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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar o perfil soroepidemiolégico e molecular da
infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV) em doadores de sangue e em pacientes portadores de
hepatite B cronica atendidos em Centros de referéncia em DIP em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, Brasil Central, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2012. Foram
analisadas 8.840 amostras de sangue de primodoadores coletadas no Centro de Hematologia e
Hemoterapia de Mato Grosso do Sul no periodo de janeiro a dezembro de 2010. Todas as
amostras foram submetidas ao teste imunoenzimatico para a detec¢cdo dos marcadores
soroldgicos HBsAg e anti-HBc total. A prevaléncia global de infeccdo pelo HBV foi de
3,04% (95%Cl. 2,7-3,4). HBsAg foi detectado em 0,19% (95%CI: 0.1-0.3) dos
primodoadores estudados. Embora a infeccdo pelo HBV tenha sido detectada em
primodoadores de sangue, esses resultados demonstram um declinio significante comparado
com 9,4% de anti-HBc total e 1,1% de HBsAg relatados em um estudo conduzido
anteriormente (2001), em primodoadores no mesmo centro de referéncia. Dentre as amostras
anti-HBc positivas no ano de 2010, 190 foram submetidas a deteccdo de HBV-DNA por
semi-nested PCR e a prevaléncia de infeccdo oculta pelo virus da Hepatite B encontrada foi
de 10,5%. Esse indice é considerado elevado considerando-se a reducdo na prevaléncia da
infeccdo o que classifica a regido como sendo de baixa endemicidade. Quanto ao estudo
conduzido nos pacientes portadores cronicos de infeccdo pelo HBV, 77 amostras de soro
foram submetidas a deteccdo de marcadores de infeccdo pelo virus da hepatite Delta (HDV) e
submetidos a deteccdo do HBV-DNA (semi-nested PCR). Os genotipos do HBV e as
mutacdes na regido da polimerase foram determinados por sequenciamento. A presenca do
HBV-DNA foi detectada em 55/77 pacientes cronicos. A identificacdo dos genotipos foi
realizada em 44/50 amostras e os genotipos identificados foram A (43,2%), D (45,4%), F
(9,1%) e C (2.3%). Em relacdo ao genotipo D, os subgenotipos identificados foram: D2
(40%), D6 (35%) e D3 (5%). A analise filogenética das amostras identificadas como genotipo
A evidenciou presenca de 42,1% do subgendtipo Al, 15,8% do A3 e 15,8% do subgendtipo
A4. Quanto ao gendtipo F, 3/4 (75%) das amostras eram pertencentes ao subgenotipo F2 e 1/4
(25%) ao subgendtipo F4. Estes dados sdo compativeis com o predominio dos gendtipos A e
D relatados em diversos estudos conduzidos em nossa regido. Além disso, a identificagéo pela

primeira vez do genotipo C caracteriza a introducdo de um novo gendtipo em nossa regiao.



Dos 25 pacientes com viremia presente, 2 (8%) apresentaram a tripla mutacdo na regido da
polimerase (rtL180M + rtM204V + rtV173L). Foram observadas também 11 substituicdes de
aminoécidos (DO7A, Y13H, 191L, 1103V, N124H, L129M, Q139N, M145L, K149Q, Y151F,
Y221F), detectadas na maioria dos isolados pertencentes ao genotipo D. A substituicdo do
aminoacido V207L foi encontrada em 2/4 isolados pertencentes ao gendétipo F. A coinfeccéo
HBV/HDV foi detectada em 1.3% dentre os portadores cronicos. Este € o primeiro estudo que
demonstra a infeccdo pelo HDV e a taxa de ocorréncia natural de mutantes na regido YMDD
em pacientes com hepatite B crénica, monoinfectados e ndo tratados com lamivudina em

Mato Grosso do Sul.

Palavras-chave: Hepatite B oculta em doadores, Hepatite B cronica, Genotipos HBV,
Mutacdo HBV.



ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the soro epidemiological profile and molecular
infection by hepatitis B virus (HBV) in blood donors and in patients with chronic hepatitis B
treated at DIP reference centers in Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Central Brazil, from
January 2010 to December 2012. From January to December, 2010, 8,840 blood samples
collected from first-time donors at the Mato Grosso do Sul Hematology Center were
analyzed. All samples were subjected to enzyme immunoassay for the detection of serological
markers for HBsAg and total anti-HBc. Overall HBV infection prevalence was 3.04%
(95%Cl: 2.7-3.4). HBsAg was detected in 0.19% (95% CI: 0.1-0.3) of the first-time donors
studied. Although HBV infection has been detected in first-time blood donors, these results
demonstrate a significant decline in comparison to 9.4% of total anti-HBc and 1.1% of
HBsA(g reported in a previous study of first-time blood donors conducted in 2001 at the same
reference center. Among the samples which were anti-HBc positive in 2010, 190 were
subjected to HBV DNA detection by semi-nested PCR and occult hepatitis B virus infection
prevalence was found to be 10.5%. This index is considered high given the reduction in
prevalence classifying the region as being of low endemicity. Regarding the study conducted
in patients with chronic HBV infection, 77 sera were subjected to detection of hepatitis delta
virus (HDV) infection markers and HBV-DNA (semi-nested PCR). The HBV genotypes and
mutations in the polymerase region were determined by sequencing. The presence of HBV-
DNA was detected in 55/77 chronic patients. Genotyping was performed for 44/50 samples
and the genotypes identified were A (43.2%), D (45.4%), F (9.1%) and C (2.3%). For
genotype D, the subgenotypes identified were: D2 (40%), D6 (35%) and D3 (5%).
Phylogenetic analysis of the samples identified as genotype A revealed the presence of 42.1%
of subgenotype Al, 15.8% of A3 and 15.8% of A4. Regarding genotype F, 3/4 (75%) of the
samples were found to belong to subgenotype F2 and 1/4 (25%) to subgenotype F4. These
data are consistent with the predominance of genotypes A and D reported in several other
studies conducted in our region. Furthermore, the identification of the first characterization of
genotype C in our region confirms the introduction of a new genotype. Of the 25 patients with
viremia present, 2 (8%) presented a triple mutation in the polymerase region (rtL180M +
rtM204V + rtvV173L). Eleven amino acid substitutions also were observed (DO7A, Y13H,
191L, 1103V, N124H, L129M, Q139N, M145L, K149Q, Y151F, Y221F) and were detected in



most of the isolates belonging to genotype D. The substitution of amino acid V207L was
found in 2/4 isolates belonging to genotype F. HBV/HDV coinfection was detected in 1.3% of
chronic carriers. This is the first study which demonstrates HDV infection and the rate of
naturally occurring YMDD mutants in patients with chronic hepatitis B, who were

monoinfected and untreated with lamivudine, in Mato Grosso do Sul.

Key words: Blood donors occult hepatitis B, Cronic hepatitis B, HBV genotypes, HBV

mutation.
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1 INTRODUCAO

Hepatite B € uma doenca infecciosa associada com a estimativa de 240 milhdes de
pessoas cronicamente infectadas (OTT et al., 2012). Estima-se que um terco da populacéo
mundial tenha evidéncia soroldgica de infeccdo presente ou passada pelo virus da hepatite B.
Trata-se, portanto de um importante problema de satde publica (LOK; McCMAHON, 2009).

A doenga causada pelo virus da hepatite B (HBV) representa a décima causa de
morbidade e mortalidade no mundo. De 15 a 40% desses individuos desenvolveréo cirrose ou
carcinoma hepatocelular (CHC) (GANEM; PRINCE, 2004).

No homem a infec¢do pelo HBV pode variar da forma inaparente até doenca clinica
manifesta, a qual pode evoluir de uma forma aguda para cura com imunidade duradoura, mas
também para o estado de portador cronico assintomatico, que pode progredir para quadro de
cirrose e/ou carcinoma hepatocelular. Raramente a evolucdo pode ser de uma hepatite
fulminante. Também existem os carreadores “sauddveis” onde na vigéncia de quadro
imunossuprimivel podem reativar a forma aguda da doenca (McMAHON, 2010). Ha
evidéncia que o HBV persista nos hepatécitos, impedindo assim a completa eliminagdo do
virus, além do risco de transmissdo e reativacdo na presenca de imunossupressao.

A transmissdo se da por via perinatal (vertical), sexual e percutanea. Também pode
ocorrer a transmissdo horizontal principalmente entre criancas em areas hiperendémicas
(LOK; McMAHON, 2009).

As hepatites pds-transfusionais ainda representam um grande problema apesar de
todos os avancgos diagndsticos, epidemioldgicos, virologicos, imunolédgicos e de biologia
molecular. Apesar do aumento da sensibilidade dos testes para selecéo e triagem de doadores
de sangue ainda acontecem infecc@es pos transfusionais (GERMAIN; GOLDMAN, 2002).

O Brasil é classificado como area de endemicidade intermedidria com excessdo da
regido da Amazonia Ocidental onde a endemicidade é alta e também ha co-circulagdo do virus
da hepatite Delta (PEREIRA et al., 2009).

Em recente estudo de base populacional a regido Centro-Oeste foi classificada como
regido de baixa endemicidade, com prevaléncia do HBsAg menor que 1% (PEREIRA et al.,
2009).

Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, foram desenvolvidos estudos de prevaléncia
de hepatite B em populacdes especificas como afrodescendentes (MOTTA-CASTRO et al.,
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2008; MATOS et al., 2009), usuéarios de drogas (FERREIRA et al., 2009), populagdo exposta
a risco profissional como bombeiros (CONTRERA-MORENO et al., 2012), individuos
privados de liberdade (STIEF et al., 2010) e gestantes (FIGUEIRO-FILHO et al., 2007), mas
faltam dados atualizados da populacdo geral. Atualmente, ndo existem dados atualizados
referentes a prevaléncia da infecgdo para o virus da hepatite B na populacéo de doadores e de
pacientes atendidos nos centros de referéncia de Mato Grosso do Sul. Em 2001, Aguiar et
al.,relataram 9,4% de infeccdo pelo HBV (anti-HBc total positivo) em primodoadores de
Mato Grosso do Sul. Entretanto, faltam estudos na regido que relacionem estes dados com
positividade para DNA-HBV.

Considerando que as estratégias de controle, manejo e tratamento de hepatite B
dependem primariamente do conhecimento da epidemiologia da infeccdo, bem como das
caracteristicas clinicas, virologicas e laboratoriais da infec¢do pelo HBV, este trabalho visa a
determinacdo da prevaléncia da infeccdo pelos virus de hepatite B e a investigagdo da
ocorréncia de hepatite B oculta em primodoadores de sangue de Campo Grande-MS, bem
como a identificacdo dos principais gendtipos circulantes e das principais mutacdes no
genoma do HBV (regido da polimerase) em pacientes portadores de hepatite B crénica. Os
resultados obtidos com a execucédo desse estudo fornecerdo informacGes imprescindiveis para
o delineamento das intervencgdes terapéuticas e epidemioldgicas necessarias as populacdes
estudadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve Historico

O termo hepatites virais € convencionalmente utilizado para designar as doencas
causadas por virus hepatotrépicos. As primeiras descricbes dessa doenca vem de periodos
anteriores a Era Cristd, como relatos de surtos de ictericia na Babildnia ha mais de 2500 anos,
além da descricdo de ictericia epidémica por Hipocrates em 400 a.C. (WENDEL, 2003).

Soldados brasileiros e norte-americanos vacinados contra febre amarela na segunda
guerra mundial foram acometidos de duas epidemias distintas. Novos casos foram
reconhecidos associados ao uso de agulhas e seringas reutilizadas para a aplicagdo parenteral
para terapias anti-sifiliticas e na profilaxia de sarampo e parotidite (FONSECA, 2010).

O primeiro relato de hepatite transmitida pela inoculacdo parenteral em escala
epidémica foi em 1885 descrito por Lumen, na cidade alemd de Bremen. Uma epidemia em
191 trabalhadores de um estaleiro naval, de um total de 1.289 individuos vacinados contra
variola (vacina preparada com linfa humana) que apresentaram ictericia (FONSECA, 2010).

No final da década de 50 e inicio da década de 60 alguns autores ja conseguiam
estabelecer uma associacdo entre elevacdo de aminotransferases hepaticas de doadores e
desenvolvimento de hepatite pos transfusional, mesmo sem a identificacdo do agente
infeccioso (FONSECA, 2010).

Em 1964 foi descoberto no figado de paciente anictérico um antigeno denominado
hepatite sérica (SH). Em 1965, Blumberg e colaboradores publicaram o que viria a ser uma
das mais importantes revelacfes sobre hepatites, que foi a detec¢do, no soro proveniente de
um aborigene australiano, de um antigeno que reagiria com soros de hemofilicos, denominado
antigeno Australia (BLUMBERG; ALTER; VISNICH, 1965). Estudos subsequentes
revelaram que esse “antigeno Australia” era relativamente raro na populacdo da América do
Norte e Oeste europeu, porem prevalente em alguns paises africanos e asiaticos e entre
pacientes com leucemia, sindrome de Down e hepatite aguda. Em 1968, a correlacdo do
antigeno Australia (agora designado antigeno de superficie do virus da hepatite B ou HBsAQ)
com a infeccdo pelo HBV foi realizada a partir do soro de portadores do antigeno Austrélia
(BLUMBERG; SUTNICK; LONDON, 1969).
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Os estudos de Dane e colaboradores (1970) conduzidos em microscopia eletronica,
demostraram a natureza completa do HBV (DANE; CAMERON; BRIGGS, 1970). O anti-
HBc, anticorpo dirigido ao core do HBV, foi descoberto posteriormente por Almeida e
colaboradores em 1971.

Em 1973 a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) propde o termo hepatite B em
substituicdo aos termos anteriormente utilizados para designar a doenga como: hepatite por
soro homélogo, pos transfusional, MS-2, sérica com incubacdo prolongada ou decorrente do
antigeno Australia (FONSECA, 2010).

Na década de 70 ja foi introduzida a triagem sorolégica do HBsSAg nos bancos de
sangue, marco este que possibilitou a reducao das hepatites pds- transfusionais (SAID, 2011).

A hepatite B oculta é aquela onde a presenca do DNA do virus da hepatite B (HBV)
pode ser detectada no tecido hepatico (com ou sem detectabilidade no soro), sem auséncia da
deteccdo do antigeno de superficie (HBsAQ). Hepatite B oculta foi reportada a primeira vez ha
30 anos em um caso onde infeccdo pelo virus B ocorreu pds-transfusdo sanguinea e o doador
apresentava-se com anti-HBc isolado (TABOR et al., 1979).

2.2 Classificacdo e biologia do virus da hepatite B

O virus da hepatite B (HBV) pertence a familia Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus (ICVTV, 2011).

Na microscopia eletrénica sdo observadas trés formas distintas: particulas completas
infecciosas, denominadas particulas de Dane ou virion, particulas incompletas esféricas,
particulas incompletas filamentosas, ambas produzidas em excesso e formadas por proteinas
do envelope, com cerca de 20 nm de diametro (LIANG, 2009) (Figura 1). O soro de

individuos infectados por esse virus pode conter mais de 10° particulas infecciosas por mL.
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Particulas virais
incompletas

Figura 1 - Particulas do HBV observadas por micrografia eletrénica. Adaptado de Dane et
al., 1970.

As particulas virais infecciosas sdo esféricas com didmetro de aproximadamente 42
nm (Figura 2). E formada pelo genoma viral, por um envelope externo lipoprotéico, que
constitui o antigeno de superficie do HBV (HBsAg), e por um nucleocapsideo icosaédrico
formado pelo antigeno intracelular do core ( HBCAQ), expresso em hepatdcitos infectados
(GANEM; PRINCE, 2004).

Polimerzse [P)

Figura 2 — Representacdo esquematica do virus da hepatite B.
Fonte: Hunt et al., 2000 (adaptado)
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O genoma do HBV é um dos menores dentre os virus que infectam o homem
constituido por uma molécula de DNA circular de fita parcialmente dupla, e possui
aproximadamente 3200 pares de bases (pb) (Figura 3). Todo o genoma do HBV é codificante,
possuindo 4 ORFs conhecidas como pré-S/S, pré-C/C, P e X. A fita mais longa é
complementar ao RNA pré-genomico e possui polaridade negativa ou L (-), estd ligada
covalentemente em sua extremidade 5 a proteina terminal, tendo um comprimento de 3200
nucleotideos. A fita menor, de polaridade positiva ou S (+), é incompleta e apresenta-se com
tamanho variado, correspondendo entre 50 a 90% do comprimento da fita complementar de
polaridade negativa ou L (-). Proxima a extremidade 5’ de ambas as fitas, ha duas pequenas
seqliéncias de 11 nucleotideos, que sdo diretamente repetidas e chamadas de direct repeats
(DR1 e DR2). Essas sequéncias sdo importantes para a iniciacdo da replicacdo do HBV. A
circularidade da estrutura genémica é mantida pelo pareamento de bases situado nas

terminagdes 5° de ambas as fitas, formando um final coesivo de 224 pares de bases.

Figura 3 - Modelo esquematico do genoma do HBV (KIDD-LJUNGGREN; MIYAKAWA;
KIDD, 2002).

O genoma circular € bastante compacto. A fita L (-) contém quatro unidades de leitura
aberta (ORFs), que codificam as proteinas do envelope (pré-S/S), core (pré-core/core), X e

polimerase (P), que se sobrepdem (Figura 3). A sobreposicao dessas quatro ORFs aumenta a
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capacidade de sintese protéica em aproximadamente 50% do esperado para a totalidade do
genoma do HBV (KIDD-LJUNGGREN; MIYAKAWA; KIDD, 2002).

A regido pre-S/S codifica as proteinas do envelope viral: L (large), M (middle) e S
(small), a partir dos cddons de iniciacdo das regides pré-S1, pré-S2 e S, respectivamente. A
proteina S ou HBsAg é o constituinte predominante do envelope, podendo ser também
encontrado livre no soro (GOMES; NIEL, 2008).

Todas as trés proteinas possuem o mesmo cédon de terminacdo localizado no final da
regido S. As proteinas L, M e S estdo presentes na particula de Dane, sendo a proteina S a
mais abundante no envelope.

A maior proteina que compde o HBsAg, large L (368 aa), é codificada pelas
sequéncias Pré-S1, Pré-S2 e S, cujo codon de iniciacdo € localizado no inicio da regido pré-
S1. Essa proteina € responsavel pelos sitios de ligacdo do HBV a receptores especificos no
hepatdcito, essencial para a montagem e infecciosidade do virion (KAO; CHEN, 2002).

A proteina de tamanho intermediario, designada de middle M (281 aa), é codificada
pelas seqliéncias pré-S2 e S. Essa regido apresenta um epitopo dominante localizado na
superficie do envelope viral, de grande importancia para a adsorcao e penetracdo do HBV no
citoplasma do hepatdcito, por meio de receptores celulares para a albumina polimerizada do
soro humano (pHSA) (FRANCOIS et al., 2001).

A menor (226 aa) e mais abundante proteina do envelope, small S (226 aa), é
sintetizada a partir do cddon de iniciacdo localizado no inicio da regido S. Nela, estdo
localizados os epitopos especificos que sdo o alvo primario da neutralizacdo viral conferida
pela resposta imune do hospedeiro (GLEBE; URBAN, 2007).

A regido Pré-Core/Core possui dois cddons de iniciacdo na mesma fase de leitura
aberta e codifica duas proteinas: proteina “e” (HBeAg) e proteina do core (HBcAg). O
HBeAg é um antigeno encontrado livre no soro dos individuos infectados, cuja deteccao esta
relacionada a taxa de replicacdo viral. O antigeno HBc é um potente imunégeno(GERLICH et
al., 2007).

A regido da Polimerase, considerada a maior ORF, codifica a sintese da polimerase
viral, sobrepondo-se a todos o0s outros genes, cuja sobreposicdo inicia-se no gene C e termina
no gene X. O gene P codifica uma poliproteina com atividade de DNA polimerase, com 832
aa e peso molecular de 93,2 kDa, contendo trés dominios funcionais: O dominio carboxi-
terminal é uma transcriptase reversa com atividade de RNAse H. Regido espacadora ou
espacer, situada entre o primeiro e o segundo dominio, que pode ser removida sem afetar o

ciclo viral, sendo sua fungéo ainda n&o definida. O dominio amino-terminal, necessario como
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iniciador da sintese da fita de DNA de polaridade negativa, exercendo um papel fundamental
no reconhecimento do pgRNA (RNA pré-gendmico), que juntos sdo incorporados na nova
particula viral (SEEGER; MASON,2000).

Em todos os hepadnavirus, o gene P apresenta uma estrutura secundaria, steam loop,
conhecida como sinal de encapsidacdo ou epsilon (g), que direciona 0 empacotamento do

PgRNA em particulas de core imaturas durante a replicacdo (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura steam loop, adaptado de KIDD-LJUNGGREN; MIYAKAWA,; KIDD,
2002.

A regido do gene X codifica a sintese da proteina X do HBV (HBX), detectada apenas
nos hepatdcitos infectados. E considerado o menor gene do HBV, com 154 aminoacidos, que
interage com uma variedade de proteinas celulares, como ativadoras transcricionais virais e
celulares que estdo envolvidas na replicacdo viral, ativacdo e modulacdo da expressdao de
proto-oncogéneses (c-jun) e no controle de crescimento e diferenciacao celular (Erg-1).

Recentes estudos demonstraram que a HBx pode interferir na atividade da p53, uma
proteina supressora tumoral e ativadora de apoptose celular. Dessa forma, a HBx parece
contribuir para proliferacdo de populagdes celulares com danos genéticos, favorecendo o
desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular em portadores cronicos do HBV
(HENKLER; KOSHY, 1996).

Embora a exata funcdo do antigeno X ainda ndo esteja definida, tem sido demonstrado

que mutacdes e delecdes nesse antigeno, envolvendo elementos regulatdrios que controlam a
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replicacéo, estéo relacionadas com o desenvolvimento do HCC em 80% do total de casos de
portadores cronicos do HBV (GLEB; URBAN, 2007).

2.2.1 Replicacdo do virus da hepatite B

Esclarecimentos relacionados ao processo de entrada do HBV nos hepat6citos ainda
precisam ser realizados. Estudos envolvendo o HBV sugerem que os dominios pré-S1 e S
estdo envolvidos na adsorcdo do HBV, sendo o dominio pré-S1 o principal sitio de ligacdo do
HBV ao complexo de moléculas receptoras presentes nos hepatécitos. Apds a adsorcao, o
virus penetra no citoplasma dos hepatdcitos e perde o envoltério. No interior do hepatdcito, o
nucleocapsideo libera 0 HBV-DNA e este é transportado para o nucleo, onde o DNA viral de
fita parcialmente dupla é convertido em DNA circular de fita dupla covalentemente ligada
(cccDNA) pela DNA polimerase da célula hospedeira. A molécula de cccDNA é a forma pela
qual o HBV persiste na célula hospedeira. A RNA polimerase Il do hepat6cito atua sobre o
cccDNA que serve como molde para transcricdo dos RNAs mensageiros funcionais
genémicos e pré-gendmicos. O pgRNA (pré-genémico) é o molde para a sintese do DNA
viral. Os outros trés RNAs séo transcritos para producdo da DNA polimerase do HBV e das
proteinas virais, como o antigeno core do HBV (HBcAg), o antigeno “¢” do HBV (HBeAg) e
as proteinas do envelope viral (GOMES; NIEL, 2008).

Como todo hepadnavirus, o HBV replica seu genoma por meio da transcricdo reversa
do RNA pré-genémico em DNA (BECK; NASSAL, 2007). Inicialmente, € sintetizada a fita
de polaridade negativa. Paralelamente, a atividade da RNAse H da polimerase viral degrada o
molde de RNA. Com o término da polimerizacdo da fita de polaridade negativa, inicia-se a
sintese da fita de polaridade positiva, a qual ndo é formada completamente (BECK; NASSAL,
2007). Apos a sintese das duas fitas de DNA, as particulas do core maduras sdo envolvidas
pelas proteinas do envelope no reticulo endoplasmatico rugoso, seguindo depois atraves do
complexo de Golgi, até a superficie da célula onde finalmente os virions sdo liberados da

célula.
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2.2.2 Distribuicio dos gendtipos e subgendétipos do HBV

Pela primeira vez, a variabilidade do HBV foi relatada por Le Bouvier (1971) que
descreveu dois determinantes de subtipos mutuamente exclusivos, “d” e “y”. Estes
compartilham um determinante de grupo comum, denominado “a”, que ¢ um epitopo
conformacional localizado no HBsAg. Existem ainda dois determinantes antigénicos

(13 2

adicionais mutuamente exclusivos descritos por Bancroft et al. (1972), o determinante “w” ou
“r”, que determina que cada amostra do HBV poderia ser caracterizada como constituinte de
quatro principais subtipos do HBsAg — adr, ayr, adw e ayw. Em um amplo estudo realizado
por Couroucé-Pauty et al. (1983), nove subtipos foram caracterizados: aywl, ayw2, ayw3,
ayw4, adw?2, adw4, ayr, adrg+ e adrg-, de acordo com os determinantes e subdeterminantes
antigénicos do HBsAg (COUROUCE-PAUTY; PLANCON; SOULER, 1983).

Anticorpos contra o determinante “a” conferem protegao a todos 0s subtipos do HBV.
Inicialmente, os subtipos do HBsAg foram utilizados em estudos epidemiol6gicos do HBV e,
em alguns casos, para definir rotas nosocomiais de infeccdo (COUROUCE-PAUTY;
PLANCON; SOULER, 1983).

Okamoto et al., em 1988 sugeriram que a determinagdo dos subtipos poderia ser
gradualmente substituida pela classificacdo do HBV em subgrupos genéticos. A comparacao
de seqiiéncias gendmicas completas de amostras do HBV possibilitou a classificacdo das
mesmas em dez grupos genémicos, denominados de A até J, com mais de 8% de divergéncia
intergenotipica. Considerando a sequéncia nucleotidica do gene S e relacionando-a com a
classificacdo de Okamoto et al. (1988), Norder et al. (1992) descreveram dois novos
genotipos, E e F. Esses resultados foram confirmados em estudo posterior realizado por Uy et
al. (1992). Em 1993, Naumann et al., descreveram, no Brasil, uma amostra altamente
divergente (15%) em relacdo a sequéncia genémica das demais, cujo subtipo era adw4 e foi
classificado como gendtipo F, sendo esse 0 mais divergente genotipo dentre os ja relatados em
humanos. Posteriormente, Stuyver et al. (2000) identificaram o gendtipo G, encontrado em
amostras de doadores de sangue provenientes da Franca e Estados Unidos da Ameérica. Mais
recentemente, um novo genotipo do HBV, denominado gen6tipo H, foi descrito em isolados
oriundos das Américas Central (Nicaragua) e do Norte (California) (Arauz-Ruiz et al., 2002).
Os gendtipos | e J tém sido encontrados em areas do Vietnam, Laos e Japdo (PHUNG et al.,
2010; TATEMATSU et al., 2009).
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Os gendtipos do HBV apresentam genomas de diferentes tamanhos. Os genotipos B,
C, F e H possuem um genoma com 3215 nucleotideos. Isolados pertencentes ao genotipo D
apresentam uma delecdo de 33 nucleotideos na regido pré-S1, resultando em um tamanho de
3182 nucleotideos (GERLICH,1991). Os gendtipos E e G possuem uma delecdo de trés
nucleotideos na mesma regido da polimerase. Em comparacdo aos outros genotipos, isolados
pertencentes ao gendtipo G possuem o maior genoma devido a uma inser¢cdo de 36
nucleotideos na regido do gene do core (STUYVER et al., 2000). O gendtipo A difere-se dos
outros por uma insercdo de seis nucleotideos na regido terminal do gene da polimerase que
sobrepde a regido do gene core (BARTHOLOMEUSZ; SCHAEFER, 2004).

Estudos conduzidos em diversas regides geograficas demonstraram que alguns
gendtipos podiam ser subdivididos em subgenotipos. Dentre os isolados do genotipo A, cinco
subgendtipos foram identificados (A1-A5) (McMAHON, 2009; CAO, 2009) que se
encontram amplamente distribuidos na Europa, Africa e Américas. A classica mutacéo pré-
core localizada no nucleotideo 1896 consistindo da substituicdo G-A que cria o stop cddon
ndo é encontrada neste genotipo (McMAHON, 2009).

Kramvis et al. (1997), Attia (1998) e Kew et al. (2005) sugeriram que esse
subgenotipo esteja associado com niveis reduzidos do HBV DNA e baixa prevaléncia do
HBeAg, bem como provavel associagdo com carcinoma hepatocelular na Africa. O Gendtipo
A quando comparado com genétipo D, estd relacionado a melhor resposta quando o
tratamento € realizado com interferon alfa (CAO et al., 2009).

O genotipo B apresenta oito subgenotipos. Infeccdo pelo subgendtipo B2 esta
associada com carcinoma hepatocelular e recorréncia deste em pacientes jovens
principalmente em pacientes ndo cirroticos da China e Taiwan (KAO et al.,2000). O
subgendtipo Bl estd frequentemente associado com hepatite B fulminante no Japdo
(KUSAKABE et al., 2009).

Gendtipo C pode ser subdividido em nove subgenétipos (CAO, 2009). O subgendtipo
C1 é predominante na Tailandia e Vietnam, e o C2 encontrado no Japdo, Coréia e China
(HUY et al., 2004). O subgenétipo C3 foi relatado nas ilhas do pacifico como a Micronésia,
Melanésia e Polinésia (CHU et al., 2003, MIYAKAWA; MIZOKAMI, 2003, SCHAEFER,
2005). Este genotipo tem sido amplamente associado com risco de progressdao de doenca
hepatica com altas taxas de HCC e aumento do risco de cirrose e HCC comparado com
gendtipo B (McMAHON, 2009). Também h& uma soroconversdao HBeAg mais tardia que 0s
outros genotipos o que pode explicar a maior taxa de transmissdo vertical nesta regido.

Genotipos B e C séo tipicos de descendentes asiaticos que moram no Brasil.
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O Gendtipo D é distribuido mais uniformemente pela Europa, Russia, Asia e regido do
mediterraneo, incluido o sul da Europa e norte da Africa. Também ¢ encontrado nos Estados
Unidos e populagdes indigenas do Artico e Alasca. Este genétipo pode ser subdividido em
sete subgenotipos (CAO et al., 2009) e tem sido associado com a conversdo da forma de
HBeAg para anti-HBe na adolescéncia. Estudos na india relataram que este gen6tipo estava
mais associado com doenca hepética severa e HCC em pessoas jovens que 0 genotipo A.

O gendtipo E é encontrado no oeste da Africa e este tem como caracteristica a baixa
diversidade entre as amostras nesta regido do mundo (MULDERS et al., 2004). No Brasil foi
detectado em paciente proveniente da Africa (SITNIK et al., 2007). A associagdo com
progressao da doenca hepatica ndo foi estudada.

O genotipo G é o mais incomum de todos os genoétipos. Tem sido encontrado na
Franca e Estados Unidos em poucos pacientes (STUYVER et al., 2000). Este é quase que
exclusivamente encontrado em pessoas coinfectadas com outros gendtipos, geralmente
genotipo A (KATO et al., 2002). Este gendtipo tem sido associado por alguns autores com a
transmissao sexual entre homens (SANCHEZ et al., 2007).

Os gendtipos F e H sdo novos genotipos encontrados primariamente em populagdes
indigenas da América do Norte e do Sul (DEVESA et al., 2004). O genétipo F ¢ dividido em
quatro subtipos: F1-F4 (DEVESA et al., 2008).

O gendtipo H é encontrado na Ameérica Central, primeiramente no México e na
Nicaragua (DEVESA; PUJOL, 2007). Ele também tem sido encontrado em imigrantes da
regido da California.

No Brasil, os gendtipos mais encontrados sdo o A, D e F, embora na populagdo de
origem oriental predominem o B e o C (MELLO et al., 2007).

2.2.3 Mutacdes no genoma do HBV

Devido as elevadas taxas de replicacdo viral e a presenca da etapa de transcrigdo
reversa em seu ciclo de replicacéo, erros espontaneos acontecem e mutantes do genoma viral
emergem frequentemente. Cometem um erro a cada 104 nucleotideos copiados para RNA.
Destituida de mecanismo de correcao na leitura e transcricdo do RNA em DNA, a transcricéo
reversa pode levar a uma alta heterogeneidade e variabilidade genémica, a exemplo do que

ocorre com os retrovirus (WEBER, 2005).
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A taxa de substituiches in vivo que ocasiona 0 surgimento de isolados mutantes
depende de fatores relativos ao hospedeiro (clearance imune) e ao HBV (caracteristicas
gendmicas e replicativas), além de fatores exdgenos como vacinas e antivirais que selecionam
os scape mutants (LOCARNINI, 2004).

Diferentes mecanismos interferindo em nivel de traducdo ou pds-traducéo, incluindo
trocas conformacionais, insercdo de residuos basicos bem como mecanismos de reducdo da
sintese ou secrecdo do HBsAg, podem influenciar isoladamente ou em conjunto, para geracao
de mutantes, tendo como consequéncia infec¢Ges imuno-silenciosas e/ou padrdes soroldgicos
incomuns ou atipicos (CHIOU et al., 1997; KREUTZ, 2002).

Entre as mutacBes, a delecdo na regido Pré-S é frequentemente encontrada em
carreadores do HBV (GUNTHER et al., 1999). A regido Pré-S exibe a maior heterogeneidade
dentre o genoma do HBV, podendo resultar em substituicdes de aminoacidos, como a troca da
glicina pela arginina no codon 145 (G145R) (CARMAN et al., 1990). Esta é a mutagdo mais
frequentemente documentada em todo o mundo, ocasionando mudancgas conformacionais que
afetam a ligacdo dos anticorpos neutralizantes e que propicia a disseminacdo dessas variantes
ndo detectadas pelos testes soroldgicos habituais. Mutagdes dentro deste epitopo foram
selecionadas durante a vacinagdo (CARMAN et al., 1990) e ap6s o tratamento com
imunoglobulina de pacientes transplantados de figado (CARMAN et al., 1996). Além disso, a
auséncia de reconhecimento do HBsAg dessas variantes pelos anticorpos especificos pode
interferir na resposta vacinal, ocorrendo, assim, infeccdo aguda independentemente da
presenca de anticorpos (anti-HBs) em niveis protetores e vantagens seletivas dos clones
dessas variantes nos portadores cronicos em tratamento (LOCARNINI, 2004; WEBER,
2005). Esse mutante foi identificado a partir de um estudo realizado em Singapura
(ZUCKERMAN et al., 1994) onde das 345 criancas, nascidas de mdes HBsAg e HBeAg
positivas, que receberam imunoglobulina B especifica e vacina contra HBV plasma-derivada,
41 foram infectadas com o agente a despeito da presenca de anti-HBs. Este mutante tem sido
isolado em varias partes do mundo, e ndo apenas a partir de individuos vacinados (CARMAN
et al., 1995). A mutacdo G145R apresenta-se extremamente estavel e pode manter a sua
habilidade de replicacdo em altos titulos por vérios anos (CARMAN et al., 1990), além de ser
transmissivel horizontalmente, a despeito da presenca de altos titulos de anti-HBs circulante
(OON et al., 2000).

Ainda hé vérios relatos de mutacdes no gene S afetando residuos de aminoécidos nas
posi¢Oes 120, 123, 127, 129, 133 ¢ 144 do determinante ‘a’. Dentre elas as mais relevantes
tém demonstrado serem, além da G145R, as substitui¢des nos residuos 141 (K141E) e 131
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(T131l) e, ainda, a insercdo de trés aminoacidos entre as posi¢des 123 e 124, as quais podem
levar & evasdo do virus a acdo neutralizante dos anticorpos especificos e, ainda, reduzir a
eficiéncia de sua deteccdo pelos ensaios usados no diagnostico da infeccdo bem como na
triagem sorologica de doadores de banco de sangue (SEDDIGH-TONEKABONI et al., 2000).

Muitos estudos em Taiwan, China, Koreia e Japdo indicam que delecao na regido Pré-
S estd associada com progressdo da doenca hepatica (UTAMA et al., 2011). Mais
recentemente foi relatado em criancas de Taiwan e outros paises asiaticos, portadoras desta
mutacdo, desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (ABE, 2009; HUANG, 2010).

Com relagdo as mutacGes que afetam a producdo do HBe, observou-se que no curso
tipico da infecgdo pelo HBV, ou durante a terapia antiviral na infec¢do crénica pelo agente, a
soroconversao de HBeAg para o anti-HBe é geralmente acompanhada por um decréscimo na
replicacdo viral e remissdo da doenca hepatica (GUNTHER et al., 1999; TACKE et al., 2004;
HARRISON, 2006). Dentre alguns pacientes, por razdes ainda desconhecidas, a presséo
imune associada a soroconversdo contribui para o surgimento de variantes virais que se
caracterizam por ndo expressarem HBeAg ou 0 expressarem em baixos niveis, embora esses
pacientes apresentem continuada replicacdo viral associada ao dano hepatico (TACKE et al.,
2004; PENG et al., 2005).

Diversas mutacdes na regido pré-core/core do genoma do HBV tém sido observadas
em pacientes HBeAg negativos que apresentam viremia persistente, associadas ao
agravamento da doenca hepatica com progressdo para cirrose e HCC, além de elevada
incidéncia de hepatite fulminante (CHU et al., 2003; LOCARNINI, 2004; REZENDE et al.,
2005; TONG et al., 2005; WEBER, 2005).

Durante a infeccdo cronica, dois tipos de variantes do gene C tém sido frequentemente
relatados os quais afetam a expressdo do HBeAg: mutacbes na regido pré-core (PC) e as
mutacdes na regido do Promotor Basal do Core (PBC). A troca da guanina pela adenina no
nucleotideo 1896 na regido pré-core, denominada por G1896A, alterando o cddon 28 de UGG
(TGG) para UAG (TAG), é a mutacdo mais frequentemente observada que resulta em um
cédon de terminagdo (stop-codon prematuro), com conseqiiente auséncia da sintese do
HBeAg. O nucleotideo guanina (G) na posicdo 1896 se pareia com o nucleotideo citosina © na
posicdo 1858 e esta envolvido na formagéo da estrutura steam-loop, ¢ (epsilon), que € necessaria
para a estabilizacdo do sinal de encapsidagdo do RNA pré-gendmico no interior do
nucleocapsideo durante o ciclo de replica¢do viral. A mutacdo pré-core G1896A é freqiiente
em pacientes com genétipo D (TAGHAVI et al., 2010).
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A sequéncia de DNA que codifica a regido ¢ é altamente conservada entre 0s
diferentes gendtipos. A estabilidade do steam loop depende da conservagdo dos nucleotideos
em algumas posic¢Bes, como o T (U-1858 no RNA) na posi¢cdo 1858 (cadeia ascendente do
loop) que pareia com A na posicdo 1896 (cadeia descendente do loop). Caso exista C na
posicdo 1858, esse nucleotideo ird parear-se com G na posi¢do 1896. O nucleotideo C na
posicdo 1858 é encontrado principalmente nos gendétipos A e F, enquanto que nos genotipos B
e E, encontra-se o nucleotideo T na posicdo 1858. O nucleotideo C-1858 é raramente
encontrado nos genotipos C e D. Mutagdes que desestruturam o pareamento das bases podem
ocasionar replicaces menos eficientes ou a producdo de particulas virais ndo infecciosas
(KIDD-LJUNGGREN et al., 2002).

A segunda mutacdo mais comum € a dupla substituicdo no promotor do core (A1762T
e G1764A), encontrada em experimentos de transfeccdo que regulam a producdo do RNA
pré-gendmico, resultando na reducdo do nivel de proteinas codificadas (CHU et al., 2003).

Tem sido postulado que o HBeAg induz uma tolerancia imune contra ele proprio ou
ao HBcAg, ou mesmo para ambos os antigenos. Como o HBeAg compartilha alguns epitopos
com o antigeno do core, sua auséncia ou presenca em concentragdes reduzidas na circulagéo,
faz com que o HBcAg seja alvo direto do sistema imune humoral e celular, levando a necrose
dos hepatocitos e dano hepatico (KRAMVIS; KEW, 1999), o que sugere uma relagdo proxima
entre mutacdo no promotor basal do core e avan¢o da doencga hepatica, com o aumento do
risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (YOTSUYANAGI et al., 2002).

Outras mutacOes tém sido descritas na literatura, tais como, A1762T/ G1764A ou
Al1766G/AL1768G, observadas a partir de individuos acometidos por hepatite fulminante
KRAMVIS; KEW, 1999), bem como delecbes de nt nas posi¢des 1763-1770 ou 1746-1757,
envolvendo portadores cronicos assintomaticos (SALLAM; TONG, 2002).

O significado clinico e viroldgico das mutacdes na regido do pré-core/core sdo ainda
pouco compreendidas. Muitos estudos tém mostrado a associagdo entre estas mutacdes e
maior dano hepatico e carcinoma hepatocelular (KAO et al., 2003).

Mutacdes no dominio catalitico da regido da Polimerase do genoma do HBV, em
particular Met-550-1le ou Met-550-Val no motivo conservado Tyr-Met-Asp-Asp (YMDD),
comprometem a atividade da transcriptase reversa. Essa mutacdo tem sido associada a perda
da atividade inibitoria da lamivudina, geralmente efetiva na supressdo da replicagdo viral,
levando ao aparecimento de amostras resistentes a essa droga antiviral ap6s longo periodo de
tratamento (YILDIZ et al.,, 2011) aproximadamente 70% ap6s 48 meses de uso desta

medicacdo (LAI et al., 2003). Fatores que aumentam o risco de mutacdo de resisténcia
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incluem HBV DNA elevado, niveis de alanino aminotransferase e supressdo incompleta da
replicacéo viral (LAI et al., 2003). Resisténcia a lamivudina pode levar a resisténcia cruzada
com telbivudina e resisténcia cruzada parcial ao entecavir, mas ndo ao tenofovir. Resisténcia
cruzada ao adefovir deve ser observada dependendo do perfil da mutacdo (LOCARNINI;
ZOULIM, 2010).

O aparecimento desta mutacdo também pode ocorrer de forma espontanea em
pacientes que ndo fizeram uso previo da lamivudina e o valor da carga viral pode ser o fator
determinante (TAN et al., 2012). Mutacdes caracterizadas pela substituicdo de arginina por
glicina na posicdo 145 (G145R) e 120 (P120T) codificam concomitantemente trocas
rtR/W153Q e rtT128N a nivel do gene pol, respectivamente (TORRESI et al., 2002). Essas
mutacdes tém sido descritas em pacientes que se encontram sob tratamento com lamivudina
(LMV) e imunoglobulina B hiperimune (HBIg) (LOCARNINI; MCMILLAN;
BARTHOLOMEUSZ, 2003), as quais restauram a capacidade replicativa do mutante LMV
HBYV resistente (TORRESI et al., 2002).

Mutantes na regido X podem também envolver elementos regulatérios que controlam
a replicacéo viral, como o promotor basal do core e o enhancer Ill. Tais delecdes regulam
negativamente o promotor pré-core, impedindo, assim, a sintese de proteinas virais e podem
estar associadas com hepatite B fulminante (LOCARNINI, 2004, LOCARNINI; ZOULIM,
2010).

Uma entidade clinica reconhecida como infeccdo sorologicamente silenciosa tem sido
amplamente associada a presenca de HBV mutantes do ORF-X do HBV. Alguns destes tém
sido caracterizados pela delecdo de 8-nt a nivel desse gene o que cria um cddon de finalizacado
precoce na porcao C-terminal da proteina. Essa delecdo leva a producdo de uma proteina X
‘truncada’ composta por 135 aa, destituida da atividade transativadora da replicagdo viral
(KREUTZ, 2002), o que resulta na supressdo da replicacdo e expressao do DNA com
consequente auséncia de marcadores sorolégicos classicos (UCHIDA et al., 1994, FUKUDA
etal., 1996).

2.3 Aspectos clinicos

O curso natural da infeccdo pelo HBV inclui cinco fases distintas baseadas na
interacdo virus-hospedeiro: tolerancia imunoldgica, imune ativa, inativa, crénica HBeAg

negativa, clareamento do HBsAg, além da infeccdo oculta (ZHUANG, 2012).



30

A fase de imunotoleréncia é caracterizada pela presenga do antigeno HBsAg e do
HBeAg. Niveis séricos elevados de HBV-DNA sdo detectados no soro e valores normais ou
minimamente elevados de alanina aminotransferase (ALT). A bidpsia hepéatica mostra figado
de aspecto normal ou apenas com o0 minimo de atividade inflamatoria. Esta fase pode persistir
por 10 a 30 anos em individuos infectados no periodo perinatal, porem pode ser curta ou
ausente nos individuos que adquiriram na fase adulta. Neste periodo a taxa de perda
espontanea do HBeAg € muito baixa e em virtude dos altos valores de viremia a
contagiosidade é muito alta (ZHUANG, 2012).

A fase imunoativa é caracterizada pela positividade do HBeAg. A tolerancia
imunologica é perdida e o sistema imune desencadeia mecanismos para eliminar as celulas
hepéaticas acometidas pelas particulas virais. Esta fase tem o curso flutuante com variagdes
nos niveis de HBV DNA, elevacdo de ALT, e necroinflamacdo hepética. Os niveis de HBV
DNA sdo maiores que 20 Ul/mL (105 copias/mL) na fase de HBeAg positivo podendo
permanecer elevada ou cair na fase de negativacdo do HBeAg. Esta fase ocorre depois de
varios anos de tolerancia imunologica e é a mais frequentemente alcancada em pacientes que
contrairam a doenca na idade adulta ap6s a fase de maturacao imunoldgica. Esta termina com
a perda do HBeAg.

A fase de portador inativo do virus caracteriza-se pela negativacdo do HBeAg, baixos
niveis de HBY DNA (menor que 2.000 Ul/mL) ou indetectabilidade deste, ALT normal, e
histologia hepatica inativa. Antes de classificarmos o paciente como carreador inativo,
devemos fazer o controle dos niveis de ALT e HBV DNA pelo menos a cada 3-4 meses.

Na fase de reativacdo, o0 HBeAg anteriormente negativo volta a positivar. Os valores
de HBV DNA aumentam permanecendo entre 2.000 e 20.000 Ul/mL, ALT torna-se elevada e
ocorre necroinflamacdo hepatica moderada ou grave com variadveis estagios de fibrose. Esta
fase geralmente ocorre na vigéncia de imunossupressao do hospedeiro em virtude de uso de
quimioterapia, uso de imunossupressores ou por mutagdes virais permitindo assim o escape a
vigilancia imunoldgica do hospedeiro. Em vigéncia de mutacdo pré-core e/ ou core-promoter
que decorre da substituicdo de nucleotideos nessas regides, ocorre incapacidade de expressao
do HBeAg ou mesmo a sua expressdo em niveis muito baixos. Nestes casos mesmo na
vigéncia de replicacédo viral o HBeAg é negativo (McMAHON, 2010).

ApOs estes estagios pode ocorrer a perda do HBsAg com a persisténcia do HBY DNA
em niveis baixos, caracterizando a chamada hepatite oculta. O dano histolégico desta fase
pode ser consequéncia das injurias hepaticas sofridas anteriormente. A imunossupressdo pode

levar a um quadro de reativagédo das fases anteriores inclusive com reativacdo do HBeAg.
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O carreador “saudavel” ¢ aquele paciente que apresenta 0 HBSAg por mais de seis
meses com valores de enzimas hepaticas normais. Eles sdo negativos para o HBeAg e séo
associados com baixo ou indetectavel nivel de HBV DNA. O risco de progresséo para cirrose
e hepatocarcinoma € baixo (TORBENSON; THOMAS, 2002).

A persisténcia do HBsAg detectavel por seis meses ou mais € definida como hepatite
B cronica. Estes pacientes tém variagdes no valor das enzimas hepéticas e dos niveis do HBV
DNA. Em alguns pacientes 0 HBeAg ¢ indetectavel apesar da persistente replicacdo do virus
(OCANA et al., 2011). Isto deve ocorrer em virtude de mutacdo que evita a expressdo da
proteina “¢”. Esta mutacdo esta localizada na regido promotora do nlcleo basal (A1762T e
G1764A) e naregido pre-core (G1896A) (QIN et al., 2009).

O clareamento viral do HBsAg pode acontecer durante o curso da doenca cronica de
forma esponténea, sendo este de probabilidade crescente. A taxa de clareamento relatada por
Chu et al. (2007) foi de 8,1% nos primeiros 10 anos de acompanhamento, com aumento para
24,9% depois de 20 anos e 44,7% ap6s 25 anos de infecgdo pelo HBV.

2.4 Diagnostico laboratorial

O diagnostico da infeccdo pelo HBV se baseia em varios critérios laboratoriais como a
deteccdo de marcadores sorolégicos e moleculares. Também o acompanhamento do curso
clinico da infeccdo e monitoramento desta é baseado nos ensaios soroldgicos como o ensaio
imunenzimatico (ELISA) para deteccdo de anticorpos e antigenos especificos do HBV, além
de testes imunohistoquimicos e nos ensaios moleculares que detectam qualitativa e/ou
quantitativamente o HBV-DNA (PAWLOTSKY, 2003).

Cerca de 4 semanas ap0s exposicdo surge o HBsAg que é o primeiro marcador
soroldgico a aparecer no paciente infectado pelo virus B. Concomitantemente, HBeAg, HBV-
DNA e DNA polimerase ja podem ser detectados. Este é o periodo de alta infecciosidade
devido a concentragdo elevada de virions no sangue. Com o desaparecimento do HBsAg
surge o anticorpo anti-HBs, caracterizando assim o fim da fase aguda da infeccéo e inicio da
fase de convalescenca. O anti-HBs é marcador de imunidade ou recuperagdo da infeccéo pelo
HBV e da imunidade conferida pela vacinacdo (LIANG, 2009).

Nos hepatocitos infectados, podemos detectar o antigeno HBc, que é um potente
imundgeno, e estimula uma efetiva resposta humoral com producdo de anti-HBc IgM durante
o0 curso da infeccdo aguda. Este é o Unico marcador que define a etiologia da infeccdo como

hepatite B aguda e é o primeiro anticorpo a ser detectado. A fracdo IgM também pode ter
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periodos de elevacdo nos quadros de agudizacdo (Flare) de quadros crbnicos HBeAg
positivos. Durante a fase de convalescenca, os titulos de anti-HBc IgM diminuem enquanto o0s
titulos de anti-HBc 1gG aumentam, permanecendo detectaveis por toda a vida (HOLLINGER,
2008). O anticorpo total contra o nucleocapsideo da hepatite B (anti-HBc total) é o principal
marcador para estudo da prevaléncia da infec¢do causada pelo HBV.

O marcador anti-HBc total persiste juntamente com anti-HBs em pacientes com
quadros de infec¢do passada com consequente imunidade ao HBV. O anti-HBc pode ser
detectado isoladamente.

A definigdo de hepatite B cronica é referida pela persisténcia do HBsSAg por um
periodo superior a seis meses. Pode estar associada a deteccdo do HBV DNA e do marcador
HBeAg (em individuos que ndo apresentam mutacGes que impecam a expressdo dessa
proteina), risco de transmissdo viral e presenca de processo hepético inflamatério, podendo
evoluir para cirrose e HCC (HADZIYANNIS; VASSILOPOULOS, 2001, LOK;
McMAHON, 2001).

O HBeAg é um marcador encontrado no soro de individuos com infeccdo aguda ou
crbnica, indicando titulos elevados do HBV-DNA e infecciosidade. O desaparecimento do
HBeAg e o surgimento do anti-HBe sugere diminuicdo ou auséncia da replicagdo viral
(HADZIYANNIS; VASSILOPOULOQS, 2001).

Os métodos bioquimicos realizados para a avaliacdo da funcdo hepatica sdo a dosagem
de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama glutamil
transpeptidase (y-GT), bilirrubinas, dentre outros. Niveis séricos elevados de ALT estdo
relacionados com a gravidade da hepatite B cronica. Aumento nos niveis de y-GT, queda na
concentracdo da albumina, hiperbilirrubinemia ou tempo de protrombina prolongado indicam
avanco no estado de dano hepatico. Na cirrose hepatica os niveis de AST excedem 0s niveis
de ALT.

As tecnicas de detecgdo molecular do HBV DNA nas formas qualitativa e quantitativa
tém sido utilizadas na confirmacdo da viremia pelo HBV, determinacdo da carga viral,
monitoramento da atividade replicativa do virus, progressdo da doenca hepatica e resposta ao
tratamento antiviral em pacientes cronicamente infectados (BADUR; AKGUN, 2001).

Os principios das técnicas moleculares utilizadas para detec¢do e quantificacdo do
HBV-DNA no sangue (soro) baseiam-se no sinal de amplificagcdo seguido de hibridizacéo
molecular (incluindo os métodos de captura hibrida e branched DNA) ou métodos de
amplificagdo do HBV-DNA (incluindo reagéo de cadeia da polimerase - PCR ou transcrigdo
mediada por amplificacdo - TMA) (PAWLOTSKY, 2003).
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2.5 Tratamento

O primeiro antiviral via oral aprovado para tratamento da hepatite B foi a lamivudina
em 1998. Apos este, outras drogas foram liberadas para uso e controle da doenca. Atualmente
as terapias aprovadas incluem interferon alfa, interferon peguilado (peg-alfa 2a), e cinco
nucleosideos/nucleotideos analogos: lamivudina, adefovir, entecavir, telbivudina e tenofovir
(ZHUANG, 2012).

Diversas estratégias de tratamento tém sido propostas pelos consensos mundiais
levando-se em consideracéo o perfil de cada doente e as variabilidades virais. Outras formas
de decisdo incluem o tempo de uso de cada droga e a barreira genética das mesmas
(GADANO et al., 2011).

O tratamento ndo esta indicado para todas as fases da hepatite viral B, ficando restrito
aos casos onde ocorre dano hepatico. Esta avaliacdo geralmente estd relacionada a trés
critérios: niveis de HBV DNA no soro, valores de ALT e severidade da doenca hepética
evidenciada pela biopsia (ZHUANG, 2012).

O objetivo do tratamento é aumentar a qualidade de vida e sobrevida do paciente
prevenindo a progressdo da doenga para cirrose e a descompensacdo dos quadros ja
instalados, além de evitar o aparecimento do hepatocarcinoma e a morte (BRUNETTO;
BONINO, 2004). Isto deve ser conseguido com a supressdo da replicacdo viral. O ideal é a
perda do HBsAg e soroconversdo para anti-HBs, mas outras metas do tratamento como a
soroconversao do HBeAg nos casos onde este é positivo, a indetectabilidade do HBV DNA
por técnicas de PCR e a normalizagdo dos niveis de ALT.

Os diversos consensos existentes para tratamento da hepatite B crénica ndo indicam
tratamento na fase de imunotolerante e na fase de portador inativo. Nestas o valor da ALT
geralmente é normal.

No protocolo brasileiro (BRASIL, 2011), pacientes com HBeAg positivo com ALT
elevada est4 indicado o tratamento mesmo sem a necessidade de quantificagdo do HBV DNA.
A bidpsia deve ser indicada nos casos de ALT normal, se o paciente for do sexo masculino e
maior que 40 anos. A indicacdo do tratamento deverd ser realizada para aqueles que tiverem
atividade inflamatdria ou fibrose maior ou igual a 2. A indicacdo nestas situacdes sera de
interferon por 16 a 24 semanas.

No consenso da sociedade européia (EASL, 2012), nos casos HBeAg positivo com

ALT elevada o tratamento esta indicado sem a necessidade de bidpsia hepatica. Naqueles com
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ALT normal e HBV DNA elevado se maior que 30 anos e ou historia familiar de CHC ou
cirrose esta indicado a realizacéo de bidpsia e tratamento de acordo com o resultado.

No consenso americano (AASLD, 2009), nos casos de HBeAg positivo com HBV
DNA maior que 20.000 cépias e ALT normal, esta enzima devera ser monitorada a cada 3 a 6
meses e a biopsia estd indicada se esta aumentar entre 1-2 vezes o limite superior de
normalidade e se o paciente tiver idade superior a 40 anos. Nos casos de ALT maior que 2
vezes o limite superior o tratamento esta indicado.

Nos casos de HBeAg negativo no protocolo brasileiro (BRASIL, 2011) acima de 2000
copias esté indicado tratamento por tempo indefinido com tenofovir e nos casos onde houver
contra-indicacdo ao uso desta medicacao devera ser prescrito entecavir.

Nos consensos europeu (EASL, 2012) e americano (AASLD, 2009) os casos HBeAg
negativos com aumento de ALT e de HBV DNA o tratamento esté indicado.

A infecgdo cronica pelo HBV nédo pode ser completamente erradicada devido a
persisténcia do DNA circular (ccc-DNA) no nucleo de hepatécitos infectados onde pode
ocorrer a reativacdo. Esta incorporacdo no nucleo celular também pode favorecer a
oncogénese e o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular sem a necessidade do
aparecimento do estagio de cirrose (ZHUANG, 2012).

O interferon é uma citocina com propriedades imunomodulatérias, imunoproliferativas
e antivirais (HARIA; BENFIELD, 1995). A taxa de eficicia do tratamento com interferon alfa
é de somente 15% - 41% (KAO et al., 2000) e o uso desta medicacdo causa diversos efeitos
colaterais (JANSSEN et al., 1990). Os eventos adversos associados ao uso de interferon alfa
peguilado sdo similares aos observados no uso de interferon alfa.

A relevancia clinica dos genétipos ndo estd completamente estabelecida até o
momento e poucos estudos tém sugerido influéncia dos genotipos e subgendtipos na clinica,
prognostico e resposta ao tratamento (CAO, 2009).

O uso do Interferon em pacientes com gen6tipo B apresenta melhor resposta que em
pacientes com gendtipos C, D e naqueles que apresentam gendtipos mistos (MA et al., 2007).
O uso de interferon alfa peguilado apresenta um melhor valor preditor de resposta com alta
possibilidade de perda de HBeAg e HBsAg em pacientes com gendtipos A (47% e 14%) e B
(44% e 9%) comparados com genotipos C (28% e 3%) e D (25% e 2%) (FLINK et al., 2006).

A maior limitagdo do uso de anédlogos de nucleosideo e nucleotideo no tratamento da
hepatite B crbnica encontra-se na emergéncia de cepas mutantes que podem levar a uma
exacerbacdo do quadro (VAN BOMMEL et al., 2010).
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A lamivudina é um anélogo de nuclosideo inibidor da enzima transcriptase reversa.
Esta € uma medicacdo barata, bem tolerada e efetiva. O uso prolongado induz a emergéncia
de cepas mutantes lamivudina resistente, sendo esta de 15% no primeiro ano, e 50% apos 3
anos de uso da mesma (MOSKOVITZ et al., 2005). A principal mutacdo ¢ a YMDD e suas
variantes como a YIDD e a YVDD (MOSKOVITZ et al., 2005). A emergéncia desta mutagéo
estd associada com aumento do HBV DNA e niveis de ALT, além do agravamento da
histologia hepética (RIZZETTO et al., 2005). O aparecimento de mutacdo YMDD nao esta
associado com o gendtipo do HBV (AKUTA et al., 2003).

Outros antivirais como o adefovir, entecavir e tenofovir tem sido utilizados com
sucesso no tratamento da hepatite B cronica. O uso de entecavir em pacientes que ja
apresentam resisténcia a lamivudina tem demonstrado o surgimento de cepas resistentes
também a esta medicacdo (NAGASAKI et al., 2007).

O tenofovir tem demonstrado alta atividade antiviral e eficcia em pacientes virgens
de tratamento e também naqueles ja resistentes a outros tratamentos (VAN BOMMEL et al.,
2010).

2.6 Epidemiologia da infec¢do pelo HBV

A infeccdo pelo virus da hepatite B tem distribuicdo global. O homem é o Unico
reservatorio. A hepatite B € uma das doencas infecciosas mais comuns e ja infectou dois
bilhGes de pessoas em todo 0 mundo, incluindo cerca de 400 milhGes de casos de infectados
cronicamente (LOK; McCMAHON, 2007; EASL, 2012).

A prevaléncia da infeccdo na populagéo geral varia em diferentes regides do mundo. O
Brasil é um pais de grandes extensdes e € considerado como uma area de baixa prevaléncia
para a infeccdo pelo virus da hepatite B (NASCIMENTO et al., 2008; PEREIRA et al., 2009).
No entanto, bolsdes de alta prevaléncia de HBV foram relatados na Amazonia (BRAGA et
al., 2012), Parand, Santa Catarina, Espirito Santo (SOUTO, 1999) e comunidade afro-
descendente de Mato Grosso do Sul (MOTTA-CASTRO et al., 2003).

A hepatite B continua a ser a mais freqiente infeccdo transmitida por transfuséo
sanguinea (CANDOTTI et al., 2011, GUTIERREZ-GARCIA et al., 2011). Nos paises ndo
endémicos o risco de infecgéo tranfusional pelo virus da hepatite B varia de 1 em 282.000 a 1
em 357.000 (DWYRE et al., 2011). No Brasil, entre os doadores de sangue, a prevaléncia
varia de 0,3% a 1,5% para HBsAg e de 3,7% a 11,1% para anti-HBc (NASCIMENTO et al.,
2008; SILVEIRA et al., 2011; ANJOS et al., 2011).
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A hepatite B é transmitida principalmente através de exposicdo percutanea ou de
mucosas aos fluidos corporais ou a sangue contaminado. De acordo com os fluidos corp6reos
a concentracdo de virus € variavel. As maiores concentracdes sdo verificadas no sangue e
secrecOes serosas, diminuindo consideravelmente no sémen, fluido vaginal e saliva
(MAHONEY, 1999).

A exposicao parenteral é associada com a infeccao pelo virus da hepatite B (HBV). As
transfusdes de sangue tém o risco de transmitir infeccbes como hepatite B e C. Para diminuir
a sua gravidade, a Organizacdo Mundial de Salde recomenda exames de sangue pré-
transfusional. O risco de infeccdo residual a partir de virus da hepatite B (HBV) é maior do
que virus da hepatite C (HCV) em érea ndo-endémica (KWON; LEE, 2011).

Com a introducéo da testagem do HBsAg nas rotinas dos bancos de sangue na década
de 70 o risco de transmissdo tem diminuido. Entretanto a transmissdo do HBV por
componentes de sangue negativos para HBsAg ainda ocorre em virtude de existéncia de
infecgdo oculta pelo virus da hepatite B (NIEDERHAUSER et al., 2008). Nesta teremos a
presenca de HBV DNA na auséncia de HBsAQ.

No Brasil (Resolucdo RDC n° 153, de 14 de junho de 2004 — ANVISA), bem como
em alguns paises desenvolvidos como os Estados Unidos, Franca e Japdo, as amostras de
doadores de sangue sdo submetidas as rastreamento para os marcadores HBsAg e anti-HBc
(PEREIRA, 2003). Essa estratégia minimizou a possibilidade de transmissdo do virus da
hepatite B via transfusdo sanguinea, com a rara exce¢do daquelas doacdes efetuadas durante o
periodo que antecede a expressao do HBsAg, ou seja, na fase de pré-antigenemia
(BODHIPHALA et al., 1999).

Em 1971, o teste para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAQ) foi introduzido
para a triagem de doadores de sangue, e depois de 1986, o teste para anticorpos para o
antigeno do nucleo B (anti-HBc) foi implementado para reduzir ainda mais de risco
transmissdo de doencas nas doagdes(SILVEIRA et al., 2011).

Apesar das limitagdes inerentes ao diagnostico para detec¢do do HBsAg (ZERVOU et
al., 2001) adotados na triagem soroldgica de doadores, esse risco na maioria das vezes esta
associado a doadores soronegativos para HBsAg, mas que se encontram no periodo de janela
imunologica de uma infeccdo recente (BODHIPHALA et al., 1999). Ha, também a situacéo
dos portadores cronicos do HBV, com niveis indetectaveis de HBsAg (CHEMIN et al., 2001)
ou, ainda, aqueles individuos infectados com formas mutantes do HBV (FUKUDA et al.,
1996; JONGERIUS et al., 1998).
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Alguns estudos tém estabelecido o risco de hepatite B pos-transfusional em receptores
de sangue proveniente de doadores HBSAg negativo e anti-HBc positivo (LARSEN;
HETLAND; SKAUG, 1990; ALLAIN et al., 1999), e na totalidade destes casos, 0 risco de
transmissdo esta associado a presenca do genoma do HBV, em amostras anti-HBc positivas
(ALLAIN, 2004).

2.7 HBV e HIV

A histéria natural da Hepatite B € modificada pela associacdo com a infeccdo pelo
virus do HIV. Estas duas viroses compartilham as mesmas rotas de transmissao (SORIANO et
al., 2010).

A prevaléncia mundial de coinfeccdo varia de 5 a 10 % (THIO, 2009), nos estudos
brasileiros as taxas de prevaléncia podem variar de 1.6% a 8.5% (MENDES-CORREA et al.,
2000; MONTEIRO et al., 2004; SOUZA et al., 2004; TOVO et al., 2006; ZAGO et al., 2007
OLIVEIRA et al., 2001; PORTELINHA FILHO et al., 2009).

A infeccdo pelo HIV tem um impacto negativo em todas as fases da historia natural da
hepatite B, levando a progressdo mais rapida da doenca hepatica para fibrose, maiores niveis
de HBV DNA, e baixa perda do HBsAg (PUOTI et al., 2006; KONOPNICKI et al., 2005)
além do aumento do risco de carcinoma hepatocelular em pacientes com baixos niveis de
células CD4 (PUOTI et al., 2006; KONOPNICKI et al., 2005; ROMERO et al., 2011). E
importante ressaltar que a hepatite B cronica ndo interfere na progressdo da Aids
(KONOPNICKI et al., 2005), mas o inverso é verdadeiro.

H& necessidade de mais estudos para determinar qual o tratamento ideal para esta
populacdo, sendo que os dados de pessoas monoinfectados pelo HBV sdo muitas vezes
extrapolados para a populacéo de coinfectados HIV-HBV.

As recomendacdes de tratamento antirretroviral em pacientes coinfectados com HIV e
HBV seguem as mesmas recomendacOes dos pacientes HIV negativos, status do HBeAg,
valor do HBV-DNA, niveis de ALT e histologia hepatica (EASL, 2009). Existe
recomendacgdo para uso de medicamentos que possuem acdo antiviral contra ambos 0s virus
HIV e HBV. O uso de tenofovir associado a entricitabina mais uma terceira droga anti-HIV é
0 preconizado pela sociedade Européia de estudo do figado (EASL). No Brasil a
recomendacéo é o uso de tenofovir com lamivudina, associados a outro medicamento de acéo
exclusiva anti-HIV (BRASIL, 2011). Em alguns pacientes que ainda nao apresentam

indicagdo de tratamento anti-HIV, a hepatite B deve ser tratada inicialmente com a
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preferéncia de uso de adefovir e telbivudina que ndo possuem atividade anti-HIV. O uso da
lamivudina, entecavir e tenofovir é contra-indicado como droga Unica no tratamento da
hepatite B em pacientes coinfectados devido sua baixa barreira genética e risco de resisténcia
(EASL, 2009).

A reativacdo da infeccdo pelo HBV apos a retirada do esquema HAART pode ocorrer
apesar desta ser rara (BLOQUEL et al., 2010).

2.8 Infeccdo oculta pelo virus da hepatite B

Muitos aspectos da infeccdo oculta pelo virus da hepatite B sdo ainda pouco
conhecidos, no entanto, essa condicdo possui grande significado para a saude publica em
virtude do risco de transmisséo.

Vaérios autores tentaram definir infecgdo oculta pelo virus da hepatite B. Em 2008
Nevertheless, endossado pela Associacdo para Estudo do Figado (EASL), e pelo consenso da
conferéncia de Taormina (Italia) ocorrido no mesmo ano, definiu infec¢do oculta pelo virus da
hepatite B como a presenca do DNA do virus no tecido hepatico (com ou sem detectabilidade
no soro), sem presenca de antigeno de superficie (HBsAg), pelos ensaios disponiveis. Esse
consenso também definiu o valor de cuttoff para a deteccdo do HBV DNA em menor que 200
Ul/mL, ou seja, uma concentracdo de HBV DNA maior que 200 UI/mL deve ser interpretada
como uma infecgdo por escape de cepas mutantes e ndo como infeccdo oculta (OCANA et al.,
2011; ROMERO et al., 2011).

A maioria dos casos de hepatite B oculta é secundéria a infeccdo aguda auto-limitada
(BLACKBERG; KIDD-LJUNGGREN, 2000), o que sugere auséncia de completa eliminacéao
viral apos a resolucdo de uma infeccdo aguda e manutencdo de um nivel de viremia baixo,
reprimido pela resposta imune (HOLLINGER, 2008). Os pacientes que se recuperam da
infeccdo aguda podem carrear genoma do HBV por anos sem apresentar qualquer evidéncia
clinica ou laboratorial (MICHALAK et al., 1994) com risco de transmissdo para outras
pessoas.

Existem outras situa¢des onde ocorre a persisténcia do genoma viral no nucleo dos
hepatocitos (HUO et al., 1998; TORBENSON; THOMAS, 2002) ap6s eliminagédo espontanea
de uma infec¢do cronica (LORIOT et al., 1997; HUO et al., 1998), ou, ainda, em uma
infeccdo crnica submetida ao tratamento bem sucedido (LARRUBIA, 2011).

Varios possiveis mecanismos tém sido citados como responsaveis pela patogénese da

hepatite B oculta, 0 que sugere um carater multifatorial. H& fatores relacionados ao
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hospedeiro e ao virus, importantes na supressdo da replicacéo viral e manutencdo da infeccéo
sob controle (HOLLINGER; SOOD, 2010; LARRUBIA, 2011).

Podemos relatar fatores relacionados ao hospedeiro como a tolerancia imunologica e a
imunossupressao. Os fatores relacionados ao agente sdo a expressao de proteinas anémalas e
as mutagdes em regides gendmicas codificantes (CANDOTTI; ALLAIN, 2009; LARRUBIA
2011).

A base molecular da infeccdo oculta esta relacionada com o ciclo de vida do HBV.
Um passo essencial é a producdo de um DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) que
persiste no nucleo da célula como um epissomo e serve como um modelo para transcri¢do do
gene. A persisténcia e estabilidade em longo prazo de moléculas cccDNA virais em conjunto
com o tempo de meia vida dos hepatocitos implica que a infec¢do pelo HBV, uma vez que
tenha ocorrido, pode eventualmente persistir (ZOULIM, 2005).

Em muitos casos, a infeccdo oculta tem sido descrita em individuos com evidéncias
soroldgicas de exposicdo prévia ao HBV (anti-HBc total e anti-HBs positivos ou anti-HBc
isolado) e também em individuos soronegativos para todos os marcadores virais (BRECHOT
etal., 2001).

Em todos os casos, é recomendado o uso de um teste altamente sensivel e especifico,
como o teste de amplificacdo de acidos nucléicos (NAT), ou seja, a técnica de PCR, com
limites de deteccdo de <10 copias de DNA de HBV por reagdo (RAIMONDO et al., 2008).

Nessa condicdo fisiopatoldgica, os niveis de DNA no soro desses pacientes
permanecem abaixo de 104 genomas por mL de soro (menor 200 Ul/mL), em uma situacdo
em que 0 HBsAg ndo mais poderia ser detectado, também ja na auséncia do HBeAg. Nesse
contexto, a auséncia de marcadores soroldgicos do HBV ndo exclui a presenca no soro de
DNA e de particulas virais infecciosas, com elevado potencial de transmissdo (BRECHOT et
al., 2001). Dessa forma, a hepatite oculta, é reconhecida por duas principais caracteristicas:
auséncia do HBsAg e baixa replicacdo viral do HBV (SAID, 2011). A melhor identificacdo
nos ultimos anos tem ocorrido em virtude da alta sensibilidade das técnicas de biologia
molecular (RAIMONDO et al., 2008).

O padréo soroldgico da hepatite B oculta pode apresentar-se de formas diferenciadas.
Apos a resolucdo da hepatite B e depois de poucos meses como carreador, 0 HBsAg néo ¢
mais detectado caracterizando o padrdo sorologico anti-HBc e/ou anti-HBs positivo. No
padrdo com anti-HBc e anti-HBs negativos, os valores de HBV DNA sédo baixos (LLEDO et
al., 2011).
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A anélise de DNA extraido de fragmento hepético seria 0 método metodologicamente
mais correto para diagnostico de infecgdo oculta, mas pouco viavel de ser realizado na rotina.
Além disso, ensaios padronizados e validos para deteccdo do HBV DNA em tecido hepatico
ndo estdo aprovados pelo FDA (RAIMONDO et al., 2008).

Ha casos caracterizados como “falsa” hepatite oculta. Os virus detectados nesses casos
sdo carreadores de mutacdo no HBsAg (na regido S) que ndo sdo reconhecidos por algumas
deteccdes de rotina (RAIMONDO et al., 2008).

Infeccdo pelo virus da hepatite C (HCV) esta fortemente associada com hepatite B
oculta com HBV DNA detectdvel em cerca de 30% e 50% nas bidpsias hepaticas (LOK;
McMAHON, 2007; DE LA FUENTE, 2011) e, além disso, tem sido mostrado que a proteinas
do core do HCV sdo capazes de inibir in vitro a replicacdo do HBV por meio da regulacdo da
transcricdo (LARRUBIA, 2011). A coinfeccdo com o virus da hepatite C regula
negativamente a replicacdo viral do HBV (DE LA FUENTE et al., 2011).

A maioria dos portadores da hepatite B oculta é assintomética e sdo descobertos
através de investigacdo laboratorial. A importancia clinica dessa condicdo para os portadores
saudaveis esta relacionada a transmissao e ao prognéstico (ROMERO et al., 2011).

Embora o significado clinico da hepatite B oculta permanega incerto os dados mais
recentes sugerem o papel importante da reativacdo da doenca em pacientes submetidos a
imunossupressao com potentes drogas imunossupressoras, como o rituximabe (anti-CD20),
alemtuzumab (anti-CD52) ou infliximabe (anti-fator de necrose tumoral) ou portadores de
doencas imunossuprimiveis como o caso do virus HIV (ROMERO et al.,2011; ALAVIAN et
al., 2012).

E desconhecido o mecanismo que parece suprimir a replicacio e a expressio do HBV
juntamente com a incapacidade do sistema imune de facilitar o completo clareamento viral.
Parece que qualquer condicdo que leve a uma imunodeficiéncia como a Aids ou quimioterapia
pode levar a reativacédo e replicacdo viral para uma forma ativa ou fulminante (ROMERO et
al.,2011; ALAVIAN et al., 2012).

A reativacdo funcional do HBV eventualmente leva a sistematica resposta imune de
células T de memoria contra hepatdcitos infectados que progridem para inflamacéo hepética e
hepatite viral. Apos o restabelecimento do sistema imunologico depois de terminar o
tratamento imunossupressor € possivel que a hepatite aguda possa ocorrer, sendo importante
em doencas malignas hematopoiéticas, hematologicas, transplante de células tronco e de
orgdos (RAIMONDO et al., 2008; LARRUBIA, 2011).
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Em algumas situacdes, a investigacdo para hepatite B oculta deveria ser realizada de
rotina como: pacientes infectados pelo virus da hepatite C com elevadas taxas de replicacdo
viral e dano hepatico (KANNANGAI et al., 2007), paciente submetido a tratamento
imunossupressor para varias condic@es clinicas, triagem de doacdo de sangue, pacientes com
doencas hepaticas sem diagnostico, portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(SAID, 2011).

Todos os portadores do HBV mesmo na forma oculta estdo predispostos a transmitir o
HBV via transfusdo sanguinea ou de transplante de 6rgaos.

Acredita-se que 0 risco seja insignificante quando o anti-HBs esta presente (valor
maior que 10 Ul) mesmo em niveis baixos (ALLAIN, 2004; SATAKE et al., 2007).

Atualmente, a hepatite oculta é a principal causa de hepatite B pds-transfusional nos
paises ocidentais (REGAN et al., 2000) e em paises como a india e Taiwan, onde a incidéncia
deste problema é consideravel.

O risco é elevado, mas ele ndo é de 100% e existem varias teorias para explicar o
porqué nem todos o0s receptores de material biologico HBV-DNA-positivo contraem a
doenca: (1) a vacinacdo prévia ou a doenca prévia em receptores pode induzir imunidade ao
HBV, (2) a infusdo concomitante de anti-HBs em outro componente de sangue, (3) a
presenca de complexos imunes, (4) dose minima infecciosa de HBV, (5) a presenca de
particulas virais defeituosas ou incompetentes para replicacdo, e (6) a interferéncia viral a
partir de um outro agente patogénico (HCV) (HOLLINGER; SOOD, 2010).

Atualmente em virtude da melhoria das técnicas laboratoriais diagndsticas, infeccédo
pos-transfusdo tem diminuido.

Apobs o transplante de drgdos de pacientes com anti-HBc positivo, pode ocorrer a
transmissdo da infeccdo pelo HBV. Principalmente nagueles receptores que sdo negativos
para todos os marcadores de HBV. Cholongitas et al. (2010) revisaram 39 estudos que
incluiam 903 transplantes de doadores anti-HBc positivos. A infeccdo pelo HBV foi
desenvolvida por 19% dos receptores de 6rgédos, mas foi menos frequente nos receptores de
Orgaos de doadores anti-HBc e anti-HBs positivos.

O risco € particularmente aumentado nos transplantes de figado, mas € menor quando
se tratam de rim, coracdo e medula oOssea (DICKSON et al., 1997; STRASSER;
McDONALD, 1999).

A hepatite B oculta é indcua por si s6. O manejo desta de uma maneira geral deve ser
realizado em situagdes de imunocompeténcia, principalmente quando outras causas

importantes de doenca hepatica estdo presentes. O dano hepatico leve produzido pelo virus
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oculto pode contribuir para piorar o curso da doenca ja anteriormente estabelecida (LLEDO et
al., 2011).

Todos os pacientes indicados para receber quimioterapia e imunoterapia devem ser
testados para hepatite B ou viremia (HBV DNA) nos casos onde o anti-HBc € positivo, antes
de iniciar a terapia, especialmente se eles sdo positivos para anticorpos de outros antigenos
virais (HCV). Esses pacientes devem ser monitorados por varios meses ou anos apds a
interrupcdo do tratamento (RAIMONDO et al., 2007). Identificacdo precoce de reativacao
viroldgica é essencial para iniciar a terapia antiviral e impedir a ocorréncia de hepatite B, 0
que pode ser muito perigoso (RAIMONDO et al., 2007; HUI et al., 2006).

Quanto ao risco de adquirir hepatite oculta via transplante de 6rgaos nao se sabe se a
imunizacdo anti-hepatite B com uma adequada resposta anti-HBs pode modular a infec¢do
(HOLLINGER; SOOD, 2010). A profilaxia com agentes antivirais impede a reativacdo da
hepatite na maioria desses casos (SAMUEL et al., 2006).

Em carreadores do HBV recebendo quimioterapia ou terapia imunossupressiva, o risco
de reativacdo é alto particularmente se Rituximabe é utilizado sozinho ou associado a
corticoide (EASL, 2009). Vacinacdo contra hepatite B em pacientes soronegativos para anti-
HBs é recomendado.

Para aqueles com hepatite oculta, uma abordagem terapéutica é prudente para iniciar a
terapia antiviral para o HBV (lamivudina, telbivudina, adefovir, entecavir ou tenofovir) antes
da quimioterapia. Essa terapia deve ser continuada por > 6 meses apds a interrup¢do do
tratamento imunossupressor. Se o tratamento for planejado por um longo periodo (> 12
meses) € previsto 0 uso em seguida de adefovir, entecavir, ou tenofovir, se uma resposta mais
rapida é necesséria. A terapia antiviral é geralmente mal sucedida se iniciada ap6s a alanina
aminotransferase tornar-se elevada (HOLLINGER; SOOD, 2010). Para aqueles pacientes que
estdo HBV-DNA-negativo e anti-HBc positivo, a seguinte abordagem pode ser considerada
com base na cinética de reativagdo (HOLLINGER; SOOD, 2010; HUI et al., 2006): (1)
monitorar em intervalos de 4 semanas com 0 HBV-DNA NAT (limite inferior de detecgéo de
<10 IU/mL) e iniciar a terapia antiviral quando o resultado for maior que 30 IU/mL, ou (2)
monitorizar com intervalos a cada 4 semanas com um ensaio altamente sensivel para HBsAg
(limite inferior de detecc¢do <0,1 ng/mL ) e iniciar a terapia antiviral quando o teste tornar-se
positivo. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer a utilidade clinica, seguranca e custo-

efetividade destas estratégias na hepatite oculta.
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2.9 Prevaléncia da infeccéo oculta

A prevaléncia de hepatite B oculta na populacédo é variavel e dependente do grau de
risco de se infectar pelo HBV da populacéo estudada, o que por sua vez depende do grau de
endemicidade da regido. Areas de maior endemicidade estdo mais propensas a apresentar
hepatite oculta. Essa casuistica também é dependente da sensibilidade e da especificidade dos
testes utilizados (GUTIERREZ-GARCIA et al., 2011).

Ha poucos estudos sobre a prevaléncia da infeccdo B oculta na populacdo em geral.
Minuk et al. (2005) detectaram uma prevaléncia de infeccdo oculta em 18% daqueles com
evidéncia soroldgica de infeccdo por HBV anterior, e em 8% dos individuos soronegativos
para 0 HBV. Estudos conduzidos na Coreia, (KIM et al., 2007) encontraram HBY DNA em
16% dos individuos saudaveis com valores de transaminases normais e que eram HBV/HCV
negativos. Hui et al. (2005) detectaram genomas HBV oculto em 15% dos doadores de
células-tronco hematopoiéticas saudaveis de Hong-Kong. Raimondo et al. (2008)
investigaram a prevaléncia de hepatite B oculta em individuos sem doenca do figado por meio
da analise de DNA de extratos hepaticos atraves da realizacdo de quatro diferentes ensaios in-
house de nested-PCR de amplificacdo. Sequéncias de DNA do HBV foram detectadas em
tecidos do figado a partir de 16 dos 98 casos examinados (16,3%). O DNA foi detectado em
10 dos 16 (62,5%) casos anti-HBc positivos e em 6 de 82 (7,3%) dos casos com marcadores
soroldgicos negativos. Os autores concluiram que o status hepatite oculta foi fortemente
relacionado com o nivel de anticorpos anti-HBV.

Estudos de Cacciola et al. (1999), em pacientes com hepatite C crbnica, mostraram
que em virtude do compartilhamento de muitas das mesmas vias de transmissao a coinfeccédo
entre os virus HCV e HBV ¢é comum. Trabalhos de Bréchot e colaboradores (2001) em
revisao de trabalhos de hepatite C detectaram a prevaléncia de hepatite oculta variando de
20% a 30% quando essa analise foi realizada no soro e de 40% a 50% quando a pesquisa foi
em fragmento hepatico.

Nos quadros de hepatite criptogénica a associacdo de hepatite oculta ocorre de maneira
expressiva (CHEMIN et al., 2001, BERASAIN et al., 2000), podendo essa prevaléncia variar
de 19% a 31%.

Nos pacientes submetidos a hemodialise que estdo sob grande risco de contrair
infeccbes de forma parenteral, ndo sé em virtude da quantidade de hemotransfusdo e
procedimentos invasivos mas também pelos quadros de imunossupressao, a prevaléncia pode
variar de 0% a 36% (GUTIERREZ-GARCIA et al., 2011).
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A transmissdo da infec¢do oculta pelo HBV pode ocorrer de mées assintomaticas em
convalescéncia da fase aguda da doenca. Em um modelo utilizando marmotas, o virus do
HBV foi detectado em células do sistema fagocitico mononuclear de sangue periférico e
células hepaticas de recém-nascidos (COFFIN; MICHALAK, 1999).

A elevada prevaléncia de hepatite B oculta em portadores do HIV ocorre ndo somente
pelo compartilhamento das mesmas vias de contamina¢do, mas também pelo quadro de
imunossupressao associado. Os estudos publicados registram prevaléncias que variam de 0%
a 89% (NUNEZ et al., 2002, RODRIGUEZ-TORRES et al., 2007). Questdes relacionadas ao
valor de contagem de células de CD4 e uso préevio de lamivudina e ou tenofovir sdo questes
que necessitam ser avaliadas e podem interferir na historia natural da doenga oculta (JARDIM
et al., 2008). Portanto hepatite B oculta ndo tem impacto clinico quando a reconstituicdo
imunoldgica é conseguida com HAART contendo pelo menos uma droga antiviral inibidor de
HBV (GUTIERREZ-GARCIA et al., 2011).

Em doadores de sangue a presenca de hepatite B oculta pode permitir o contagio dos
receptores desse material biologico.

Um resumo da prevaléncia de marcadores sorolégicos em doadores de sangue HBsAg
negativos em diferentes regides do mundo pode ser visto nos estudos de Hollinger (2008). Na
América do Norte 0 DNA do HBV foi detectado em 0,1% - 1,05% daqueles que foram
HBsAg negativo e anti-HBc-positivo (com ou sem anti-HBs), e o DNA do HBV foi detectado
em 2,03% - 2,8 % na categoria de ati-HBc isolado (sem anti-HBs) (O’BRIEN et al., 2007). Os
estudos de prevaléncia na Europa revelam que o HBV DNA foi detectado em 0% - 1,59%
daqueles que foram HBsAgQ negativo e anti-HBc-positivo (com ou sem anti-HBs), e HBV
DNA néo foi detectado em pacientes que eram anti-HBc apenas (ALLAIN et al., 1999). Os
estudos de prevaléncia no Oriente Médio, e Asia revelaram que o HBV DNA foi detectado
em 1,09% a 3% dos que foram HBsAgQ negativo e anti-HBc-positivo (com ou sem anti-HBS),
e que o HBV DNA foi detectado em 8,1 % na categoria de anti-HBc isolado (sem anti-HBS)
(BHATTI et al., 2007).

No Brasil, na cidade de Porto Alegre, estudo de prevaléncia em pacientes infectados
pelo VHC e portadores de carcinoma hepatocelular ndo detectou a presenca de HBV DNA em
amostras de soro da populacdo estudada (ARAUJO et al., 2004). Na mesma regido também
ndo foi detectada em doadores de sangue (WOLFF; FUCHS; BRANDAO, 2011). A

prevaléncia de hepatite B oculta descrita por Jardim et al. (2008) foi de 5% em Campinas.
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Na regido amazonica, conhecida pela sua alta prevaléncia de hepatite B na populagéo
ndo foi observada associagdo significativa entre hepatite B oculta e fatores de risco classicos
para infeccdo pelo HBV (BARROS JUNIOR et al., 2008).

A hepatite B oculta tem sido diagnosticada em doentes com doenca hepatica
criptogénica cronica, e pode estar associada com a progressdo da fibrose hepética e
desenvolvimento de cirrose. Pacientes infectados com HBV podem apresentar-se com
reducdo progressiva da replicacdo viral e os niveis séricos de HBsAg. O antigeno de
superficie da hepatite B (HBsAQ) pode desaparecer com o tempo, apesar da presenca de lesao
grave do figado ja estabelecida.

Tem sido relatado que a monitorizagdo dos niveis séricos de HBV-DNA e os niveis de
enzimas hepaticas, podem ser Uteis no tratamento de doentes com infeccdo oculta e doenca de
figado criptogénica em dois aspectos: (1) para prever o risco de cirrose ou carcinoma
hepatocelular e (2) para decidir sobre a possibilidade de um tratamento antiviral para impedir
a reativacdo do HBV ou de transmisséo, no caso de transplantes. No entanto, o papel da
hepatite oculta em acelerar o desenvolvimento de cirrose ainda ndo esta resolvido. Estudos
prospectivos com critérios bem definidos de selecdo dos pacientes e técnicas laboratoriais
padronizados sdo necessarios (SAID, 2011).

Necrose e inflamacdo podem estar presentes em bidpsias de pacientes com infeccéo
oculta pos-infeccdo aguda (ROMERO et al., 2011). Admite-se que paciente com infec¢do
oculta, mas sem doenca hepatica associada ndo apresenta repercussdes hepaticas significantes
(RAIMONDO et al., 2008).

Os dados relatados com relagdo a prevaléncia da associacdo de cirrose criptogénica e
infeccdo oculta variam de 1,9% a 28% (KAVIANI et al., 2006; FANG et al., 2009). Essa
disparidade ocorre em virtude da falta de padronizacdo de testes laboratoriais diagndsticos
utilizados no diversos estudos.

O papel da cirrose criptogénica pelo HBV ainda nao esta bem definido (ROMERO et
al., 2011), apesar de hepatite B oculta ter sido detectada em doentes com doenca de figado
criptogénica cronica (CHEMIN et al., 2001), e pode estar associada com a progressdo da
fibrose hepatica e o desenvolvimento de cirrose nestes doentes.

O papel pro-oncogénico ndo € apenas uma consequéncia da integracdo de DNA viral ao
genoma do hospedeiro. Outros fatores podem contribuir (RAIMONDO et al., 2007): (1) a
persisténcia de replicacdo do virus pode induzir ligeira necro-inflamacdo hepatica que
continua por toda a vida, (2) cepas ocultas geralmente persistem como genomas livres, e
mantém a capacidade de transcrever e replicar (CHEMIN; ZOULIM, 2009 ), e (3) hepatite
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oculta pode contribuir para a progressao para cirrose, que é o factor de risco mais importante
para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular. No entanto, maiores estudos sobre a

patogénese do virus oculto sdo necessarios para melhores esclarecimentos (LLEDO et al.,
2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar os aspectos epidemioldgicos e moleculares da infeccdo pelo virus da hepatite
B (HBV) em primodoadores de sangue e em pacientes portadores de hepatite B crénica em
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil Central.

3.2 Objetivos Especificos

> Estimar a prevaléncia de infeccdo pelo virus da hepatite B em primodoadores de
sangue em Campo Grande;

> Investigar a ocorréncia de infeccdo oculta pelo virus da hepatite B em
primodoadores de sangue estudados;

> Identificar os principais genotipos do HBV em pacientes portadores de hepatite B
cronica;

» ldentificar as principais mutacdes na regido da polimerase do genoma do HBV em

portadores de hepatite B cronica;
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados encontram-se descritos detalhadamente nos artigos
cientificos, 0s quais sdo apresentados a seguir.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos na presente tese serdo apresentados sob a forma de artigos
publicados, submetido e a ser submetido a publicacdo em revistas cientificas indexadas e

estdo listados de acordo com a ordem em que as publicacGes serdo discutidas.
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ARTIGO 1

DECREASE IN HEPATITIS B PREVALENCE AMONG BLOOD DONORS
IN CENTRAL-WEST BRAZIL

SUBMETIDO E ACEITO PARA PUBLICACAO NA REVISTA JOURNAL
OF VENOMOUS ANIMALS AND TOXINS INCLUDING TROPICAL
DISEASES
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Decrease in hepatitis B prevalence among blood donors in Central-West Brazil

Andrea Siqueira Campos Lindenberg®, Ana Rita Coimbra Motta-Castro®, Marco Antonio
Puga®, Tayana Serpa Ortiz Tanaka', Marina Sawada Torres?, Sonia Maria Fernandes-Fitts®",
Rivaldo Venancio da Cunha’

Abstract:

Background: The aim of the present study was to estimate hepatitis B virus seroprevalence
among first-time blood donors in the city of Campo Grande, Mato Grosso do Sul State, in the
central-western region of Brazil.

Findings: A retrospective analysis of first-time voluntary blood donor records, from January
2010 to December 2010, was conducted at the Hematology Center of Mato Grosso do Sul.
The prevalence of the HBsAg and anti-HBc serological markers and their respective 95%
confidence intervals were calculated. Chi-square analysis was performed between the
seroprevalence previously found in 2001 and the one determined by the current study. Results
were considered statistically significant if p < 0.05. Among 8,840 subjects, 269 (3.04%, 95%
Cl: 2.7-3.4) were positive for HBV markers. The prevalence rate of HBsAg was 0.19% (95%
Cl: 0.1-0.3) and anti-HBc alone was 2.85% (95% CI: 2.5-3.2). Conclusions: There was no
statistically significant difference regarding gender. However, an important association was
observed between HBV infection and older age (p < 0.01). The seroprevalence of HBV
infection in first-time blood donors diminished from 2001 to 2010 (p < 0.01). Such decrease
suggests an improvement in the recruitment of safe donors, the positive impact of vaccination

programs and the decreasing of HBV infection prevalence in the general population.
Key words: hepatitis B virus, prevalence, blood donors.
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FINDINGS [heading 1]

Hepatitis B is one of the most common infectious diseases throughout the globe and
has infected two billion people, including an estimated 350 million chronically infected cases
(1, 2).

Parenteral exposure has been shown to be associated with hepatitis B virus (HBV)
infection. Blood transfusions carry the risk of transfusion-transmitted infections such as
hepatitis B and C. In order to measure their severity, the World Health Organization has
recommended a pre-transfusion blood test. The residual risk of infection from HBYV is higher
than that of hepatitis C virus (HCV) in non-endemic countries (3).

In 1971, hepatitis B surface antigen (HBsAQ) test was introduced for screening blood
donors, and after 1986, antibody tests to hepatitis B core antigen (anti-HBc) were
implemented to further reduce the risk of infectious agents in the blood supply (4).

The prevalence of infection in the general population varies in different regions of the
world. Although Brazil is considered a low endemic country, there are areas that are highly
endemic for HBV in the Amazon region (5). In Brazil, among blood donors, the prevalence
ranges from 0.3% to 1.5% for HBsAg and from 3.7% to 11.1% for anti-HBc (4, 6, 7).

The aim of the present study was to estimate the seroprevalence of HBV infection
among first-time blood donors in the city of Campo Grande, the capital city of the state of
Mato Grosso do Sul, in the central-western region of Brazil.

A retrospective analysis of blood donor data from January 2010 to December 2010
was conducted in the Hematology Center of Mato Grosso do Sul (HEMOSUL). People who
attended the center voluntarily for their first blood donation were selected by the standard
criteria for healthy blood donors after answering a standardized questionnaire to evaluate
epidemiological data. First-time blood donor was defined as a donor who donated for the first
and only time. The protocol used in the present study was approved by the Ethics Committee
of the Federal University of Mato Grosso do Sul.

Blood donor samples were screened for the presence of HBsAg and total anti-HBc by
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) (bioMérieux, Netherlands). Positive samples
were retested using the same serological assay.

The prevalence of the HBsAg and anti-HBc serological markers and their respective
95% confidence intervals (95% CI) were determined. Chi-square analysis was performed
between the seroprevalence published in 2001 and seroprevalence found in this study (2010)

and was considered statistically significant if p < 0.05.
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A total of 8,840 first-time blood donors aged between 18 to 65 years, who were
considered healthy individuals and eligible for blood donation, participated in this study. The
majority of individuals were males (60.6%, n = 5,358) between 18 and 39 years old (81.2%, n
= 7,074), representing typical characteristics of blood donors in Brazil. Among the 8,840
subjects, 269 (3.04%, 95% CI: 2.7-3.4) were positive for HBV markers. The prevalence rate
of HBsAg was 0.19% (95% ClI: 0.1-0.3) and anti-HBc alone was 2.85% (95% CI: 2.5-3.2).
There was no statistically significant difference with respect to gender. A significant
association was observed between HBV infection and older age (p < 0.01) (Table 1).

As shown in Table 2, the seroprevalence of HBV infection in first-time blood donors
was reduced significantly from 2001 to 2010 (p < 0.01).

Table 1. Prevalence of hepatitis B viral infection among first-time blood donors by
gender and age in Campo Grande, Brazil, 2010

Variable HBV % Odds ratio ;
Positive/Total (95%Cl)

Gender
Female 107/3,482 3.07 |10
Male 162/5,358 3.02 10.98(0.76-1.27) 0.94
Age (years)
18-28 99/4,990 198 |10
29-39 75/2,258 3.32 |1.70 (1.24-2.33) <0.01
40-50 61/1,130 540 |2.82(2.01-3.95) <0.01
51-66 34/462 7.36 |3.92 (2.57-5.97) <0.01

Table 2. Difference in the prevalence of hepatitis B viral infection among first-time
blood donors between 2001 and 2010, Campo Grande, Brazil

Variable HBV o Odds ratio
Year Positive/Total ° (95%Cl) >
2001  |52/552 9.42
2010 | 269/8 840 o 3.31 (2.40-457) | <001

*Aguiar et al. (8)

Despite the decreasing of the global HBV infection, the use of serological markers for
blood donor screenings is still important, since HBV remains a great risk for blood
transfusion patients (3, 9). In this study, the prevalence of HBV infection was 3.04% (95%ClI:
2.7-3.4) and 0.19% (95%CI: 0.1-0.3) for total anti-HBc and HBsAg, respectively, suggesting
the presence of HBV infection in first-time blood donors. However, this is a significant drop
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compared to 9.42% for total anti-HBc and 0.72% for HBSAg prevalence rate reported by
Aguiar et al. (8).

Considering that HBV infection prevalence in blood donors depends on several
factors, including the prevalence of the virus in the general population and the sensitivity of
screening tests, it is reasonable to assume that the observed decline may have been due to the
implementation of safety measures. Particularly because the screening tests used over the past
decade were of similar sensitivity and performed in the same laboratory (Hemorrede
Laboratory of Mato Grosso do Sul) with similar technical capabilities.

The cause of such declined rates is multifactorial and most likely due to the increase in
vaccination programs conducted in the general population, implementation of a national
strategy for blood safety and better data quality. Although over the past few years several
studies have shown a decreasing trend of HBV seroprevalence among blood donors, others
have found opposite results (10-16). According to Niederhauser (17), immunization
campaigns are efficient in reducing the risk of transfusion-transmitted HBV.

During the last four decades, blood donor profiles have changed as a result of the
implementation of HBV screening, which has steadily reduced the risk of transmitting the
virus through blood transfusion (18). Moreover, there is a cumulative effect of increasing
public health awareness (19). In the population-based multicentric survey of hepatitis B
infection in central-west Brazil, the prevalence of HBV rates classify the region as low
endemic, rather than intermediate endemic as defined by previous studies (5). Such drop may
be the explanation for the lower seroprevalence of HBV infection among blood donors found
by Aguiar et al. (8).

Significant increase in the seroprevalence of HBV was observed among older people.
The lower prevalence among donors under 30 years old could be associated with hepatitis B
vaccination program, which was initiated at the beginning of the 1990s in Brazil. Moreover,
higher prevalence among older donors indicates a longer time of viral exposure, as
corroborated by O’Brien et al. (20), Nkrumah et al. (13) and Seo et al. (21).

Statistical analysis showed no significant difference in HBV infection prevalence
according to gender. This finding is similar to those found by Japhet et al. (22), Nascimento et
al. (6) and Ataallah et al. (23).

Our results demonstrate the importance of updated information on HBV prevalence.
The significant decrease of HBV infection between 2001 and 2010 among first-time blood
donors suggests an improvement in the recruitment of safer donors, the positive impact of

vaccination programs and the drop of HBV infection prevalence in the general population.
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This is a welcoming result since the safety of blood products also brings benefits to the
general population and guides new prevention strategies.
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INTRODUCTION

Hepatitis B is one of the most common infectious diseases and has infected two billion
people worldwide, including an estimated 400 million chronically infected cases.*? Blood
transfusions are one of the major sources of hepatitis B virus transmission (HBV infection)
and the risk for transfusion hepatitis B virus (HBV) transmission still persists today despite
advanced technologies and improved blood donor screening.® Hepatitis B remains the most
frequent transfusion-transmitted viral infection.* In nonendemic countries, the risk of
acquiring hepatitis B infection, hepatitis C infection, or human immunodeficiency virus via
blood transfusion ranges from 1 in 282,000 to 1 in 357,000, from 0.3 to 0.5 in 1,000,000 and
1 in 1.5 million units, respectively.> The risk can be higher due to the possibility of occult
hepatitis B (OBI) virus infection, which is defined as persistence of hepatitis B virus DNA in
hepatitis B surface antigen (HBsAg) negative individuals.® Occult hepatitis B can be detected
only by hepatitis B virus (HBV) nucleic acid testing (NAT) which is performed in blood
transfusion centers of several countries,” but currently is not performed in all Brazilian
centers. Moreover, there is recent evidence which suggests blood obtained from donors with
OHB could be infectious.?

Despite its potential clinical importance, epidemiology of occult HBV infection is still
unknown. Knowledge on HBV prevalence is the first step to understanding its full clinical
impact. In the region of Mato Grosso do Sul, no studies on this new clinical entity in blood
banks have been conducted to date. The aim of this study was to determine the prevalence of
occult hepatitis B virus infection in first-time blood donors. Results of this study are
important given the intention of the Ministry of Health to implement the performance of this

nucleic acid test (NAT) throughout the country.
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MATERIAL AND METHODS

Study subjects

A total of 8,840 serum samples collected during the period of January 2010 to
December 2010 at the Hematology Center (HEMOSUL), Campo Grande, MS, from first-time
blood donors enrolled in this study were analyzed All apparently healthy individuals, aged 18
to 65 years, who presented voluntarily for their first blood donation, were selected by the
standard criteria for healthy blood donors after answering a standardized questionnaire for
evaluating epidemiological data. The protocol used in the present study was approved by the
Ethical Committee of the Federal University of Mato Grosso do Sul, under protocol n°.
1721/2010.

HBYV serologic tests

Serum samples of donors were tested for hepatitis B surface antigen (HBsAg) and
hepatitis B core antibody (anti-HBc) using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(bioMérieux bv, Boxtel, The Netherlands). Patients with results initially reactive to any
infection marker were subjected to a new collection and the sera were tested in duplicate.
HBsAg positive samples were tested for anti-HBc IgM, HBeAg and anti-HBe detection by
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA), using the Cobas® e601 analyzer (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany), according to manufacturer instructions. The prevalence of
the serological markers (HBsAg and anti-HBc) and their respective 95% confidence intervals
(CI) were determined. Every sample that was negative for HBsAg but positive for anti-HBc

was also tested for the presence of HBV-DNA by PCR assay.
Genome extraction and DNA amplification

All anti-HBc positive samples were submitted to DNA extraction using the High Pure
Viral Nucleic Acid Kit (Roche, Mannheim, Germany). After precipitation, the pellet was
dried and resuspended in 50 pL of Elution Buffer. The pre-S/S genome region was partially
amplified by semi-nested PCR. The primers used in the first round were PS1 (5'-
CCATATTCTTGGGAACAAGA-3', nucleotide position 2826-2845) and P3 (5™
AAAGCCCAAAAGACCCACAA-3, nucleotide position 1019-1000). The second round was
conducted by using one sense primer (PS1) and two antisense primers S2 (5'-
GGGTTTAAATGTATACCCAAAA-3, nucleotide position 819-841), and S22 (5'-
GTATTTAAATGGATACCCACAGA-3', 819-841).
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After an initial denaturation step (2 min at 94°C), DNA was amplified using 30 cycles
of 94°C for 30 sec, 55°C for 30 sec, and 72°C for 1m30s, followed by a final elongation step
(7 min at 72°C). The first round of amplification was performed with 1 uL of DNA and one
unit of Tag DNA polymerase (Invitrogen, San Diego, CA) in a final volume of 25 uL. The
second round of amplification was performed in a final volume of 50 pL, using 1 pL of the
first round PCR product, sense primer S1 (5'-CTTCTCGAGGACTGGGGACC-3', 124-143)
and antisense primers S2 and S22, under the following conditions: an initial denaturation step
(3 min at 94°C), followed by 30 cycles of 95°C for 30 sec, 52°C for 40 sec, and 72°C for 2
min, followed by a final elongation step (7 min at 72°C).

Ten microliters of the amplification product (about 1,200 bp in length) was loaded on
2% agarose gels, electrophoresed, stained with ethidium bromide and visualized under UV
light.

The nucleotide sequences of the amplified regions were determined by direct
sequencing using specific HBV primers, C5, C8, X1, X3, P1,P2, P3, P01, PS1, PS4, PS2,
PS8, S1, S2, S22, S4 and S18 (Table 1). Sequencing reactions were processed using an
ABI3730+ automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences
were analyzed and the phylogenetic tree was constructed by neighbor-joining method using
MEGA program version 4 with bootstrap value of 1,000 replications.’

Prevalence and 95% confidence intervals (95% CI) were calculated. Chi-squared test
or Chi-square tests for trend were performed when appropriate. Crude and adjusted odds ratio
with 95% CI were calculated to determine the strength of association between variables by
univariate analysis using EPINFO 6.04 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,
GA, US). Results were considered significant when p value <0.05.

RESULTS

Out of the 8,840 samples screened, 269 (3.04%, CI 95%: 2.7-3.4) were positive for
HBV markers. Notably, 17/8840 (0.19%) (Cl 95%: 0.1-0.3) were positive for HBsAg and
252/8,840 (2.85%) (ClI 95%: 2.5-3.2) were positive for total anti-HBc. The majority of
individuals were male (60.6%, 5,358/8,840), and/or between the ages of 18 to39 years old
(81.2%, 7,074/8,840), which represent typical characteristics of blood donors in Brazil. A
significant association was observed between HBV infection and older age (p<0.01) (Table I).

However, there was no statistically significant difference with respect to gender.



62

Table I. Univariate analysis of factors associated with hepatitis B infection in first-time blood
donors in Campo Grande, Brazil, 2012.

. HBV Odds ratio

Risk factor . % 1 P
Positive/Total (95% CI°)

Gender
Female 107/3,482 3.07 1.0
Male 162/5,358 3.02 0.98 (0.76 — 1.27) 0.94
Age (years)
18 - 28 99/4,990 1.98 1.0
29 - 39 75/2,258 3.32 1.70 (1.24 — 2.33) <0.01
40 - 50 61/1,130 5.40 2.82 (2.01-3.95) <0.01
51 - 66 34/462 7.36 3.92(2.57 - 5.97) <0.01

ICI: confidence interval of 95%)

Out of the 225 anti-HBc positive samples, 190 were tested for HBV-DNA by semi-
nested PCR and 20/190(10.52%) of these were found to be positive. Thus, the overall
prevalence of occult hepatitis B virus infection (OBI) in 190 blood donors was 10.52%.0f the
20 HBV-DNA positive samples, 13 (65%)were male and 7 (35%) were female. All
individuals with OBIs were clinically asymptomatic and negative for HBsAg and antibodies
against hepatitis C virus (HCV), HIV, and Treponema pallidum. There was no statistically
significant association between HBV-DNA and gender, however a significantly higher
percentage of HBV DNA positivity (18.57%) among younger age group (age <29) donors
was observed (p<0.01) (Table II).

Table I1. Analysis of gender and age with HBV-DNA in first-time blood donors in Campo
Grande, Brazil, 2012.

. HBV-DNA Oddsratio
Variable . % 1 P
Positive/Total (95% CI°)
Gender
Female 7174 9.45 1.0
Male 13/116 11.20 0.83(0.28 — 2.37) 0.70
Age (years)
<29 13/70 18.57 1.0
> 29 7/120 5.83 3.68(1.28 — 10.88) 0.00

@CI: confidence interval of 95%)
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DISCUSSION

The presence of HBV-DNA in HBsSAg negative blood samples represents a major
clinic impact for the safety of the blood supply. Since the first report of occult hepatitis B
virus infection in 1979, there have been continuous publications about this clinical condition
in different populations, including HIV or HCV infected individuals and hemodialysis
patients.> 1°

The blood donor population is indicated for occult hepatitis B investigation because of
the risk of transmission to receipts.™

In this study, the overall prevalence of HBV-DNA among HBsAg negative and anti-
HBc positive healthy blood donors was 10.52% (20/190). This condition configures occult
hepatitis B virus infection, which has the potential to transmit hepatitis B through blood
transfusion. Several studies have documented transmission of occult hepatitis B infection by
transfusion or organ transplant.®!#*

Interestingly, despite increased infection with increasing age, our results showed a
statistically significant higher percentage of HBV DNA positivity (18.57%) among younger
donors with age less than 29 years. A higher proportion of OBH among the younger age
group has also been reported by Panigrahi et al.* The younger donors were vaccinated against
hepatitis B in childhood and are sexually active individuals. This could theoretically explain a
higher exposition to the virus and the presence of mutants selected under thepressure of the
immune response. However, this requires further study.

Mechanisms, such as window period of HBV infection, presence of viruses that are
genetically mutated, marked reduction in viral replication and gene expression, could explain
the persistence of the HBV genome without HBSAg in the blood of apparently healthy
individuals.® Capezzuto et al. identified two cases of occult HBV infection in which
sequencing of the S and pre-core regions of the HBV genome revealed the presence of point
mutations beyond low viral load in the circulation.® Confirming these findings, recently,
other authors also have reported mutations and low viral load in the circulation of apparently
healthy blood donors with occult hepatitis B virus infection.**¢ -2

The occult infection prevalence of 10.52% uncovered in our studies considered high
given the central region of Brazil represents an area of low endemicity for hepatitis B virus
infection. Regarding the rate of occult hepatitis B virus infection from blood donors,
prevalences range between 0% and 30% in different regions of the world**?*?® or even in

different areas of the country.?*?According to studies on occult hepatitis B virus infection in
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blood donors, such a wide range of prevalence is not completely understood and could result
from virological, immunological, methodological, and epidemiological factors as well as
immunogenetic characteristics.® Moreover, the blood donor selection prior to testing, race
and ethnic diversity, reactivity in different HBsAg or anti-HBc assays, the HBV subtypes and
regional characteristics are conditions that may influence occult hepatitis B virus infection
prevalence.!” %~

Low, intermediate, or high endemic areas have been shown to have different occult
HBV infection rates. HBV DNA tests in blood donors have demonstrated that occult HBV
infection in regions with low HBV endemicity is rare.?® In the Central Province of Iran, a
region with low HBV prevalence, out of 531 cases, 11(2.1%) had isolated anti-HBc and
HBV-DNA was not detected in any of the cases.?

Considering regions with high HBV infection prevalence, where anti-HBc percentages
range from 18.3% to 43.4%, HBV-DNA was detected in a high percentage of samples,
reaching a detection rate of nearly 30%.42%%2>3% On the other hand, some publications have
shown very low prevalence of occult hepatitis B virus infection, ranging between 0.15% to
1.1% in India®® " 3 0.016% in Korea'® and 3.4% in China® which is a highly endemic
region for HBV. Of note, in India, Panigrahi et al." registered 30.1% of total donations were
anti-HBc positive, indicating a very high rate of exposure to HBV infection among the blood
donors and 30% were HBV DNA positive. In the same country, another study by Makroo et
al.*? showed the presence of HBV DNA was detected in only 0.15% of anti-HBc-positive and
HBsAg-negative blood donor sera.

Corroborating with our results, several studies have found a high prevalence of occult
hepatitis B virus infection in low endemicity regions. Jafarzadeh et al. examined 270 HBsAg
negative sera obtained from healthy blood donors from a nonendemic region in Iran. They
found that 5.18% (14/270) of these donors were positive for anti-HBc. The prevalence of
occult HBV infection in healthy blood donors was 28.57% (4/14).%" Currently, Iran is
classified as having a low endemicity for hepatitis B infection and HBV-DNA was detected in
36/121(29.7%) anti-HBc samples from blood donors.? According to Garcia-Montalvo and
Ventura-Zapata (2011), high HBV DNA prevalence among HBsAg-negative blood donors
from Mexico is particularly significant since Mexico is considered a low HBV prevalence
region.*In Cairo, Egypt, a region considered to have low endemicity, the prevalence of anti-
HBc in HBsAgQ negative blood donors was 13.3% (20/150) and HBV-DNA was detected in
2120 (20%).>

Brazil is a large country and is considered as lowly endemic for hepatitis virus
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infection in most of the region.**>® However, pockets which are highly endemic for HBV have
been reported in the Amazon region,®” Paran4, Santa Catarina, Espirito Santo® and afro-
descendant communities in Mato Grosso do Sul.*

Among Brazilian blood donors, the prevalence for anti-HBc ranges from 3.7% to
11.1%* “* and few studies have been conducted on occult hepatitis B virus infection in
blood donors from Brazil. Wolff et al. did not uncover any cases of occult hepatitis B in their
anti-HBc positive samples from southern Brazil. The authors noted that blood samples were
collected between 1995 and 1997, and they believe the prevalence of occult hepatitis B would
be different if more recent samples were tested.** In the same region, analyzing samples
collected in 2001, HBV-DNA was detected in 5/150 (3.3%) anti-HBc positive samples.* In
Sdo Paulo in southeast Brazil, Arraes et al. also did not observe any HBV-DNA positive
samples collected from August 1994 to July 1997.** Another study in northeast Brazil
reported 3/107 (2.80%) blood donors had occult hepatitis B virus infection.*

Our result of 10.52% of occult hepatitis B virus infection in first time apparently
healthy blood donors represents the most recent data performed using modern molecular
assay.

In conclusion, our study supports the presence of occult HBV infections in apparently
healthy blood donors negative for hepatitis B virus surface antigen and suggests that occult
hepatitis B infection prevalence is much more complex than differences in anti-HBc
endemicity. Greater emphasis should be given for occult hepatitis B virus surveillance since it
is still a risk for blood transfusions. The results of this study reinforce the essential need for

establishing more sensitive blood screening as nucleic acid testing (NAT).
Abstract

The aim of this study was determine the prevalence of occult hepatitis virus infection
in first-time blood donors of Midwest Brazil. A total of 8,840 serum samples of first-time
blood donors were tested for hepatitis B surface antigen (HBsAg) and hepatitis B core
antibody (anti-HBc) using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (bioMérieux bv,
Boxtel, The Netherlands). All samples that were negative for HBsAg but positive for anti-
HBc were also tested for HBV-DNA presence of by PCR assay. Out of the 8,840 samples
screened, 269 (3.04%, CI 95%: 2.7-3.4) were positive for HBV markers. One-hundred ninety
anti-HBc positive samples were tested for HBV-DNA by semi-nested PCR, of which 20/190
(10.52%) were positive. Thus, the overall prevalence of occult hepatitis B virus infection
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(OBI) in 190 blood donors was 10.52%. In conclusion, our study supports the presence of

occult HBV infections in apparently healthy blood donors negative for surface antigen

hepatitis B virus and reinforces the essential need for establishing more sensitive blood

screening, such as nucleic acid testing (NAT).
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Hepatitis B is a serious public health problem of global importance. Nearly 400
million people are infected chronically with HBV around the world. Chronic carriers are
exposed to the development of complications arising from hepatitis B infection, resulting in
cirrhosis, hepatocellular carcinoma, liver failure or death (McMAHON, 2010).

Divergence analyses of HBV genomic sequences has led to the identification of ten
HBV genotypes (A through J) and several subgenotypes, which vary in geographic
distribution and often present specific demographic characteristics (NAITO; HAYASHI,
ABE, 2001; KIRSCHBERG et al., 2004; USUDA et al., 2000; WEISS et al., 2004;
RONCATO; BALLARDIN; LUNGE, 2008). Brazil is a country geographically divided into
several regions which have been colonized by people of different ethnic backgrounds.
Therefore, HBV genotype distribution may differ in these regions. The most frequent
genotypes are A, D and F, but genotypes C and G have also been reported (MELLO et al.,
2007).

Knowledge on HBV genotypes is very important for clinical treatment. Studies have
suggested possible pathogenic and therapeutic differences among HBV genotypes
(McMAHON, 2009). Several viral factors appear to strongly influence outcome in HBV
infection, including HBV genotype, DNA levels over time, and specific HBV viral mutations
(KRAMVIS; KEW, 2005).

The main treatment for chronic hepatitis B (CHB) is antiviral therapy. Several
synthetic nucleoside/nucleotide analogs (NAs), licensed for CHB treatment have been
developed to suppress viral replication by inhibiting viral polymerase activity and to provide
improvement in liver histopathology; thereby preventing associated mortality. Treatment

goals include the prevention of complications such as cirrhosis, liver de-compensation and
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hepatocellular carcinoma. On the other hand, prolonged treatment with antiviral drugs is often
associated with a high occurrence of resistant mutations in the HBV genome. (SONG et al.,
2012; TAN et al., 2012)

Although lamivudine is an effective and well tolerated medication, the nucleoside
analogue requires a lengthy treatment period and, thus, resistance is an important concern.
Resistance to lamivudine is associated with mutations in the HBV polymerase gene (ALLEN
etal., 1998)

Long-term use of lamivudine has become the most important cause of treatment
failure and may lead to the emergence of tyrosine-methionine-aspartate-aspartate (YMDD)
mutation in the highly conserved YMDD motif of the HBV DNA polymerase gene catalytic
domain (C domain) (ALLEN et al., 1998; CHAYAMA et al., 1998). In general, the
methionine at codon 204, which is replaced by either isoleucine (rtM2041, YIDD variant) or
valine (rtM204V, YVDD variant), is the predominant mutation causing lamivudine resistance.
This primary LAM-resistant mutant, rtM204V/I, has also been associated with flares of liver
disease (DIENSTAG et al., 1999).

The present study aimed to determine the genotypes/subgenotypes, the prevalence and
pattern of YMDD mutations as well as their virological and clinical characteristics among

chronic HBV-infected patients in Central-West Brazil.

Methods
Study Population

This cross-sectional study was conducted using samples from 77 chronically HBV-
infected patients recruited from the "Esterina Corsini" University Hospital of the Federal
University of Mato Grosso do Sul (HU/UFMS) and in the Reference Center of Infectious and
Parasitic Diseases (CEDIP) in Campo Grande — MS, from September 2010 until December
2012. Chronic HBV patients, defined as the presence of HBV surface antigen (HBsAQ) for at
least 6 months, who consented to participate in the investigation by signing the consent form,
were interview regarding socio-demographic data, risk characteristics associated with HBV
infection, coinfections and duration of nucleoside/nucleotide analog (NA) therapy. Data on
CD4 cell counts, serum alanine aminotransferase (ALT) levels, HBV serology, and HIV and
HBV viral load were also obtained, either at the same time or within 3 months prior to or after
the serum was taken. Participation was voluntary. Interviews were conducted individually to

guarantee the full privacy of the research participants. Blood samples were collected from all
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individuals who were treated with different therapeutic strategies. This study was approved by
the Human and Animal Ethics Committee of the Federal University of Mato Grosso do Sul
(accession number: 1721/2010-UFMS).

HBV/HCV/HDV serology

Serum samples of 77 participants were tested for anti-HCV, anti-HDV, anti-HIV,
hepatitis B surface antigen (HBsAQ), hepatitis B core antibody (anti-HBc) and hepatitis B
surface antibody (anti-HBs) using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (bioMérieux
bv, Boxtel, the Netherlands). Patients with results initially reactive to any infection marker
were subjected to the new collection and sera were tested in duplicate. Anti-HCV and anti-
HIV antibody positive samples were retested by "line immunoassay™" (111 INNO-LIA HCV
Ab, Innogenetics, Belgium) and Western Blot assay, respectively. HBsAg positive samples
were tested for anti-HBc IgM, HBeAg and anti-HBe detection by electrochemiluminescence
immunoassay (ECLIA), using the Cobas® e601 analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany), according to manufacturer’s instructions.
Genome extraction and amplification

HBsAg positive samples were submitted to DNA extraction using the High Pure Viral
Nucleic Acid Kit (Roche, Mannheim, Germany), according to manufacturer's instructions.
After precipitation, the pellet was dried and ressuspended in 50 pL of Elution Buffer. The pre-
S/S genome region was amplified by semi-nested PCR. The primer pair used in the first round
were PS1 (5'-CCATATTCTTGGGAACAAGA-3', nucleotide position 2826-2845) and P3 (5'-
AAAGCCCAAAAGACCCACAA-3, nucleotide position 1019-1000). The second round was
conducted using one sense primer (PS1) and a mixture of two anti-sense primers S2 (5'-
GGGTTTAAATGTATACCCAAAA-3', nucleotide position 819-841), and S22 (5
GTATTTAAATGGATACCCACAGA-3', 819-841). After an initial denaturation step (3 min
at 94°C), DNA was amplified using 30 cycles of 94°C for 30 s, 55°C for 30 s, and 72°C for
1m30s, followed by a final elongation step (7 min at 72°C). The first round of amplification
was performed with 1 uL of DNA and one unit of Tag DNA polymerase (Invitrogen, San
Diego, CA) in a final volume of 25 uL. The second round of amplification was performed in a
final volume of 50 uL, using 1 uL of the first round PCR product, sense primer S1 (5'-
CTTCTCGAGGACTGGGGACC-3', 124-143) and antisense primers S2 and S22, under the

following conditions: an initial denaturation step (3 min at 94°C), followed by 30 cycles of
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95°C for 30 s, 52°C for 10 s, and 72°C for 2 min, followed by a final elongation step (7 min at
72°C), as previously described (MELLO et al., 2012 BMC). The lower detection limit of the
PCR assay was 100 copies/mL. Ten microliters of amplification product (about 1,200 bp in
length) was loaded on 2% agarose gels, electrophoresed, stained with ethidium bromide and
visualized under UV light. PCR products were purified using the Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Pr omega, Madison, USA), and were prepared for sequencing using a Big
Dye erminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with
external primers PS1 and S2/S22, internal sense primer S4 and anti-sense primer S7.
Sequencing reactions were processed using an ABI3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems). Sequences were aligned using the ClustalW program and the phylogenetic tree
was constructed by neighbor-joining method using MEGA version 4.0 software with
bootstrap value of 1,000 replications (TAMURA et al., 2007). Results are expressed as mean
+SD. Data were analyzed by independent sample t-tests. Fisher's exact tests and Student’s t-
tests were used for comparison of groups. A p-value< 0.05 was considered statistically

significant.

Results

In the present study, serum samples from 77 HBsAg-positive patients were studied.
The main baseline patient characteristics of the study population are shown in Table 1. Of 77
HBsAg-positive patients, 41 (53.3%) were males and 36 (46.7%) were females. Mean patient
age was 42 years with a range of 17 to 68 years. Among the 77 patients with chronic hepatitis
B, 20 (25.9%) were declared under the use of NAs. Among them, 1 patient was undergoing a
LAM monotherapy regimen and 5 patients were receiving combination therapy of LAM plus
tenofovir (TDF), adefovir (ADV) or entecavir (ETV). HBV-DNA was detected in 50/77
(64.9%) HBV chronically infected patients. Of those with detectable HBV viraemia, 88%

(44/50) were not taking any antiviral treatment and 80% of them had normal ALT values.
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Table 1: Main baseline characteristics of 77 HBsAg-positive patients, Campo Grande-MS

Characteristic N=77 %
Gender
Female 36 46.7
Male 41 53.3
Age (years)
<25 11 14.3
26 —35 13 16.8
36-45 22 28.6
46 — 55 20 26.0
>55 11 14.3
Placeofbirth
MS 43 55.8
Otherstates 34 44.2
Family Income (Minimum wage')
<1 3 3.9
1-3 51 66.2
>4 23 29.9
Number of people per household
1 8 10.4
2-4 54 70.1
5-10 15 19.5
Treatment
Patientsunder LAM monoterapy 1
Patientsunder TDF monoterapy 6
Patientsunder ETV monoterapy 8
Patients under TDF + LAM combination therapy 3
Patients under ADF + LAM combination therapy 1
Patients under ETV + LAM combination therapy 1
Previous TDF use 1
Previous LAM use 1
Median time of LAM use(months) 24
Median time of TDF use(months) 24
Median time of ADF use(months) 60
Median time of ETV use(months) 13

LAM = lamivudine; TDF = tenofovir; ADF = adefovir; ETV = entecavir
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Among 77 HBsAg positive patients, 7.8% (6/77) were HBeAg positive and 71
(92.2%) were positive for anti-HBe. Biochemical and virological profiles of these 77 patients
revealed approximately 38% of them had alanine aminotransferase of up to 1.0 times the
normal level (upper limit 40 U/L) and 63.3% had HBV-DNA viral load more than 50 Ul/mL
(Table 2). There was no statistically significant difference between HBeAg status in terms of
gender, age, ALT levels, HBV-DNA viral load and genotype (P> 0.05).Table 2

Table 2 - Characteristics and genotypes among HBV-infected patients, according to HBeAg
status.

HBeAg
Variable p*
Positive (n= 6) Negative (n=71)
Gender
Female( n=36) 2 34 0.40
Male (n=41) 4 37
Age (years)
<45 4 44 0.59
> 45 2 27
ALT levels*
Normal 5 38/61 0.29
Elevated 1 23/61
HBYV DNA viral load**
<50 Ul/mL 1 5/60 0.56
> 50 Ul/mL 5 38/60
Genotype**
A 1/3 18/41 0.52
D 2/3 18/41
C - 1/41
F - 4/41

Of 77 HBV chronically HBV-infected patients, 6 (7.8%) had HIV co-infection.
Among them, the mean CD4 T-cell count was 724.6 (£465.9) cells/ul. A total of 33.3% of
patients had elevated ALT values and only one (16.6%) was HBeAg positive (Table 3).
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Only one (1.3%) anti-HDV positive patient was identified. Current HDV infection was
confirmed by PCR and genotype of this case was determined to be HDV-1 by phylogenetic

sequence analysis. No patient had HCV infection.

Table 3 - Characteristics and genotypes among HBV/HIV-infected patients

Patient HBV-DNA Genotype HBeAg ALT Timeof TDF CD4

Viral load LAM use (cell/ul)
(Uil/ml) (months)
Hep 37 ND ND Nonreactive N 1 1 1276
Hep 49 ULD D2 Nonreactive  1X 24 24 422
Hep 56 533 ND Reactive N 36 36 709
Hep 74 ND ND Nonreactive N 6 6 433
Hep 112 413 ND Nonreactive  1X 24 1 1303
Hep 124 46 ND Nonreactive N 8 8 205
ND: not done

ULD: under limit of detection

HBV-DNA was positive in 64.9% (50/77) of patients and the HBV genotype was
determined in 44 of 50 patients which presented detectable viral load. In 27 cases, the HBV-
DNA viral load was undetectable by PCR. A phylogenetic analysis showed the predominance
of two HBV genotypes, D (45.4%) and A (43.2%), and genotype F was found in 9.1%.
Among genotype A samples, 8/19 (42.1%) were classified as subgenotype Al, 15.7% as
subgenotype A3 and 15.7% as subgenotype A4. The subgenotype distribution from genotype
D was: D2 (40%), D6 (35%) and D3 (5%). A phylogenetic analysis of genotype F samples
assigned 3/4 (75%) to subgenotype F2 and 1/4 (25%) to subgenotype F4. Only one isolate
clustered with genotype C (2.3%) and was isolated from a Japanese descendant patient who
had been infected by sexual transmission. A phylogenetic tree based on the 72 representative
HBV genetic sequences, analyzed with GenBank accession numbers is presented in Figure 1.
No obvious differences were observed in gender and HBeAg positive rate between HBV/A
and HBV/D infected patients (P > 0.05).
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Figure 1 — Neighbor-joining phylogenetic tree based on complete Large S genefrom 25
Brazilian HBV chronically infected patients (HepB) and 72 reference strains with different
genotypes retrieved from GenBank. The numbers at the nodes represent the bootstrap support
values (% obtained for 1,000 replicates)
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YMDD mutation rate and type

Polymerase region sequencing was performed on 25 of the 77 patients. No patient was
coinfected with HIV. The YMDD mutation was detected in 2 (8%) out of 25 HBV isolates.
The mutation type was YVDD. These patients (HepB 40 and HepB 104) developed the
double rtL180M + rtM204V lamivudine-resistence mutation and the additional rtV173L
mutation, which is also associated with lamivudine resistance. These patients were on ETV
monotherapy varying from 12 to 24 months, with low HBV-DNA viral load. Although these
patients had LAM-resistant mutations, they had never received LAM treatment. In addition,
the genotype of these patients was D2 and both of them were positive for anti-HBe. In the P
region and in comparison with the reference gene, 11 amino acid substitutions (DO7A, Y13H,
191L, 1103V, N124H, L129M, Q139N, M145L, K149Q, Y151F, Y221F) were detected in
most of the genotype D isolates. The amino acid substitution V207L was found in 2/4 isolates
classified as genotype F. Among patients undergoing treatment with TDF monotherapy (2/25)
and ETV monotherapy (4/25), no TDF resistance mutations or ETV resistance mutations were
found. There was no significance difference in the frequency of polymerase mutations in
HBV from HBeAg™"® and HBeAg™® individuals. Also, univariate analysis revealed genotype
A was associated with detectable HBV-DNA viremia (HBV-DNA > 50 IU/mL). The
demographic and clinical features of the study group are summarized in Table 4.
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Table 4 — Mutational patterns in the polymerase gene of HBV chronic patients

Patients HBV-DNA Genotype HBeAg ALT LAM TDF ETV 3TC resistence
Ul/ml mutations

Hep 6 40,000 Ad Nonreactive  1X NA NA 3 wit

Hep 10 864 D6 Nonreactive N NA NA NA wit

Hep 26 4,770 Ad Nonreactive  1X NA NA 1 wt

Hep 29 3,640 F4 Nonreactive  1X NA 1 NA wt

Hep 36 198,000 D6 Nonreactive  1X NA NA NA wt

Hep 40 53 D2 Nonreactive ~ 1X NA NA 24 L180M/M204V/V173L

Hep 47 205 Al Nonreactive  1X NA 6 NA wt

Hep 60 87 Al Nonreactive N NA NA NA wit

Hep 66 49,000 D Reactive 1x NA NA NA wit

Hep 67 50,000 Al Reactive N NA NA NA wit

Hep 68 2,010 Al Nonreactive  1X NA NA NA wt

Hep 71 165 A Nonreactive NA NA NA wt

Hep 80 ND D2 Nonreactive NA NA NA wt

Hep 89 1,900 D2 Reactive 1x NA NA NA wt

Hep91 ND D Nonreactive N NA NA NA wt

Hep 94 52,300 D Nonreactive N NA NA NA wit

Hep96 ND F2 Nonreactive N NA NA NA wit

Hep 97 69 D2 Nonreactive N NA NA NA wit

Hep 104 94 D2 Nonreactive N NA NA 12 L180M/M204V/V173L

Hep 121 2,549 Al Nonreactive N NA NA NA wt

Hep 126 32,000 Al Nonreactive N NA NA NA wt

Hep 127 25,200 Al Nonreactive N NA NA NA wt

Hep 140 34,000 Al Nonreactive N NA NA NA wit

Hep 142 4,424 D3 Nonreactive  1X NA NA NA wt

Hep 143 77 F2 Nonreactive N 24 NA NA wt

Discussion

This is the first molecular epidemiological study on HBV infection among chronic

HBV infected-patients carried out in Mato Grosso do Sul, Central-West Brazil.

In contrast with other studies, presence of HBeAg in chronic HBV-infected patients

was not associated with gender, age, ALT levels, HBV DNA viraemia or HBV genotypes.

The indications for hepatitis B infection treatment are based mainly on the

combination of three criteria: serum HBV-DNA levels (above 2000 IU/mL) and/or serum



81

ALT levels (above the upper limit of normal/ULN) and liver biopsy (moderate to severe
active necroinflammation and/or fibrosis histological grade A2 or stage F2 by METAVIR
scoring) (ZHUANG, 2012). Only 22% of patients with detectable viremia who met treatment
criteria were taking antiviral drugs

The results of this study demonstrated HBV genotypes D and A with subgenotypes Al
and D2/D6, respectively, are predominant in chronic HBV-infected patients from Mato
Grosso do Sul, Central-West Brazil. Our findings (of genotypes D, A and F) are consistent
with previous studies on the distribution of HBV genotypes in Brazil. This could be the
consequence of the intensely migratory and highly miscegenated character of the Brazilian
population (MELLO et al., 2007; MOTTA-CASTRO et al., 2008; ARAUJO et al., 2004).
One genotype C case was identified in a Japanese descendant patient, noting that the presence
of this genotype has been described in Asian descendants living in Brazil, but was never
previously described in our region (MELLO et al., 2007).

Hepatitis D virus (HDV) infection is a widespread disease that has affected a large
number of populations with hepatitis B virus (HBV) infection. The epidemiology of HDV and
HBV are very similar but with some differences. HDV is distributed worldwide with more
than 24% of HBV carriers having HDV markers. The Mediterranean region, Southwest Asia,
and parts of Africa are endemic for HDV infection (GAETA et al., 2000). In Brazil, the
hepatitis delta endemic areas correspond to the Western Amazon states, including Rondonia
State (BONINO et al., 1985; FONSECA et al., 1988; LIAW et al., 1990; TORRES, 1996).
Low prevalence of HDV infection among chronic HBV patients was observed.

In HBV/HIV coinfected patients, the indications for therapy are the same as in HIV
negative patients. In agreement with recent HIV guidelines, recommendations state that most
coinfected patients should simultaneously receive treatment for both HIV and HBV therapy.
Lamivudine and tenofovir have activities against both infections and are contraindicated as
single agents for hepatitis B in coinfected patients. In contrast with other studies, prolonged
use of lamivudine does not lead to YMDD mutations among the HBV/HIV coinfected
patients under studied.

Our results also indicated that YVDD mutation (L180M/M204V/V173L) occurred in
low frequency in this study. The emergence of mutations on the P gene in HBV chronically
infected patients has already been described in several studies (BENHAMOU et al., 1999;
WOLTERS et al.,, 2002; AUDSLEY et al., 2009). The clinical course of hepatitis B in
patients with lamivudine-resistant mutants is variable and the long-term outcome remains to

be determined. In some patients, emergence of lamivudine-resistant mutants may be
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accompanied by acute exacerbations of liver disease and rarely hepatic decompensation
(BARTHOLOMEMW et al.,1997; DIENSTAG et al., 2003; LIAW et al., 1999; TIPPLES et al.,
1996). Despite resistance to lamivudine, detected in 2 patients with YVDD mutants, HBV
DNA viral load and ALT levels were low. This might have resulted from the decreased
replication efficiency of the mutants (LIAW et al.,, 2000; MELEGARI; SCAGLIONI;
WANDS, 1998; ONO-NITA et al., 1999).

The correlation between the emergence rate of lamivudine resistance and HBV
genotypes remains unclear and conflicting data have been reported (ZHENG et al., 2003;
CHENG, 2006; ZHENG et al., 2007; YAN et al., 2003; LI et al., 2006). Naturally occurring
YMDD motif variants were detected in 2 patients infected with genotype D. A comparison
relating different HBV genotypes was not able to performed since the study was conducted in
a genotype D dominant group.

Although all the YMDD mutations occurred in patients with genotype D, the
relationship between YMDD mutation and HBV genotypes was not able to performed since
the study was conduced in a genotype D dominant group and in the small number os cases of
this mutation.

Additionally, all patients with YMDD mutation were anti-HBe positive. However this
relationship was not statistically significant, this result do not accord with several studies
(KOBAYASHI, IDE, SATA, 2003, DA SILVA et al., 2000; YE, WANG, GUO, 2002) but
accord with the study of Da Silva et al., 2000.

Although mutations in YMDD motif increases during lamivudine treatment, many
studies reported this mutation could also be spontaneous (TSUBOTA, 2006). Sequence
analysis showed the triple substitution rtL180M + rtM204V + rtV173L lamivudine-resistence
mutations, detected in only 2 individuals, did exist naturally among these patients.
Furthermore, the presence of mutants resistant to LAM in chronic hepatitis B patients not
treated with lamivudine, highlights the need for the inclusion of tenofovir (TDF) or entecavir
(ETV), to which these mutants are sensitive, in the treatment regimen of these patients
(MELLO et al., 2012). Tan et al. (2012) observed gender and age were not related with
spontaneous YMDD mutations, suggesting pathogen factors rather than host genetic factors
are the determinants of natural YMDD mutants.

As expected, none of the patients had been exposed to TDF treatment. Our data are
also consistent with the absence of TDF-associated mutations (rtA194T + rtL180M +
rtM204V) reported by other studies (SHELDON et al., 2005; AUDSLEY et al., 2009).
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In our study genotype A had a positive correlation with detectable HBV-DNA viral
load and this is associated with high viral load which facilitates viral transmission (KIDD-
LUNGGREN et al., 2006).

In conclusion, this study demonstrates that Central-West Brazilian CHB patients are
infected mainly with HBV genotypes D and A. Also this is the first report to demonstrate
HBV/HDV coinfection and a low rate of the natural YMDD motif mutant occurrence in

lamivudine-untreated HBV carrier monoinfected patients from Central-West Brazil.
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6 DISCUSSAO

A discussdo referente aos trabalhos desenvolvidos serd discutida de acordo com a
populagéo estudada.

» Doadores de sangue do Centro de Hematologia de Mato Grosso do Sul (Hemosul);

> Portadores de hepatite B crbnica atendidos nos centros de referéncia de Campo

Grande.

A hepatite B é uma das doengas infecciosas mais comuns e ja infectou dois bilhdes de
pessoas em todo o mundo, incluindo cerca de 400 milhGes de casos de infectados
cronicamente (LOK; MCMAHON, 2007; EASL, 2012). O sangue é uma das principais fontes
de transmissdo do virus da hepatite B (HBV) e os riscos de transmissdo via transfusional
ainda persistem (DWYRE et al., 2011), apesar das tecnologias mais avancadas e da melhora
na triagem de doadores de sangue. A hepatite B continua a ser a mais frequente infeccéo viral
transmitida por transfusdo (CANDOTTI et al., 2011, GUTIERREZ-GARCIA et al., 2011).

O primeiro artigo, relacionado ao estudo conduzido em primodoadores de Mato
Grosso do Sul e intitulado Decrease in hepatitis B prevalence among blood donors in Central-
West Brazil, foi submetido e aceito para publicagdo no The Journal of Venous Animals and
Toxins incluing Tropical Diseases (artigo 1).

Em 1971, a testagem do antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) foi introduzida
para a triagem de doadores de sangue e, depois de 1986, a pesquisa de anti-HBc foi
implementada para reduzir ainda mais o risco de propagacdo de agentes infecciosos
(SILVEIRA et al., 2011). Em virtude de sua gravidade, a Organizacdo Mundial de Salde
recomenda exame na triagem pré-transfusional para diagnosticar 0s possiveis portadores
hepatite B e 0s que ja tiveram contato com a mesma através da pesquisa do HBsAg e do anti-
HBc total respectivamente.

A prevaléncia da infeccdo pelo HBV na populacdo em geral varia em diferentes
regides do mundo. Embora o Brasil seja considerado um pais de intermediaria endemicidade
algumas areas sdo altamente endémicas, como é o caso da regido amazonica (PEREIRA et al.,
2009).

No Brasil, a prevaléncia dentre os doadores de sangue varia de 0,3% a 1,5% para
HBsAg e de 3,7% a 11,1% para anti-HBc (SILVEIRA et al., 2011; NASCIMENTO et al;
2008; ANJOS et al., 2011).
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O risco de infeccdo pos transfusional é uma realidade e a redugdo da prevaléncia de
marcadores associados a infeccdo pelo virus da hepatite B € um importante relato. Neste
estudo a prevaléncia de infeccdo pelo HBV considerando a deteccao dos anticorpos anti-HBc
totais foi de 3,04 (IC 95%: 2.7 — 3.4) e do HBsAg 0.19% (IC 95%: 0.1 — 0.3) o que demonstra
a presenca de infecgéo pelo HBV em primodoadores.

Em 2001 Aguiar e colaboradores em estudo realizado no mesmo Hemocentro
encontrou a prevaléncia de 9,4% de anti-HBc total e 1,1% de HBsAg. Este fato comparado ao
estudo atual revela um importante declinio.

A prevaléncia da infec¢do pelo HBV depende de vérios fatores, como a prevaléncia do
virus na populacéo geral e a sensibilidade dos testes utilizados.

Quanto aos testes utilizados na década passada esses ja apresentavam sensibilidade
similar aos atuais e, além disso, as amostras foram processadas no mesmo laboratério
utilizado como referéncia na hemorrede de Mato Grosso do Sul.

A causa do declinio é multifatorial e pode estar associada com aumento de programas
de vacinacdo na populacdo geral, maiores estratégias de seguranca em bancos de sangue e
melhor qualidade dos dados. Nos Gltimos anos muitos estudos tém mostrado tendéncia para o
declinio da infeccdo pelo HBV dentre doadores de sangue. . De acordo com Niederhauser et
al. (2008), campanhas de imunizacdo sao eficientes para reduzir o risco de Hepatite B pds
transfusional.

No estudo multicéntrico de base populacional para investigacdo de infeccdo pelo virus
da hepatite B a regido Centro-Oeste, foi classificada regido como sendo de baixa
endemicidade (PEREIRA et al., 2009). Entretanto, estudos anteriores definiam essa regido
como de endemicidade intermedidria. Essa importante reducdo reflete uma soroprevaléncia
significativamente menor de infeccdo por HBV dentre os doadores de sangue mostrados
anteriormente por Aguiar et al., em 2001.

A soroprevaléncia da infecgdo pelo HBV aumentou significativamente com o aumento
da idade. A prevaléncia mais baixa nos doadores com idade inferior a 30 anos pode ser
associada com o impacto da vacinagdo contra hepatite B, que se iniciou no principio da
década de 1990 no Brasil. Além disso, uma alta prevaléncia em doadores com idades mais
avancadas indica um tempo muito maior para a exposicao viral. Estes dados encontram-se de
acordo com O'Brien et al. (2008), Nkrumah (2011) e Seo et al. (2011).

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca significativa na prevaléncia de infeccéo
pelo HBV de acordo com o género. Esse achado também foi reportado por Japhet et al.
(2011), Nascimento et al. (2008) e Ataallah et al. (2011).
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Nossos resultados mostram a importancia de atualizagcdo constante da prevaléncia da
infecdo pelo virus da hepatite B. A queda significativa na prevaléncia do HBV entre 2001 e
2010, dentre os primodoadores sugere uma melhora no recrutamento e pré-triagem de
doadores, além do impacto dos programas de vacinagdo o que consequentemente resultou em
reducdo no indice de infec¢do na populacdo em geral. Felizmente, estes resultados refletem a
seguranca dos produtos derivados do sangue e também traz novas estratégias de controle e
prevencdo da infeccdo pelo HBV.

O segundo artigo, ainda relacionado ao estudo conduzido em primodoadores de Mato
Grosso do Sul e intitulado Occult hepatitis B: a risk for blood transfusion, encontra-se em fase
de submisséo para a revista Transfusion (artigo 2).

A preocupacdo com a qualidade do sangue fornecido pelos hemocentros é uma
realidade mundial e com o avango tecnolégico dos métodos de diagndstico laboratoriais,
novas entidades clinicas tornam-se foco de preocupagdo com necessidade de investigacdo
detalhada (NIEDERHAUSER et al., 2008).

Uma nova entidade clinica tem sido definida como a persisténcia de HBV-DNA na
auséncia do antigeno de superficie (HBsAg). Essa condicdo pode aumentar o risco de
infeccdo pds transfusional (LARRUBIA, 2011). A hepatite B oculta pode ser diagnosticada
apenas pela detec¢do do virus da hepatite B por meio do teste de acido nucleico (NAT), que é
realizada em centros de transfusdo de sangue de varios paises (NIEDERHAUSER, 2011),
porém, essa hova metodologia ainda ndo € realizada em todos os hemocentros brasileiros.

A despeito de sua importancia clinica potencial, a epidemiologia da infeccdo oculta
pelo HBV ainda é desconhecida sendo que o conhecimento da prevaléncia é a primeira etapa
0 para a compreensao e associacdo com o verdadeiro significado clinico.

Mecanismos como periodo de janela da infeccdo por HBV, a presenca de virus que
sdo geneticamente mutados, marcada reducdo na replicacdo e expressdo de genes virais,
tentam explicar a persisténcia de genomas do HBV sem HBsAg no sangue de individuos
aparentemente saudaveis (ZOULIM, 2005).

Capezzuto et al. (2010) identificaram dois casos de infec¢do oculta pelo HBV onde o
sequenciamento das regides S e pré-core do genoma do HBV revelaram a presenca de
mutacOes, alem da carga viral baixa na circulagdo. Confirmando esses resultados,
recentemente outros autores também relataram mutacgdes e baixa carga viral na circulacdo de
doadores de sangue aparentemente saudaveis, com hepatite B oculta (GARCIA-
MONTALVO; VENTURA-ZAPATA, 2011; LIU et al.,, 2010;. MANZINI et al., 2007;
PANIGRAHI et al., 2011;. SEO et al., 2011;THEJA et al., 2010, ZHENG et al., 2011).
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O presente estudo conduzido em doadores de sangue aparentemente saudaveis, a
prevaléncia de positividade para 0o HBV-DNA em doadores de sangue HBsAg negativo e com
anti-HBc total positivo, foi de 10,52%. Este indice configura a presenca de infeccdo oculta
pelo virus da hepatite B, com potencial de transmitir esta infeccdo por meio da transfusdo e
representa 0 dado mais recente que, consequentemente, foi realizada com o teste molecular
moderno.

Nossos resultados sdo considerados altos, uma vez que a regido central do Brasil é
uma area de baixa endemicidade para virus da hepatite B. No que diz respeito a taxa de
infeccdo oculta pelo virus da hepatite B a partir de doadores de sangue, a prevaléncia varia
entre 0% e 30% em diferentes regides do mundo (BELTRAN et al., 2011; PANIGRAHI et
al., 2011; DELAVARI et al., 2011), ou mesmo em areas diferentes em um mesmo pais
(BHATTACHARYA et al., 2007, ASIM et al., 2010).

De acordo com os estudos sobre a infeccdo oculta pelo virus da hepatite B em
doadores de sangue, a grande variedade de tal prevaléncia ndo € totalmente compreendida e
pode ser consequéncia de fatores viroldgicos, imunoldgicos, metodolégicas, epidemioldgicos
e caracteristicas imunogenéticos (GARCIA-MONTALVO; VENTURA-ZAPATA, 2011).
Além disso, a diversidade étnica da populacdo estudada, diferentes métodos de detecgdo de
HBsAg ou anti-HBc, diferentes genotipos e subgendétipos do HBV e caracteristicas regionais,
sdo condicbes que podem influenciar a prevaléncia da hepatite B oculta (HENNING et al.,
2002; JAFARZADEH et al., 2008; ISMAIL et al., 2011; LIU et al., 2012).

Foi documentado que areas de baixa, média ou alta endémicidade tém diferentes taxas
de infecgdo oculta pelo HBV. E rara a prevaléncia de infeccdo oculta em doadores de sangue
em regides com baixa endemicidade HBV (HENNING et al., 2002). Na Provincia Central do
Ird, considerada uma regido de baixa prevaléncia para o HBV, dos 531 casos, 11 (2,1%)
tinham anti-HBc total isolado e o HBV-DNA néo foi detectado em nenhum dos casos
(SOFIAN et al., 2010).

Considerando-se as regides de elevada prevaléncia da infec¢cdo por HBV, onde o anti-
HBc varia entre 18,3% a 43,4%, o HBV-DNA foi detectado em elevada percentagem de
amostras com até 30% de deteccdo (BHATTACHARYA et al., 2007; ALSHARKAWY et al.,
2010; THEDJA et al., 2010; ASIM et al., 2010; PANIGRAHI et al., 2011).

Por outro lado, algumas publicacbes demonstraram prevaléncia muito baixa de
infecco oculta pelo virus da hepatite B variando entre 0,15% e 1,1% na india (ISMAIL et al.,
2011; MAHESWARI et al., 2012; MAKROO et al., 2012), 0,016 % na Coréia (SEO et al.,
2011) e 3,4% na China (YUAN et al., 2010), que sdo regides de alta endemicidade para o
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HBV. E importante destacar que na India Panigrahi et al. (2011) registrou 30,1% do total de
doagdes eram antiHBc positivas 0 que indica um indice muito elevado de exposi¢do ao HBV,
dentre esses 30% eram também HBY DNA positivos. No mesmo pais, outro estudo realizado
por Makroo et al. (2012) mostrou que apenas 0,15% de doadores com anti-HBc positivos e
HBsAg-negativo tinham a presenga de HBV-DNA nos seus soros.

Em concordancia com o nosso indice elevado de infeccdo oculta, em varios estudos
foram encontrados alta prevaléncia de infec¢do oculta pelo virus da hepatite B em areas de
baixa endemicidade. Jafarzadeh et al. 2008 examinou 270 soros HBsAg negativo obtido de
doadores de sangue saudaveis de regido ndo endémica no Ird e a positividade para o anti-HBc
total foi de 5,18%. A prevaléncia de infeccdo oculta pelo HBV em doadores de sangue
saudaveis foi de 28,57% (4/14). Ainda, na mesma regdo classificada com de baixa
endemicidade, Delavari et al. 2011 encontraram 29,7% de infeccdo oculta pelo HBV em
doadores de sangue.

Preconizadas por Garcia-Montalvo e Ventura-Zapata (2011), alta prevaléncia do DNA
do HBV entre doadores de sangue HBsAg negativos do México é particularmente
significativo, porque o México é considerado uma regido de baixa prevaléncia de HBV. No
Cairo, Egito, considerando a baixa endemicidade, a prevaléncia de anti-HBc em HBsAg
negativos foi de 13,3% (20/150) e o0 HBV-DNA foi detectado em 2/20 (20%) (EL-SHERIF et
al., 2007).

O Brasil é um pais de grandes dimensdes e a regido Centro-oeste é considerada uma
area de baixa endemicidade para a infeccdo pelo virus da hepatite B (NASCIMENTO et al.,
2008; PEREIRA et al., 2009). No entanto, bolsbes de alta endemicidade de HBV foram
relatados na Amazbnia (BRAGA et al.,, 2012), Parand, Santa Catarina, Espirito Santo
(SOUTO, 1999) e em comunidades afro-descendentes de Mato Grosso do Sul (MOTTA-
CASTRO et al., 2003).

Dentre os doadores de sangue no Brasil, a prevaléncia de anti-HBc varia entre 3,7% a
11,1% (GONCALES et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2008; SILVEIRA, 2011; ANJOS et
al., 2011) e poucos estudos tém sido realizados sobre hepatite B oculta nessa populagéo.
Wolff et al., 2011 ndo encontraram um Gnico caso de hepatite B oculta em suas amostras anti-
HBc positivas do Sul do Brasil. Os autores referem que as amostras de sangue foram
coletados entre 1995 e 1997, e acreditam que a prevaléncia de hepatite B oculta seria diferente
se amostras mais recentes fossem testados. Na mesma regido, analisando amostras coletadas
em 2001, o HBV-DNA foi detectado em 5/150 (3,3%) das amostras de anti-HBc positivas
(SILVA et al., 2005). Em Sdo Paulo, Sudeste do Brasil, Arraes et al. (2001) ndo encontraram
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HBV-DNA positivo em amostras coletadas de agosto de 1994 a julho de 1997. Outro estudo,
no Nordeste do Brasil, Arraes et al. (2003), relataram que 3/107 (2,80%) de doadores de
sangue tinham virus da hepatite B oculta.

O nosso resultado de 10,52% de infeccdo oculta pelo virus da hepatite B em
primodoadores aparentemente saudaveis representam o dado mais recente que,
consequentemente, foi obtido com um teste molecular moderno.

E interessante ressaltar que em nosso estudo a infeccdo aumentou com a idade, por
outro lado, nossos resultados mostraram uma percentagem estatisticamente significativa de
maior positividade de HBV DNA (18,57%) entre os doadores mais jovens com idade inferior
a 29 anos. Maior proporcao de infec¢do oculta foi encontrada em grupo mais jovem, também
foi relatado por Panigrahi et al. (2011). Os doadores mais jovens foram vacinados contra a
hepatite B na infancia e muitos séo individuos sexualmente ativos, o que teoricamente poderia
explicar a maior exposi¢do ao virus e a possibilidade da presenga de mutantes selecionados
pela resposta da pressao imunolégica. No entanto, isso requer um estudo mais aprofundado.

Em conclusdo, nosso estudo apoia a presenca de infeccdo oculta pelo HBV em
doadores de sangue aparentemente saudaveis negativos para o antigeno da superficie da
hepatite B e sugere que as varia¢des na prevaléncia de infec¢do oculta da hepatite B é muito
mais complexa do que a diferenca de endemicidade de anti-HBc. Maior énfase deve ser dada
para essa nova entidade clinica, pois a infec¢do oculta pelo virus da hepatite B ainda é um
risco para a transfusdo de sangue o que reforca a necessidade de estabelecimento de triagem
do sangue com testes mais sensiveis como o teste de acido nucléico (NAT).

Considerando que as estratégias de controle de qualquer doenca dependem
primariamente do conhecimento da epidemiologia da infecgdo, a caracterizacdo do perfil
soroepidemioldgico e molecular da infeccdo pelo HBV representa uma grande contribuicdo
no processo de implementacédo de estratégias de controle dessa doenca.

O terceiro artigo intitulado Genotypes and YMDD mutations of hepatitis B virus
among chronic hepatitis B patients in Central-West Brazil, conduzido nos pacientes
portadores crénicos da infeccdo pelo HBV de nossa regido encontra-se em processo de
submisséo.

O conhecimento molecular do virus da hepatite B tem permitido cada vez mais a
correlagdo com a evolugédo e prognoéstico da doenca. Estudos tém sugerido diferencas nas
respostas terapéuticas entre genétipos do HBV e evolucdo da doenca (MCMAHON, 2009).

Anadlises de divergéncia de sequéncias gendmicas do HBV levou a identificacdo de 10

gendtipos que variam de A a J, que apresentam variagdes na distribuicdo geogréafica e tem
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caracteristicas diversas (RONCATO; BALLARDIN; LUNGE, 2008). O Brasil é um pais
geograficamente dividido em vérias regifes que foram colonizadas por diferentes origens
étnicas. Portanto, a distribuicdo dos genotipos do HBV pode ser diferente nessas regides. Os
gendtipos mais frequentes sdo A, D, E e F, mas genotipos C e G foram também relatadas no
nosso pais (SITINIK et al., 2004; MELLO et al., 2007; MOTTA-CASTRO et al., 2008).

Os resultados deste estudo mostraram que 0s gendtipos A e D, bem como o0s
subgendtipos Al e D2/D6, respectivamente, sdo predominantes nos pacientes cronicamente
infectados estudados. A deteccdo dos gendtipos A, D e F sdo consistentes com estudos
anteriores sobre a distribuicdo de gendtipos do HBV no Brasil (TONETTO et al., 2009,
SITNIK et al., 2004). Este poderia ser em consequéncia do cardter migratorio intenso e
altamente miscigenado da populacao brasileira (MELLO et al., 2007; MOTTA-CASTRO et
al., 2008; ARAUJO et al., 2004). Além disso, estudos conduzidos no Brasil em pacientes
cronicamente infectados pelo HBV também relatam o predominio do genétipo D, seguido
pelos genotipos A e F (REZENDE et al., 2005; HADDAD et al., 2010).

O gendtipo C foi identificado em um paciente com descendéncia asiatica, sendo este o
primeiro relato do encontro deste gendtipo em nossa regido. Diversos estudos conduzidos em
diferentes regides do Brasil, tanto em portadores crénicos do HBV quanto na populagdo
brasileira em geral observaram a presenca deste gendtipo em descendentes asiaticos que
vivem no Brasil (SITNIK et al., 2004; MELLO et al., 2007; BOTTECHIA et al., 2008, DE
OLIVEIRA et al., 2008).

A populacdo oriental geralmente encontra-se infectada por isolados pertencentes aos
genotipos B e C do HBV. Pacientes infectados com estes gendtipos apresentam pior
progndstico, com progressdo mais frequente para cirrose e carcinoma hepatocelular (KAO et
al., 2000). A infeccdo pelo genotipo C é mais severa que pelo genotipo B (KAO et al., 2000)
e 0 gendtipo C esta associado com maior taxa de mutacdo na regido core promoter associado
com maior patogenicidade (DING et al., 2001).

A infeccdo pelo virus da hepatite D (HDV) é uma doenca generalizada que afeta um
grande numero de pacientes infectados pelo HBV. A epidemiologia do HDV e HBV é muito
semelhante, mas com algumas diferencas. Estima-se que 18 milhdes de pessoas encontram-se
infectadas pelo VHD entre os 350 milhGes de portadores cronicos do HBV no mundo.
Apresenta distribuicdo geogréafica variada sendo endémico na regido do Mediterraneo, no
Sudoeste da Asia, e em partes da Africa (GAETA et al., 2000). No Brasil, as areas endémicas
de hepatite D correspondem aos estados da Amazénia Ocidental, incluindo Rondénia
(BONINO et al., 1985; FONSECA et al., 1988; LIAW et al., 1990; TORRES, 1996). Baixa
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prevaléncia de infec¢do pelo VHD entre pacientes cronicos do HBV foi observada, apenas um
(1,3%) paciente foi identificado como anti-HDV positivo.

A infeccédo pelo HIV tem um impacto negativo em todas as fases da historia natural da
Hepatite B, levando a progressdo mais rapida da doenca hepatica para fibrose, maiores niveis
séricos de HBV DNA, e menor taxa de perda do HBsAg (PUOTI et al., 2006; KONOPNICKI
et al., 2005), além do aumento do risco de carcinoma hepatocelular em pacientes com
contagem de células CD4 mais baixas (PUOTI et al., 2006; KONOPNICKI et al., 2005;
ROMERO et al., 2011). E importante ressaltar que a Hepatite B cronica néo interfere na
progressao da Aids (KONOPNICKI et al., 2005) mas o inverso é verdadeiro. A prevaléncia
mundial de coinfec¢cdo HBV/HIV varia de 5 a 10% (THIO, 2009). Em estudos conduzidos no
Brasil, as taxas de prevaléncia de coinfeccdo variaram de 1,6% a 8,5% (MENDES-CORREA
et al., 2000; MONTEIRO et al., 2004; TOVO et al, 2006; ZAGO et al.,, 2007;
PORTELINHA FILHO et al., 2009). Apesar do numero limitado de pacientes cronicamente
infectados pelo HBV estudados, a prevaléncia da coinfeccdo HBV/HIV encontrada foi de
7,8%.

Todos os seis pacientes portadores da coinfeccdo HBV/HIV faziam uso de medicacao
antirretroviral e o valor médio de células CD4 no momento do inicio do estudo era superior a
500 célulassrmm3. As recomendac@es atuais consideram o beneficio do inicio mais precoce de
terapia antirretroviral em pessoas infectadas pelo HIV e assintomaéticas, em virtude da
coinfeccdo com o HBV. As recomendacdes de tratamento sdo as mesmas dos pacientes HIV
negativos e o uso de medicamentos como a lamivudina e o tenofovir, que tenham atuacéo nos
dois virus é o recomendado (BRASIL, 2011).

Varios medicamentos estdo licenciados para o tratamento da hepatite B cronica. Os
objetivos do tratamento antiviral incluem a prevencdo da cirrose, evitar a descompensacao
hepética e o carcinoma hepatocelular. O tratamento prolongado com medicamentos antivirais
analogos de nucleosideo/nucleotideo, estd frequentemente associado a uma elevada
ocorréncia de mutacGes em diferentes regides do genoma do HBV com consequente
resisténcia viral ao tratamento (YILDIZ et al., 2011, LOCARNINI; ZOULIM, 2010).

A utilizacdo de lamivudina, anélogo de nucleosideo de uso oral, por longo prazo é a
causa mais importante de fracasso de tratamento e pode levar ao aparecimento de mutacées
no motivo YMDD (tirosina-metionina-aspartato-aspartato) (YILDIZ et al., 2011; LAI et al.,
2003). Neste estudo, nossos resultados indicaram que a mutacdo YMDD, tipo YVDD
(M204V) acompanhada pela dupla mutacdo L180M/V173L ocorreu em 8% das amostras
estudadas. O aparecimento de mutagfes no motivo YMDD na regido da polimerase em
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pacientes cronicamente infectados por HBV ja foi descrita em vérios estudos (BENHAMOU
et al., 1999; WOLTERS et al., 2002; AUDSLEY et al., 2009). O curso clinico da hepatite B
em pacientes com mutantes resistentes 4 lamivudina é varidvel. Em alguns pacientes, o
surgimento de mutantes pode ser acompanhado de episédios agudos de doenca hepética e
raramente descompensacdo hepatica (BARTHOLOMEW et al., 1997; DIENSTAG et al.,
2003; LIAW et al., 1999, TIPPLES et al., 1996). Apesar da resisténcia a lamivudina ter sido
detectada em apenas 2 pacientes com mutantes YVDD, os niveis de HBV DNA (viremia) e 0s
niveis de ALT apresentaram-se baixos. Estes resultados indicam que apesar da resisténcia a
lamivudina, alguns pacientes com mutacdo YMDD apresentam niveis de HBV DNA e ALT
significativamente baixos. Isto pode ser resultado da diminuicdo da eficiéncia da replicacdo
dos mutantes (LIAW et al., 2000; MELEGARI et al., 1998, ONO-NITA et al., 1999).

Embora a taxa de ocorréncia das mutacdes YMDD aumentem durante o tratamento
com lamivudina, muitos estudos relataram que esta mutacdo também pode ser espontanea e
ocorrer naturalmente, podendo variar de 0% a 27,7% para portadores assintomaticos e de 0%
a 26,9% entre os portadores HBV crénicos (KOBAYASHI et al., 2001; MATSUDA et al.,
2004; TSUBOTA, 2006; TAN et al., 2012). Anélise da sequéncia mostrou que a substituicdo
tripla rtL180M + rtM204V + rtV173L da resisténcia a lamivudina foram detectadas em
apenas dois individuos (8%), que ndo fizeram uso prévio desta medicacdo. Além disso, a
presenca de mutantes resistentes ao LAM em doentes com hepatite B cronica néo tratada com
lamivudina indica a necessidade de inclusdo no regime terapéutico de tenofovir (TDF) ou
entecavir (ETV), para que estes mutantes sejam adequadamente suprimidos (MELLO et al.,
2012 ). Tan et al. (2012) observaram que o género e idade ndo foram relacionadas com
mutacdes espontaneas na regido YMDD sugerindo que fatores associados ao patégeno em vez
de fatores genéticos do hospedeiro sdo os determinantes de mutantes naturais no motivo
YMDD da regido da polimerase.

A correlacdo entre a taxa de surgimento de resisténcia a lamivudina e genétipos do
HBYV permanece obscura e dados divergentes tém sido publicados (ZHENG, 2003; CHENG,
2006; ZHENG, 2007; YAN, 2003 e LI, 2006). Apesar da ocorréncia da mutacdo YMDD em
pacientes infectados pelo HBV genétipo D, a relagdo entre a mutacdo YMDD e gendtipos do
HBV ndo pbde ser determinada, em virtude da ndo ocorréncia desta mutagdo em pacientes
infectados pelo gendtipo A do HBV. Além disso, todos os pacientes com a mutagdo
espontanea YMDD eram HBeAg negativos e anti-HBe positivos. Este resultado esta de

acordo com os resultados encontrados em diversos estudos provavelmente pelo fato de que
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mutacBes YMDD ndo estéo relacionadas com mutagfes da regido pré-core (KOBAYASHI et
al., 2003, 2001, SILVA et al., 2000; DA EYE et al., 2002),

Interessantemente, a mutacdo V207L foi encontrada em dois pacientes classificados
como genotipo F. Um desses pacientes faz uso de monoterapia com lamivudina ha 24 meses.
Um estudo conduzido na Italia relatou a presenga e persisténcia de M2041 em um paciente
que havia deixado de usar lamivudina ha 24 meses seguido da emergéncia de um novo e
distinto tipo de YMDD mutante, nomeado de M204V, V207L (ORLANDO et al., 2008).

Dentre os pacientes que faziam uso de tenofovir (2/25) e entecavir (4/25), nenhum
apresentou mutagdo de resisténcia a estes antivirais. Nossos dados s&o consistentes com a
auséncia de mutagOes associadas ao uso do ETV e TDF (1169T, T184G, S202G/I, M250V e
A194T) relatados por outros estudos (SHELDON et al., 2005; AUDSLEY et al., 2009).

Em conclusdo, este é o primeiro estudo que demonstra a distribuicdo dos geno6tipos do
HBV e a prevaléncia da coinfeccdo HBV/HDV em pacientes cronicamente infectados pelo
HBV. Além disso, demonstrou baixa taxa de ocorréncia natural de mutantes na regidgo YMDD
em pacientes com hepatite B cronica monoinfectados e ndo tratados com lamivudina no

Centro-Oeste do Brasil.
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7 CONCLUSOES

» A prevaléncia de infeccao pelo HBV em primodoadores de sangue foi de 3,04% (95%
Cl: 2.7-3.4) para anti-HBc total e 0,19% (95% CI: 0.1-0.3) para o HBsAg, sugerindo a
presenca de infeccdo pelo HBV em primodoadores. Este dado demonstra o declinio
significante na prevaléncia da infeccdo pelo HBV quando comparado com as taxas de
9.4% de anti-HBc total e 1.1% de HBsAg relatada em estudo anterior (2001)
conduzido no mesmo hemocentro da nossa regiao.

» Nos primodoadores de sangue estudados foi encontrada uma prevaléncia elevada de
infeccdo oculta pelo HBV (10,52%) quando comparada as observadas nos diversos
estudos conduzidos em doadores de sangue no Brasil.

» Houve o predominio dos genétipos D (45,4%) e A (43,2%) entre 0s pacientes
cronicamente infectados pelo HBV estudados;

» O gendtipo C do HBV foi descrito pela primeira vez em nossa regido no grupo de
pacientes estudados.

» Mutagbes no motivo YMDD do tipo YVDD (rtL180M + rtM204V + rtV173L)
associadas a resisténcia a lamivudina foram observadas em 8% dos pacientes
cronicamente infectados pelo HBV, monoinfectados e ndo tratados com lamivudina;

» A coinfec;do HBV/HDV foi detectada em 1,3% dos pacientes cronicamente
infectados pelo HBV estudados.
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Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS

" Carta de Aprova¢do

O protocolb n° 1721 da (Pesquwac{om Andréa de Siqueira Campos
Lindenberg intitulado “Estudo epzdém:o[ogzco e molécul&lr da mﬁzcao pelo
virus da hepatite B em doadores de sangue e pacientes zrgfectac{os atendidos
nos centros de referéncia de Campo Grande-MS’, e o seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, ﬁram revisados por este comité e
aprovados em reunido ordindria no dia 20 de maio de 2010, encontrando-se de

acordo com as resolugdes normativas do Ministério da Saiide.
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Campo Grande, 21 de maio de 2010.
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fone 0XX67 345-7187

123




124

APENDICE A - QUESTIONARIO

| | _|_| PROJETO: HEPATITE B DOADOR/PORTADOR CRONICO/HIV

QUESTIONARIO HEPBll?l-_l N
Data da entrevista: / /
Revisado pelo supervisor de campo: Assinatura
Data / [
SECAO | - DADOS PESSOAIS
Nome:
(nome e
sobrenome)
1-  Sexo: Masc. (2) Fem. (1)
SExXo| |
2-  Data de nascimento: / / Idade: IDADE
3-  Vocé estudou até que série? (anos de estudo) ES
COL
4-  Aonde vocé nasceu? NA
T
5-  Ha quanto tempo vocé vive em Campo Grande? TE
MPOCG
6-  Vocé tem religido? RE
1- Sem religido ( ); 2- Catolica ( ); 3- Evangelica ( );4- Espirita ( ); 5- L
Budista ( ); TIP
6- Judaismo ( ); 7- Outra ( ): especificar: REL
7-  Em relagdo a cor de sua pele, como vocé a classifica: CO
1- Branca ( ); 2- Negra ( ); 3- Parda (  ); 4- Outra () especificar: R
8-  Qual o seu estado civil? ES

1- casada/unido consensual ( ); 2- Solteira ( ); 3- Separada ( ); 4- vidva ( )



9-  Quantas pessoas moram com vocé na sua casa?

10- Qual a sua renda familiar?
N&o possui renda (1) < 1 saléario (2) 1 a 3 salérios (3) >

4 salarios (4)

11- Nas ultimas 4 semanas vocé tomou alguma bebida alcodlica?
1 — Né&o bebo ( ); 2- bebo todos os dias pouco ( ); 3- bebo/bebia todos os dias

muito ( );
4 — bebo pelo menos uma vez na semana ( ); 5- bebo menos de uma vez por

més ()

SECAO II-FATORES DE RISCO
12- Vocé ja fez cirurgia?
1-Nédo( );2-Sim( )

13- Vocé ja fez hemodialise?
1-Nédo( );2-Sim( )

14- Vocé ja fez acupuntura?
1-Néo( );2-Sim( )

15- Vocé ja foi preso?
1-Nédo( );2-Sim( )

16- Vocé ja teve hepatite/ictericia?
1-Néo( );2-Sim( )

17-  Alguém da sua familia ja teve hepatite?
1-Nédo( );2-Sim( )

18- Alguém da sua familia ja teve cancer hepatico?
1-Néo( );2-Sim( )Quem?

19- Vocé ja usou algum tipo de droga?
Q23 « 1- Nunca (1); N&do Injetavel (2 )

Injetavel (3)

20- Qual o tipo de droga?
1- Maconha ( ); 2 — Cocaina ( ); 3 — Maconha e Cocaina ( ); 4 —

crack/zuca( )5-—outras ( )
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TCIV
NC
ASA
RE
NDA

AL
COO

Cl

RUR
HE
MOD
AC

upP

PR

ESO

HE
P/ICT
HE
PFAM
CA
NCFAM
U
ODROG

TIP
ODROG



especificar:
21- Vocé ja compartilhou algum utensilio para uso de droga (agulha, canudo, CcO
recipiente)?
1-Nao( ):2-Sim( ) AIPIROIE
22- Vocé ja compartilhou objetos de uso pessoal?
1-Né&o ( );2-Sim( ) UD
I
23- Quais? CcO
Lamina (1) alicate(2) escova(3) MPOBJ
outros(4)
24- Vocé tem alguma tatuagem/piercing no corpo? TA
1-Néo( );2-Sim( ) TOO
Caso afirmativo: N° de tatuagens/piercing | |
NT
ATOO
25-  Vocé ja foi hemotransfundido?
1-Nao( );2-Sim( ) TR
Caso afirmativo, antes de 1994: 1-ndo ( ); 2-sim( );3—ndo lembra () ANSE
26- Que tipo de trabalho vocé faz? Profissdo
1- Doméstico ( ); 2- Comércio ( ); 3- Outros: Especificar TT
RAB
SECAO 111-VIDA SEXUAL
27- Qual a sua orientacao sexual? OR
heterossexual ( 1) Bissexual(2) Homossexual(3) IENSEX
28- Quanto parceiros sexuais Vvocé teve nos ultimos 12 meses? NP
ARC
29- Vocé ja recebeu dinheiro por sexo alguma vez?
1-Nédo( );2-Sim( ) SEXPAG
@)

30- Na ultima vez que vocé teve sexo com um parceiro, Vocés usaram

ivo?
preservativo? PR
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31

32

33

34

35

1-Nao( );2-Sim ( );3-Néaoselembra( )
Quem sugeriu 0 uso do preservativo?

1-vocé ( );2-—oparceiro( );3—ambos( );4—ndo se lembra

Com que frequéncia vocé e todos os seus parceiros (marido/namorado)
usaram preservativos nos Ultimos 12 meses?
1- Sempre ( ); 2- Quase sempre ( ); 3- Algumas vezes ( ); 4- Nunca ( )

Por que voceé e seu parceiro ndo usaram preservativo?
1- Néo disponivel ( ); 2 —-Muito caro ( ); 3 — Cliente recusou ( );

4- Nao gosta de usar; 5- Usa outra forma de anticoncepcdo ( ); 6- N&o
acha necesséario ( );
7- Nao pensa sobre isto ( ); 8 — Outra: ( )

Com gque freqiiéncia vocé e seu parceiro usaram preservativos nos Gltimos 30
dias?
1- Sempre ( ); 2- Quase sempre ( ); 3- Algumas vezes ( ); 4- Nunca ( )

Préticas sexuais mais frequentes:
1-Oral ( ); 2-Vaginal ( ); 3-Anal( ) 4-Todas( )

SECAO IV - DST

Vocé teve algum corrimento/DST nos altimos 12 meses?
1- ndo ( ); 2- sim ( ); 3- ndo se lembra ( ) Qual?

36

37-

38

39-

Vocé teve alguma ferida/ulcera na genitalia nos altimos 12 meses?
1-ndo ( );2-sim( );3-ndoselembra( )

Vocé procurou tratamento em alguma unidade de saude
1-ndo ( );2-sim( )

SECAO V - CONHECIMENTO E OPINIAO

De 0 a 10, qual é a nota que vocé se da para os seus conhecimento quanto a
DST/HIV, sendo que 0 vocé ndo sabe nada e 10 vocé sabe
tudo:

Vocé ja foi vacinado contra hepatite B?
1-ndo ( );2-sim( );3—Nao sabe informar ( )
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Caso afirmativo, quantas doses da vacina vocé recebeu?

1dose ( );2doses( );3doses( );ndosabeinformar( )

Caso negativo, vocé aceita receber a vacina neste momento?

1-ndo ( );2-sim( )

Caso negativo, porque vocé nao quer receber a vacina?

1- medo da injecdo ( ); 2- medo de pegar alguma doenga; ( ); 3- acha

desnecessaria ()

40-  Quais destas outras vacinas vocé ja recebeu depois de adulto?
Anti-tetanica: 1-ndo( );2-sim( );3—Naosabe( )

Anti-rubedla: 1-ndo ( );2-sim( ); 3—N&aosabe ( )
Anti-febre amarilica: 1-ndo ( ); 2-sim( ); 3—Naosabe ()

SECAO VI — COINFECCOES E TRATAMENTO
43-  Estagio da doenca por HBV

1-cirrose ( ); 2-HCC( ) 3- Hepatite cronia ativa ()

3- Hepatite cronia inativa () 4- Hepatite aguda ( ) 5- outra (
)

44-  Tem alguma outra doenga?

1-ndo( ); 2-HCV( ) 3-HIV( ) 3-HBV( ) 4-HDV ()

5 - outra: (diabete, HAI, dca metabolica, esteatose):

45- Faz uso de alguma medicagao?

1-ndo ( );2-sim( )

46- Faz uso de anti-retroviral?
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1-ndo ( );2-sim( ) ETROV
47- Usa ou ja wusou 3TC? Tempo  uso:
3T
1-ndo ( );2-sim( ) C
48- Usa ou ja usou Tenofovir? Tempo uso
TE
1-ndo ( );2-sim( ) NOF
49- Usa ou usou algum tratamento para hepatite B? Tempo uso:
3T
1-ndo ( );2-sim( ) C
50 Adefovir ? 1- ndo ( ); 2- sim ( ) Tempo uso : AD
EFOVIR
51- Entecavir ? 1- ndo ( ); 2- sim ( ) Tempo uso : EN
TECAV
52- Interferon convencional ? 1-ndo ( ); 2-sim( ) Tempo uso : INF
CONV
53- Interferon peguilado ? 1-ndo (  ); 2-sim( ) Tempo uso : INF
PEG
54- Peso: Altura: PE
IMC: SO
AL
Tabagismo: 1- ndo ( ); 2- fuma atualmente () ); 3- ex-fumante () TURA
Café: 1-ndo ( ) ;2- sim ( ) quanto ao dia IM
? C
Amendoim :1-N&o( ); 2-sim ( ) quanto / semana? TA
BAG
CA
FE
AF

LATOX
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SEGCAO VII - RESULTADOS SOROLOGIAS E CONTROLE VACINACAO

ANTI-HIV: BLOT: PCR: HIV: GENOTIPO:
HTLV: BLOT: PCR: HTLV: GENOTIPO
HCV HCV PCR: HCV: GENOTIPO:
ELISA: LIA:
HBSAG: HBSAG ANTI- ANTI-HBC ANTI-HBS:
QT HBC TOTAL: IGM:
HBEAG: ANTI- HBV/PCR GENOTIPO GENOTIPO SEQ
HBE: QL: RFLP
ANTI- ANTI- ALT: AST: ALFAFETOPRO
HDV IGM: HDV IGG: TEINA
FOSF BILIRRU ALBUMI TAP CD4
ALC BINA NA
CARGA CARGA CARGA BIOPSIA
VIRAL HBV VIRAL HIV VIRAL HCV HEPATICA

ESQUEMA VACINA CONTRA HBV

12 DATA:___ ANOTAR RELATO DE ALGUMA REACAO APOS AS
DOSE [ DOSES DA VACINA:

20 DATA:
DOSE / /

32 DATA:
DOSE / /

ANTIHBS APOS A 22 / ANTIHBS2: uUl/L

DOSE : /
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ANTIHBS APOS A 3@ / ANTIHBSS3: ul/L
DOSE : /

Nome do entrevistador:

Assinatura do entrevistador:




