das técnicas de biologia molecular tem contribuído para o 

esclarecimento de muitos aspectos das infecções virais, como por exemplo a demonstração da 

ocorrência de infecção oculta pelo vírus da hepatite B, situação onde o DNA deste vírus pode 

ser encontrado no tecido hepático e/ou no sangue de indivíduos HBsAg negativos (Raimondo 

et al. 2007, 2008, Said 2011). Alguns autores descrevem que a infecção oculta pelo HBV é 

mais freqüentemente observada em pacientes com perfil anti-HBc isolado (Chemin et al. 

2001). No Brasil, em indivíduos HBV-HIV co-infectados, os índices de infecção oculta, 

considerando o estrato da população com reatividade isolada ao anti-HBc, descritos até o 

momento variam de 6,7% a 30% (Jardim et al. 2008,  Araujo et al. 2008,  Santos et al. 2003, 

Sucupira et al. 2006). Assim, a prevalência de infecção oculta pelo HBV encontrada na 

presente investigação (23,1%) está dentro da variação observada em pacientes brasileiros co-

infectados. Ainda, este índice foi semelhante ao verificado por Gupta & Singh (2010) em 

pacientes HBV-HIV co-infectados e virgens de tratamento antiretroviral na Índia (24,5%).  

 Assim, estes achados sugerem que o monitoramento molecular pode ser utilizado para 

uma melhor triagem e acompanhamento clínico dos pacientes HBV-HIV co-infectados. 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

♦ Os genótipos A (75%), F (20%) e D (5%) do HBV foram detectados em indivíduos 

infectados pelo HIV em Goiânia-Goiás, confirmando a circulação e predominância destes em 

nossa Região; 

 

♦ Observou-se um elevado índice de infecção oculta pelo HBV nos pacientes HIV 

soropositivos com reatividade isolada ao anti-HBc (23,1%), sendo este semelhante ao 

verificado em outros estudos envolvendo esta população. 
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