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RESUMO

A hepatite B € uma infec¢gdo de grande importancia nas unidades de dialise.
A transmiss&o da infecgao pode ser controlada pela vacinagdo, mas alguns
pacientes submetidos a tratamento por didlise ndo respondem
eficientemente a vacinagdo. Neste estudo, nds analisamos pacientes
submetidos a tratamento por hemodialise de dois centros de didlise da
regido leste da cidade de Sdo Paulo. Os nossos objetivos foram determinar
a incidéncia e prevaléncia da hepatite B, determinar o genétipo e analisar a
presenga de mutagao na regido pré-core e do promotor do core (BCP) nessa
populagdo. Foram analisados durante um ano, 276 pacientes. Todas as
amostras foram analisadas para os marcadores sorologicos Anti-HBc e
AgHBs. O Anti-HBs foi analisado nas amostras AgHBs negativas. O AgHBe
em amostras AgHBs positivas e o Anti-HBe em amostras AgHBe negativas.
Para os testes soroldgicos foram utilizados kits comerciais de ELISA. Para a
reacao de PCR, foram utilizados primers especificos das regides C,S e pré-
core do virus B. A prevaléncia encontrada foi de 27,9% e a incidéncia foi
zero. O VHB DNA foi encontrado em 28/276 (10,1%). Depois da
amplificagcdo da regido S, o gendtipo D foi encontrado em 21 amostras. Na
regidao do core e da regido do promotor foram encontradas mutagbes em 14
amostras. Em concluséo, foi observada uma alta prevaléncia da hepatite B,
nos centros de didlise na cidade de S&do Paulo. Além disso, evidéncias de
contaminagao dentro dos centros de dialise foram encontradas, como todos
0s pacientes apresentarem o mesmo genétipo D, ndo sendo o gendtipo mais
frequente encontrado no estado de S&o Paulo, onde o gendtipo A é mais

predominante.



ABSTRACT

Hepatitis B Virus (HBV) infection is a major problem in renal dialysis units.
Blocking the transmission of this infection can be accomplished by
vaccination, but most patients submitted to renal dialysis did not reach
protective anti-HBs levels even after receiving several doses of vaccine. In
this study, we have analyzed patients under renal dialysis treatment in two
centers from the east region of Sdo Paulo Metropolitan Area. The aims of this
study were: 1) to determine the incidence and prevalence of HBV in this
population; 2) to determine the HBV genotypes found in this population; 3) to
analyze the presence of pre-core and basal core promoter (BCP) mutants
found in this population. Monthly samples were collected from 276 patients
followed in these two dialysis centers for one year. All the samples were
assayed for Anti-HBc and HBsAg. Anti-HBs was assayed in all anti-HBc
positive and HBsAg negative samples. HBeAg and anti-HBe were assayed in
all HBsAg positive samples. Serological assays were carried out using
commercial available ELISA kits. PCR amplifications were carried out with
primers covering the C, S and preC/C genes . The prevalence of anti-HBc
was 27,9% and don’t have incidence. HBV DNA was found in 28/276 (10,1%)
samples, all of them HBsAg positive. After amplifying and sequencing a
fragment of the S gene, genotype D was identified in all 21 samples with
detectable HBV DNA. No pre-core or BCP mutations have been identified in
14 analyzed samples. In conclusion, a high prevalence of HBV infection was
observed in renal dialysis units in Sdo Paulo metropolitan area. Furthermore,
evidences for intra dialysis units contamination were found, as all the patients
were contaminated with the genotype D, that is not the most frequent in Sao

Paulo State, where genotype A was reported to be predominant.



INTRODUGAO

Hepatite viral € um termo geral, utilizado para indicar a infecgao do
figado causada por virus hepatotropicos, em particular, os virus das
hepatites A - E. O sinal mais caracteristico desta doengca € um aumento no
nivel sérico das enzimas hepaticas, em especial, da alanina amino
transferase (ALT). Muitas vezes esta doenga € acompanhada de ictericia,
uma coloracdo amarelo-alaranjada na pele e mucosas, causada pela
elevagao dos niveis de bilirrubina no sangue, resultado da ma excregao do
pigmento biliar feita pelos hepatdcitos infectados (Hollinger et al., 1996).

As primeiras descricbes desta doencga foram feitas na Grécia antiga,
sendo a mesma posteriormente relacionada a fenbmenos obstrutivos e a
necrose hepatocelular difusa encontrada em necropsias (Aach et al., 1981;
Da Silva, 1995). Somente a partir de 1939, com o advento das bidpsias
hepaticas, as hepatites virais foram definitivamente associadas a alteracdes
inflamatorias dos hepatécitos (Mendes et al., 1984).

Em relacao a hepatite transmitida por soro, a primeira descricao clara
da existéncia de uma hepatite de transmissao parenteral foi documentada
por Luman em 1885, que relatou a presenga de ictericia em 15% de 1.289
trabalhadores aleméaes de um estaleiro, 8 meses depois de serem vacinados

contra variola (Aach et al., 1981). A ocorréncia destas ictericias relacionadas



ao uso de plasma humano em soros e vacinas propiciou evidéncias de que o
soro humano pudesse ser o veiculo do agente transmissor, o que foi
reforcado com a observagao de casos de ictericia em receptores de sangue
ou derivados (Beenson et al., 1943).

Nos anos 40, foram realizados estudos em voluntarios, que
desenvolveram ictericia apds ingestdo de fluido duodenal e inoculagdo de
sangue proveniente de doentes com sintomas de hepatite aguda
(MacCallum e Bauer, 1944; Havens et al., 1948).

Sabia-se que o virus da hepatite soro-homédloga, chamado entdo de
virus SH, estava presente em plasma de convalescentes de caxumba e em
lotes de vacina contra febre amarela e era capaz de produzir hepatites
agudas em voluntarios, no periodo de 60 a 130 dias apds a inoculagao (Neef
et al., 1946; Aach et al., 1981).

Nos anos 50, foram observados casos de hepatites soro-homoélogas
em usuarios de drogas injetaveis e em receptores de unidades de sangue
provenientes de doadores sadios, sendo estes rotulados como portadores
sdos de hepatite soro-homologa (Steigmann et al.,1950; Appelbaum et al.
1951; Murray et al., 1954; Neef et al.,1954; Stokes et al., 1954).

Em 1965, Blumberg et al. publicaram o que viria a ser uma das mais
importantes revelagcdes sobre hepatites; a observagdo de um antigeno no
soro de um aborigene australiano, que foi denominado de antigeno Australia
e inicialmente associado as leucemias. Em 1967, Krugman et al. trabalhando
em Nova York com deficientes mentais, observaram que havia dois tipos de

hepatites virais com caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e imunoldgicas



distintas, a hepatite infecciosa, chamada de virus MS-1, e a hepatite soro-
homodloga ou hepatite MS-2. Os quadros de MS-1 associavam-se a curtos
periodos de incubacéao (entre 30 a 38 dias), e os quadros de hepatite MS-2 a
longos periodos de incubagao (entre 41 a 108 dias). Os estudos também
demonstraram que nao havia imunidade cruzada entre ambas.

Okochi e Murakami (1968), no Japao, relacionaram a presenga do
antigeno Australia em doadores de sangue com o desenvolvimento de
hepatites pds-tranfusionais (HPT) nos receptores de unidades transfusionais
positivas para este antigeno. Finalmente, em 1969 Blumberg et al.
associaram o antigeno Australia as hepatites agudas e crénicas, ressaltando
a necessidade de pesquisa rotineira na triagem de doadores de sangue,
principalmente nas areas onde o antigeno era altamente prevalente.

Portanto, no inicio da década de 70, estavam estabelecidas as
relagdes etioldgicas entre a hepatite soro-homdéloga, ou hepatite MS-2, e o
antigeno Australia.

Os estudos de Dane et al. (1970) demonstraram a natureza complexa
do antigeno AgHBc. O anti-HBc, anticorpo dirigido contra o componente viral
do core do VHB foi descrito por Almeida et al. em 1971. Em 1972, Magnius e
Espmark descreveram o antigeno “e” (AgHBe). A partir desta data, os
estudos intensificaram-se, ficando cada vez mais clara a relagao entre este
agente e hepatites agudas e cronicas.

Em 1973, a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) propds que o

termo hepatite por soro homodlogo, pds-transfusional, MS-2, sérica, com



incubagado prolongada ou decorrente do antigeno Australia tivesse o seu

nome substituido por hepatite B.

Estrutura do VHB

O VHB pertence a familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus,
o qual é constituido por virus descrito em humanos, macacos e roedores.
Virus semelhantes ao VHB foram encontrados na marmota monax (WHV -
Woodchuck Hepatitis Virus) (Summers et al., 1978), no esquilo Spermofilus
beecheyi (GSHV - Ground Squirrel Hepatitis Virus) (Marion et al. 1980), no
esquilo do artico Callosciurus erythracus (ASGHV - Arctic Ground squirrel
hepatits virus) (Testut et al., 1996) e no macaco barrigudo Lagothrix
lagotricia — WMHBYV Woolly Monkey Hepatitis B (Virus) (Lanford et al., 1998).
Este género compreende também virus muito semelhantes ao humano, mas
filogeneticamente distintos, encontrados em macacos antropdides como
gibdes Hylobates lar (Mimms et al., 1993), chimpanzés Pan troglodytes
verus (MacDonald et al., 2000), orangotangos Pongo pygmaeus (Warren et
al., 1999) e gorilas Gorilla gorilla (Grethe et al., 2000).

Todos estes virus sdo hepatotropicos e tém como caracteristicas gerais
o fato de serem particulas virais envelopadas com nucleocapsideo
icosaédrico, genoma composto por DNA com fita parcialmente dupla e
replicacao através de RNA intermediarios por meio de uma DNA polimerase
com atividade de transcriptase reversa (Lee et al., 1997).

O VHB pode ser encontrado no soro de pacientes infectados sob duas

formas: 1- Particulas esféricas, com 22nm de didmetro e cilindricas, com até



200 nm de comprimento, que sdo constituidas apenas pelas proteinas do
envelope viral envoltas pelo seu envoltdrio lipidico. Estas particulas ndo sao
infecciosas e sdo produzidas em grande quantidade durante a infecgao viral
(Tiollais et al., 1985); 2- Particulas de Dane, que s&o esféricas com 42 nm de
diametro e constituem o virion completo, sendo compostas por um envoltério
lipidico contendo as proteinas do envelope viral e um nucleo central denso
(nucleocapsideo) (Dane et al., 1970).

O ndcleo central possui uma proteina interna do core (AgHBc), que
induz a formacdo de anticorpos especificos (anti-HBc) pelos individuos
infectados. O AgHBc nao é encontrado habitualmente livre no soro, onde sé
pode ser detectado como componente interno das particulas de Dane.
Porém, ele pode estar presente no nucleo do hepatdcito ou expresso na
superficie dessa célula, por isso € muito dificil sua detecgdo no sangue
circulante, diferentemente do que ocorre no figado onde é muito abundante
e pode ser detectado por imunohistoquimica. Um outro antigeno,
denominado antigeno "e" (AgHBe), é secretado e, diferentemente do AgHBCc,
pode ser facilmente detectado no sangue em pacientes que apresentam
replicagdo viral ativa (Zuckermam e Thomas, 1998). Este antigeno esta
associado a replicacao e infectividade viral e induz a formagao de anticorpos
especificos (anti-HBe), que normalmente estdo relacionadas com a
diminuicdo da replicacao viral, exceto naqueles pacientes portadores de
cepas com mutagdes na regido pré core, que nao produzem o AgHBe

(Brunetto et al., 1990).



Na regiao central da particula de Dane observa-se ainda a presenca do
acido nucléico viral, que é constituido por uma molécula de DNA, e de uma
DNA polimerase envolvida no processo de replicagdo viral (Figura 1)

(Zuckermam e Thomas, 1998).

4_AgHBs
____MHBS (Pré-S1 + Pré-S2)
LHBS (Pré-S1 + Pré-S2 + S)

o 4745 nm — E o

Figura 1 - Representagao da particula viral do Virus da Hepatite B com seus

principais componentes. Fonte: Perkins, 2002, modificado.

Genoma do VHB

O genoma do VHB apresenta uma estrutura peculiar, sendo constituido
por uma molécula de DNA circular, com uma fita parcialmente dupla
apresentando uma regiao de fita simples com tamanho variavel. A fita longa
de polaridade negativa ou L (-) possui um tamanho fixo com cerca de 3200

nucleotideos, ja a fita curta de polaridade positiva ou S (+) pode variar entre



1700 e 2800 nucleotideos nas diferentes moléculas (Marion e Robinson,
1983; Tiollais et al., 1985).

A capacidade codificadora esta restrita a fita L (-), na qual foram
identificadas quatro regides codificadoras de proteinas: S, C, P e X. A regiao
S é dividida em S e pré-S, sendo aquela responsavel pela codificacdo da
proteina principal do envelope, o AgHBs. A regido pré-S, na mesma fase de
leitura, codifica para as proteinas L (pré-S1 + pré-S2 + S) e M (pré-S2+ S)
do envelope viral (Tiollais et al., 1985). A regido C codifica a proteina AgHBc,
que constitui a principal proteina do “core” viral. As regides pré-C e C,
quando traduzidas conjuntamente, relacionam-se com a expressao do
AgHBe. A regido P estende-se por cerca de 80% do genoma viral e codifica
a DNA-polimerase viral. Finalmente, a regidao X codifica o AgHBx (Murray,

1987).

Marcadores Sorolégicos do VHB

Como os sintomas clinicos da hepatite B sao praticamente
indistinguiveis das outras hepatites virais, o diagnéstico definitivo é
dependente dos testes soroldgicos para a infecgao (Mahoney, 1999).

O periodo de incubacao da hepatite B varia de 60 a 180 dias, quando
entédo ocorre a fase aguda da doencga (Ferreira, 2000).

Durante o curso da infecgao pelo VHB, o AgHBs € o primeiro marcador
a aparecer, sendo que na hepatite aguda ele persiste por 3 a 4 meses apés

a infeccao e desaparece com posterior aparecimento do anti-HBs nos casos



que evoluem para cura. Por outro lado, a presengca do AgHBs por mais de
seis meses € indicativa de hepatite crénica (Decker, 1998; Mahoney, 1999).

O anti-HBs é, em geral, o ultimo marcador sorolégico a aparecer, na
maioria das vezes entre 1 a 10 semanas ap6s o desaparecimento do seu
respectivo antigeno (AgHBs), constituindo o marcador indicativo da
resolucao da infeccdo. O periodo apds a infecgcdo, no qual ndo se detecta
nenhum dos dois marcadores € conhecido como janela imunolégica. Embora
o anti-HBs seja dirigido apenas contra o envelope do VHB, em geral, confere
imunidade ao individuo. Este anticorpo € também encontrado em individuos
vacinados (Da Silva e Granato, 1995).

O AgHBe é o segundo marcador a aparecer € indica intensa replicagao
viral. A persisténcia deste marcador por 8 ou 10 semanas, apds o
surgimento dos sintomas, pode ser um indicativo de evolugao para infecgao
cronica. Este antigeno s6 é encontrado na presenga do AgHBs associando-
se com o periodo de maior infecciosidade. Quando o desaparecimento do
AgHBe ocorre durante a fase aguda sendo sucedido pelo desaparecimento
do AgHBs, é sugestivo de evolugao para a cura. O aparecimento do anti-
HBe €&, em regra geral, um fator de bom prognéstico, pois indica redugéo da
replicagao viral (Decker, 1998).

O periodo de janela imunolégica no sistema HBe nao € uniforme, isto
€, ha pacientes em que se detecta o anticorpo imediatamente apds a
negativacdo do AgHBe, enquanto em outros ha uma lacuna no tempo entre
o desaparecimento do AgHBe e o aparecimento do anti-HBe (Da Silva e

Granato, 1995).



No inicio dos sintomas, em resposta ao antigeno do capsideo do virus
B, predominam os anticorpos da classe IgM (anti-HBc-IgM), que persistem
por dois a trés meses, diminuindo ou desaparecendo apds esse periodo. O
anti-HBc total apresenta titulos progressivamente crescentes na fase aguda
permanecendo detectavel pelo resto da vida na maioria dos individuos
infectados. Portanto, enquanto o anti-HBc IgM representa importante auxilio
diagndstico na fase aguda da infecgdo, o anti-HBc total € o principal
marcador clinico-epidemiolégico desta infec¢do, por ser o mais sensivel

marcador de contato prévio com o VHB (Figura 2) (Da Silva e Granato,

1995).
sintomas
HBeAg anti-HBe

oS
S
>
-

HBsAg anti-HBc IgM
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Semanas apods exposic¢ao

Figura 2- Representacado esquematica dos eventos clinicos e soroldgicos na

hepatite B aguda. Fonte CDC 1995, modificado.



No periodo de janela imunoldgica, ou seja, periodo da infecgdo em que
nao se detecta no soro nem o AgHBs nem seu respectivo anticorpo anti-
HBs, os marcadores sorolégicos que estao presentes no soro sao o anti-HBc

IgM e total, que garantem o diagndstico perante os resultados clinico-

AgHBe antiHBe
HBsAg

Titulo

antiHBcigM

0 4 8 1216 2024 28 32 36 52
semanas anos
Tempo apds exposicao

laboratoriais (Figura 3).

Figura 3- Representacdo esquematica dos eventos clinicos e soroldgicos na

hepatite B cronica. Fonte CDC 1995, modificado.

Diversidade Viral

Subtipos e Gendtipos

Utilizando-se anticorpos especificos contra o AgHBs, nove diferentes
subtipos sorologicos foram definidos, refletindo a variedade genética do

VHB: ayw1, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq+ e adrg-. Todos os



[{pegi)

subtipos conhecidos do VHB apresentam um determinante comum “a”,
contra o qual s&o dirigidos os anticorpos neutralizantes anti-HBs, e cada um
dos determinantes mutuamente exclusivos (d ou y, e w ou r) (Zuckermam e
Thomas, 1998).

Alguns estudos demonstraram que a subtipagem n&o refletia a
verdadeira variabilidade genética do VHB, uma vez que a diversidade
genética era a mesma entre 0 mesmo subtipo e diferentes subtipos.
Portanto, foi proposta uma outra forma de classificacdo com base em uma
diversidade de 8% ou mais na sequéncia de nucleotideos do genoma
completo entre os diferentes subtipos, o que permitiu a separacdo do VHB
em grupos denominados genotipos. Este grau de divergéncia tornou-se
entdo a definicdo para classificar diferentes gendtipos do VHB (Okamoto et
al., 1988). Posteriormente comprovou-se que a classificagdo dos diferentes
gendtipos com base no sequenciamento parcial do gene S é possivel,
apresentando resultados consistentes com aqueles baseados na sequéncia
do genoma completo, sendo que uma divergéncia na sequéncia de
nucleotideos de 4% é usada para classificar os gendétipos com base no gene
S (Norder et al., 1992).

Atualmente o VHB esta classificado em 8 gendétipos (A, B, C,D, E, F, G
e H), sendo que os genotipos F e H s&o os mais divergentes. (Okamoto et
al., 1988; Norder et al., 1992; Stuyver et al., 2000; Arauz-Ruiz et al., 2002).

Varias metodologias tém sido usadas para a genotipagem do VHB
incluindo o sequenciamento direto, a analise do Polimorfismo do Tamanho

dos Fragmentos de Restricdo (RFLP-“Restriction Fragment Length



Polymorphism” — Lindh et al., 1997), Lipa ( “Line probe assay” — Teles et al.,
1999), “primers” especificos (Naito et al., 2001) e enzimaimunoensaio (Chu e

Lok, 2002).

Distribuicdo dos Genétipos do VHB

Os diferentes gendtipos do VHB apresentam uma distribuicao
geografica caracteristica, dessa forma a genotipagem do VHB constitui uma
importante ferramenta para o entendimento da epidemiologia molecular
deste virus.

O gendtipo A é principalmente encontrado no Norte da Europa,
Estados Unidos e Africa abaixo do Saara. Gendtipos B e C sdo
caracteristicos do Sudeste da Asia e do Extremo Oriente. Gendtipo D é
encontrado mundialmente, mas €& o gendtipo dominante na area do
Mediterraneo, sendo encontrado também no Sul da Asia e nos Estados
Unidos. Cepas do genétipo E tém sido relatadas somente na Africa abaixo
do Saara. Ha indicagdes de que o gendtipo F represente a cepa do VHB
mais prevalente na populagdo de indios do Novo Mundo. O gendtipo G foi
encontrado nos Estados Unidos e na Franga. E o mais recente gendtipo H
foi encontrado nos Estados Unidos e na América Central (Locarnini, 2002).

No Brasil, foram encontrados os genétipos A, D e F no Rio de Janeiro,
muitas vezes com mutagdes na regiao pré S (Moraes et al., 1996). Os

mesmos genotipos foram também encontrados em pacientes submetidos a



hemodialise em Goiania (Teles et al., 1999) e em Santa Catarina (Moraes et
al., 1998). Entre pacientes com hepatites cronicas B acompanhados em S&o
Paulo, foram encontrados os gendtipos A, B, C, D e F, com predominio do
genotipo A (47%). Entre 28 pacientes de origem asiatica, 27 (96%) tinham
gendtipos B e C, enquanto que os gendtipos A, D e F eram praticamente
exclusivos dos pacientes de ascendéncia ocidental (Sitnik et al., 2000).

Na regido norte do pais, em alguns estudos que nao envolveram
populagdes amerindias, observa-se maior prevaléncia do gendtipo A,
seguido do genotipo F. De acordo com Sitnik et al. (2004), 77,8% das
amostras de pacientes de varios estados da regido norte apresentaram
genotipo A e 22,2% do gendtipo F. Bertolini et al. (2000), estudando 27
amostras de soros de populacao indigena da Amazénia, observaram 77,3%
de prevaléncia do gendtipo F, seguido pelo gendtipo A (22,7%). Em estudo
feito numa populacdo de pacientes hemodialisados em Sao Paulo e
Assuncao no Paraguai, o gendtipo A foi mais prevalente em Sao Paulo; e o

gendtipo D, em Assuncgao, Paraguai (Giret et al., 2003).

Mutagao na Regido Pré-Core

Devido a replicacéo via transcricdo reversa de um RNA intermediario,
utilizando uma polimerase que nao possui atividade revisora, o VHB possui
um elevado potencial para o desenvolvimento de mutacées (Raymond e
Koff, 1993). Destas, a mutagdo G1896A na regido pré-core do DNA do VHB,
que gera um codon de terminag&o abortando a sintese do AgHBe, apresenta

grande importancia clinica (Carman et al, 1989).



A mutacao G1896A foi descrita inicialmente na Italia envolvendo casos
negativos para AgHBe, mas positivos para AgHBs, anti-HBc, anti-HBe, DNA
viral e AgHBc no figado (Bruneto et al, 1990). Posteriormente, varios
trabalhos descreveram a presenca de virus mutantes, incapazes de
sintetizar o AgHBe, infectando individuos anti-HBe reagentes que,
paradoxalmente apresentavam altos niveis séricos de DNA-VHB (Brunetto et
al., 1990; Okamoto et al., 1990).

Nas regides do Mediterraneo e Extremo Oriente, ha uma grande
frequéncia de cepas do VHB que apresentam mutagdes pontuais G1896A e
G1899A na regidao pré-core. A presengca da sequéncia “selvagem” foi
denominada MO, a presenca da mutacdao no nucleotideo 1896 de M1 e a
presenga das duas mutagdes (1896 e 1899) de M2 (Akahane et al., 1990; Li
et al., 1990).

Esta mutagao associa-se ao desenvolvimento de hepatites fulminantes
e ao agravamento de hepatites crbnicas produzidas pelo VHB, gerando
maiores indices de morbi-mortalidade, que aqueles observados nas
infecgbes pelos virus B selvagens (Liang et al. 1991; Omata et al., 1991;
Raymond e Koff, 1993).

O padrao de AgHBs, anti-HBe e DNA viral positivos também pode estar
relacionado as mutacoes A1762T e G1764A, que afetam o promotor basal
do core (BCP) (Sitnik et al., 2004). Virus com estas muta¢des geralmente
apresentam um aumento no nivel de replicacdo viral quando comparados

com cepas selvagens do VHB, sugerindo que substituicdes na regido do



BCP e na regiao pré-core nao so alteram a sintese do AgHBe, mas também

afetam o nivel da replicacdo viral (Scaglioni et al., 1997).

Epidemiologia da Hepatite B

Estima-se que mais de dois bilhdes de pessoas ja foram infectadas
pelo VHB em alguma época de suas vidas. Ocorre por ano cerca de um
milhdo de obitos relacionados as complicacbes da hepatite cronica, tais
como: cirrose e hepatocarcinoma (Kiffer et al., 2003).

O individuo, uma vez infectado, pode evoluir para trés principais
formas: hepatite fulminante, forma de elevada gravidade e letalidade;
recuperacao completa com desenvolvimento de imunidade, apds infecgao
aguda sintomatica ou assintomatica; ou estado de portador crénico, com
diversas formas de acometimento clinico (Kiffer et al., 2003).

O VHB é transmitido principalmente através de exposi¢ao percutanea
ou de mucosas aos fluidos corporeos ou sangue contaminado. As maiores
concentragbes de virus sdo verificadas no sangue e secregdes serosas,
diminuindo consideravelmente no sémen, fluido vaginal e saliva. As
principais formas de contagio sdo: transmissao perinatal, relagbes sexuais,
transfusao de sangue ou derivados, uso de drogas intravenosas, transplante
de drgaos ou tecidos, lesdbes de pele ou acidentes com agulhas,

principalmente entre profissionais da area de saude. A saliva pode ser



veiculo de transmissdo em caso de mordidas, porém nao foram
documentados casos de transmissao por beijo ou outros tipos de exposicao
a saliva (Kiffer et al., 2003).

A prevaléncia do VHB é classificada conforme os niveis de seus
marcadores sorolégicos em uma determinada populagdo. A prevaléncia
determinada utilizando apenas antigeno de superficie do VHB (AgHBSs)
corresponde aqueles individuos que estdo com a infecgdo aguda ou sao
portadores cronicos. Também pode ser determinada pesquisando-se os
individuos que ja foram expostos ao VHB, onde sado incluidos tanto
individuos na vigéncia da infecgao (presenga do AgHBs) quanto individuos
com sinais de infeccdo passada (auséncia de AgHBs com presenca de
anticorpos anti-HBc) (Souto et al., 1999).

A prevaléncia do VHB e os padrdes de transmissdo variam
enormemente nas diferentes partes do mundo, dependendo da taxa de
infecgao crénica, da proporcao de pessoas com o virus em replicacao ativa e
da via predominante de transmissdo em cada regido (Triki et al., 1997;
Mahoney, 1999). Em funcdo dessas caracteristicas, as regides do mundo
sdo divididas, de acordo com a prevaléncia do antigeno de superficie do
VHB em éreas de alta (8%), intermediaria (2 a 8%) e baixa (<2%)
endemicidade, conforme demonstrado na figura 4 (Margolis et al., 1991;
Evans e London, 1998; Mahoney, 1999).

O Brasil é considerado um pais de prevaléncia intermediaria, porém
quando as diferentes regides sao estudadas observa-se uma crescente

prevaléncia na direcdo sul-norte do pais. A regido Sul é classificada como



area de baixa endemicidade, ja as regides Centro-Oeste, Nordeste e
Sudeste sdao de endemicidade intermediaria. A Amazdnia Legal, Cachoeira
de Itapemirim no Estado do Espirito Santo e a regido oeste do Estado de

Santa Catarina sdo consideradas regides de alta endemicidade (Souto et al.,

1999).

Prevaléncia do HBsAg ' )

. *>8% - Alta

|:| 2% aB8% - Intermediaria
. 2% - Baixa

Figura 4- Mapa de distribuicdo geografica da prevaléncia do AgHBs.

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude/WHO, 2002.

Hemodialise

A hemodialise € um procedimento que filtra o sangue com a ajuda de
um dialisador (capilar ou filtro) com o objetivo de remover substancias como
a ureéia, potassio, sédio e agua, que quando em excesso trazem prejuizos ao

organismo.



A hemodialise envolve dois sistemas interconectados: circulagao
extracorpérea de sangue e dialisador. O funcionamento do sistema consiste
dos seguintes procedimentos: parte do sangue do paciente é retirada e
direcionada para o dialisador através da linha de circulagao extracorpérea.
No dialisador o sangue é filtrado através de uma membrana de dialise,
geralmente de celulose, disposta de forma que, uma superficie entra em
contato com o sangue e a outra com o liquido de dialise. Posteriormente o
sangue filtrado retorna ao paciente pela linha venosa.

A hemodialise constitui um importante mecanismo de disseminagao
de infeccbes, pois contaminagcdes podem ocorrer nas varias etapas do
procedimento, entre as quais podemos citar:

- nos pontos de conexao do sistema de circulagao extracorpoérea,;

- nos recipientes das maquinas de dialise como bombas e tubos de
drenagem, que poderiam ser contaminados pela passagem de sangue para
o liquido de dialise por qualquer solugdo de continuidade na membrana do
dialisador;

- no medidor da pressédo venosa do equipamento ou na sua linha de
conexao podendo ocorrer a contaminagdo com sangue do paciente por
refluxo;

- pela introdugao de virus na circulagdo extracorpoérea, através de

injecdes, coleta de sangue ou procedimentos similares (Moraes, 1998).

Quando ha elevadas prevaléncias de infecgédo viral em unidades de

dialise, uma hipotese a ser levantada € que a disseminagdo possa ter



ocorrido através dos equipamentos utilizados no procedimento (Marmion e
Tonkin,1972).

Pacientes com comprometimento renal por diversas causas sao
frequentemente submetidos a tratamento por hemodialise. Nesta populacéo
a prevaléncia dos marcadores das hepatites virais € bastante elevada
(Mosconi et al., 1992, Carletti et al., 1992, Zuckerman e Thomas, 1998;
CDC, 2001).

A hepatite B representa uma infecgdo de grande importancia nas
unidades de hemodialise, tanto para os pacientes como para os profissionais
de saude (Petrosillo, 1993).

Os elevados titulos de virus circulantes observados nos individuos
infectados pelo VHB e a estabilidade do virus constituem fatores que tornam
o VHB um importante agente de infecgdo nos centros de hemodialise. As
particulas infecciosas do VHB podem ser encontradas em superficies do
meio ambiente em concentracbes de 10?2 a 10°® particulas/ml e podem
permanecer viaveis por pelo menos 7 dias em temperatura ambiente (Froio
et al., 2003).

A prevaléncia desta infeccdo em pacientes hemodialisados pode
chegar a 80% quando todos os marcadores sorolégicos sao analisados
(CDC, 2001) e o percentual de portadores crbénicos desta infecgdo pode
chegar até 7,0% nesta populacéo (Carletti ef al., 1992). Os profissionais dos
centros de didlise, também constituem grupos de risco, pois podem se
infectar com o VHB através de acidentes com materiais perfurocortantes

contaminados (Froio et al., 2003).



O Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC) comegou um
programa de vigilancia das hepatites em hemodialisados em 1972. Os dados
indicavam que a incidéncia da hepatite B nos centros de hemodialise nos
Estados Unidos em 1976 era de 6,2% chegando a 30% em alguns centros.
A adocgao de uma série de medidas (uso de equipamentos proprios, equipes
especializadas para pacientes infectados, avaliagbes soroldgicas constantes
para o antigeno de superficie da hepatite B (AgHBs) e medidas de
prevengcdo, como o0 uso de vacina contra o virus) levou a um declinio na
incidéncia da hepatite B (Saab et al., 2002). Em 1980, a incidéncia da
hepatite B em pacientes hemodialisados nos Estados Unidos diminuiu para
1% (Alter et al., 1983), em 1989, para 0,1% (Alter et al., 1991); e em 1999
para 0,06% (Tokars et al., 2000).

No Brasil, Ruzany et al. (1980), encontraram incidéncia anual da
hepatite B de 13,6% e prevaléncia de soropositividade para AgHBs de 9%
em hemodialisados.

No final da década de 90, a prevaléncia de infeccédo pelo VHB entre
pacientes submetidos a diadlise nos servicos avaliados pelo Conselho
Regional de Medicina de Sdo Paulo (CREMESP) era de 6,97%, ainda bem
acima da populagdo geral da mesma regido, que era de 0,3% a 2,1%
(CREMESP, 1998). O CREMESP assinalava, contudo, que estas taxas
encontravam-se em queda, ja que os valores de dez anos anteriores eram
de 20% de positividade para AgHBs (CREMESP, 1998).

Cendoroglo-Neto et al. (1995), em trabalho realizado com amostras

de soros de 185 pacientes submetidos a hemodialise e 124 em tratamento



por dialise peritoneal ambulatorial continua, observaram diferenca
significativa na prevaléncia da infecgao pelos virus das hepatites B e C entre
os dois grupos estudados. Estes autores demonstraram que o tempo de
duracao do tratamento por hemodialise, 0 numero de transfusdes e 0 meio
ambiente sdo os principais fatores de transmissao dos virus B e C,
explicando a alta prevaléncia da infeccdo nos pacientes em hemodialise em
relagcao aos que fazem a dialise peritoneal ambulatorial continua.

Os pacientes submetidos ao tratamento por hemodidlise néo
respondem eficientemente a vacinacdo contra a hepatite B, sendo
necessario numero maior de doses da vacina, quando comparado a
populagdo imunocompetente (Carletti et al., 1992; Zuckermam e Thomas,
1998) e, como esta € a medida mais eficaz para a prevengao da hepatite B,
a baixa resposta vacinal compromete o controle da disseminacdo deste
agente entre os pacientes em hemodialise (Cheng et al., 1997; Propst et al.,
1998; Kellerman e Alter, 1999; CDC, 2001).

A vacinacao ativa contra a hepatite B foi desenvolvida no final dos
anos 70. Depois de um grande sucesso em pacientes com fung¢ao renal
normal, o primeiro estudo com uma grande populacdo de pacientes
hemodialisados foi decepcionante. A vacinacio levou a uma protecéao eficaz
em apenas 50 a 60% dos pacientes hemodialisados, enquanto que em
pessoas sadias esta taxa foi de 95% (Girndt e Kohler, 2002).

Em 1982, a vacina contra a hepatite B foi recomendada para todos os
profissionais e pacientes susceptiveis nas unidades de didlise (Kellerman e

Alter, 1999).



A recomendacdo de imunizacido para pacientes hemodialisados
consiste em trés a quatro doses de 40ug, ao contrario da populagao
saudavel, na qual se recomendam trés doses de 20ug. Contudo, somente
60% dos pacientes hemodialisados desenvolvem protecéo (Ayli et al., 2000)
depois de um més da aplicagdo deste esquema vacinal, enquanto 90% da
populacao saudavel desenvolve resposta (Ly et al., 2002).

Nos pacientes hemodialisados, a duragao da protecédo e os niveis de
anticorpos declinam rapidamente depois de 12 meses, pois em 50 a 100%
dos pacientes vacinados nao se detecta ou se observa um nivel muito baixo
do anticorpo contra o antigeno de superficie da hepatite B (Anti-HBs).
Pacientes hemodialisados com nivel baixo ou indetectavel de Anti-HBs s&o
susceptiveis de infectarem-se com o VHB e deveriam ser revacinados. E
prioridade na vacinacéo desta populagao investigar a presenga do Anti-HBs.
Esta abordagem requer avaliagdes soroldgicas frequentes e revacinagdes
dos pacientes susceptiveis. Este esforco tem se tornado progressivamente
dificil e o numero de pacientes hemodialisados continua crescendo (Saab et

al., 2002).



JUSTIFICATIVA

O inicio da terapia por hemodialise no Brasil ocorreu em 1950 com a
implementagdo de servigos de dialise, seguida da realizagdo do primeiro
transplante renal (Noronha, 1997).

Em 1996, o Ministério da Saude do Brasil publicou uma portaria
estabelecendo normas para o funcionamento dos servicos de terapia renal
substitutiva, ressaltando a necessidade de se definir padrées de qualidade e
seguranga, visando a redugéo das taxas de morbi-mortalidade. Esta portaria
determina que as sorologias para as hepatites B e C e avaliagdes
bioquimicas, como a dosagem de ALT, sejam realizadas mensalmente
(Ministério da Saude, 1996).

A Portaria n° 82 de 3 de janeiro de 2000, publicada em 8 de fevereiro de
2000, confirma a necessidade destes exames como medida preventiva da
disseminagao dos virus das hepatites B e C (Ministério da Saude, 2000).

Mesmo com a implantacdo das normas e dos cuidados de
biosseguranga, a prevaléncia da infeccdo pelo VHB em pacientes
submetidos a tratamento por hemodialise continua elevada. Diminuir este
indice, conhecer a dindmica de disseminagao deste virus nas unidades de
dialise e, consequentemente, reduzir as taxas de incidéncia da infec¢ao sao
metas a serem cumpridas por profissionais envolvidos no estudo das
hepatites virais em todo mundo.

O presente estudo tem como objetivo principal contribuir com o

entendimento destas questbes, assim como fornecer subsidios para o



controle da infeccdo pelo virus B nos pacientes que necessitam realizar

tratamento pela hemodialise.



OBJETIVOS

Estudar a infecgdo causada pelo virus da hepatite B em dois centros de
hemodialise da regido leste da Grande S&o Paulo, com os seguintes

objetivos especificos:

1. Conhecer a prevaléncia e incidéncia da hepatite B nos pacientes

submetidos a tratamento por hemodialise.

2. Conhecer as caracteristicas genéticas dos virus presentes nestas
unidades de didlise; em particular, quanto aos gendétipos virais e a

presenga de mutantes na regiao pré-core/ core.



CASUISTICA E METODOS

Amostragem

Para a realizacdo deste trabalho, as amostras de soro de pacientes
que realizavam hemodidlise em dois centros de dialise na regido leste de
Sao Paulo foram cedidas pela Dra. Regina Célia Moreira do Laboratério de
Hepatites Virais do Instituto Adolfo Lutz, a qual realizou pesquisa de hepatite
C nos referidos centros em sua tese de doutorado em 2000.

Foram tomadas as providéncias para garantir a integridade fisica e
moral de todos os pacientes envolvidos neste trabalho. Para isso, foi
elaborado um termo de consentimento livre e esclarecido, submetendo-o
previamente & avaliacdo e & aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Adolfo Lutz.

O termo do consentimento foi elaborado de forma clara e suscita, com
a preocupagao com o bem estar dos pacientes, assim como as garantias de
confidencialidade dos resultados, da utilizagdo dos soros unicamente para
0s objetivos propostos no trabalho e em ndo causar nenhum prejuizo ao
paciente em relacdo ao tratamento, caso ndo houvesse concordancia ou a
desisténcia de sua participagao no decorrer do estudo.

Foram colhidas mensalmente, durante um ano, no periodo de margo
de 1997 a abril de 1998, amostras de soros obtidas de 276 pacientes

submetidos a tratamento por hemodialise. Houve uma variabilidade no



numero de amostras obtidas de cada paciente, pois ndo eram todos que

contavam com 12 amostras, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1: Variabilidade no numero de amostras dos pacientes estudados

n.° Amostras n.° Pacientes
56
10
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Estes pacientes realizavam a terapia renal substitutiva em duas
unidades de dialise diferentes, aqui designadas de unidades A e B. Cada um
dos dois centros conta com aproximadamente 140 pacientes, entre fixos e
flutuantes, sendo que foram analisadas amostras de pacientes que
realizaram pelo menos uma sessado de hemodialise em qualquer um dos

centros (Tabela 2).

Tabela 2- Numero de pacientes envolvidos no estudo por centro de dialise

CENTRO PACIENTES
A 131 (47,46%)
B 145 (52,54%)

Total 276




Nos referidos centros, os pacientes estdo divididos em salas e/ou
maquinas conforme estejam ou néo infectados pelas hepatites B e C. Sendo
assim, os centros sdo organizados em salas brancas, que sao destinadas
aos pacientes que nao possuem nenhum marcador sorolégico das hepatites
e outras duas salas, uma para os pacientes portadores de hepatite C (VHC)
e outra para os pacientes positivos para marcadores do virus da hepatite B
(salas amarelas).

Além das salas para a hemodialise, as salas de reutilizacao dos filtros
também sado separadas, ou seja, os filtros de cada um dos pacientes sao
lavados e desinfetados com &acido peracético a 5,0%, em suas respectivas
salas.

A equipe médica responsavel preencheu, para cada paciente
estudado, fichas com dados pessoais, como nome, idade, resultados de
exames laboratoriais (como dosagem de ALT e resultados das sorologias
para as hepatites B e C) e alguns dados clinicos, como o tipo de doenga
renal, a ocorréncia de ictericia, febre e alteragdes gastrointestinais, além do
numero de transfusdes sangulineas realizadas pelo paciente até o momento
do preenchimento das fichas, que foi, em sua maioria, no envio da primeira
amostra de sangue.

Referente aos dados de vacina contra a hepatite B, dos 276 pacientes
estudados apenas 108 tinham a informacao que foram vacinados, desses,

nao foi possivel contabilizar o numero de doses (Tabela 3).



Tabela 3- Numero de pacientes em cada centro de dialise que informaram

ter sido vacinados contra a hepatite B

CENTRO VACINADOS
A 56 (51,8%)
B 52 (48,1%)
Total 108

Foram colhidos por pungédo venosa 10 mL de sangue, utilizando-se
tubos secos com vacuo. Este procedimento ocorreu antes da sessido de
hemodialise, ndo sendo utilizado, nenhum tipo de anticoagulante. Apds a
colheita, os materiais foram enviados no mesmo dia ao Laboratério de
Hepatites do Instituto Adolfo Lutz para separacdo e armazenamento dos
SOros.

Apoés a retragdo do coagulo, os tubos com sangue foram
centrifugados a 1.100 x g por 15 minutos e os soros foram separados em
trés aliquotas de 1,0 mL cada, utilizando-se frascos de polipropileno com
tampa de pressao, sendo que duas delas foram armazenadas em freezer -
20°C, e outra aliquota foi armazenada em geladeira a 4°C. Os tubos de
polipropileno foram identificados com o numero do registro do laboratério, de
acordo com a ordem de chegada dos materiais, sendo descongelados ou
retirados da geladeira imediatamente antes da realizagao dos testes.

A amostra estocada a 4°C foi utilizada para a realizagdo do ensaio
imunoenzimatico; uma das amostras estocadas a -20°C foi utilizada para

pesquisa do VHB DNA através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR),



enquanto a outra aliquota, também estocada a -20°C, foi utilizada apenas na
realizacao de testes confirmatérios, quando necessarios.

As amostras foram obtidas apds a adesido de cada um dos pacientes,
através do consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Adolfo Lutz.

A analise estatistica deste trabalho foi feita pelo programa Mini-Tab v

13.0 INC USA.

Avaliacao Sorolégica

Os ensaios sorologicos foram  realizados com  testes
imunoenzimaticos pela técnica ELISA (do inglés, Enzyme-linked
Immunosorbent Assay). Os marcadores sorolégicos AgHBs e anti-HBc total
foram pesquisados em todos os soros dos pacientes. Naqueles que
apresentavam AgHBs positivo, foi pesquisado AgHBe, e, nas amostras
negativas para este marcador, foi pesquisado o anti-HBe. Se o AgHBs né&o

fosse detectado, se pesquisava o anticorpo correspondente, o anti-HBs.

Avaliacao Molecular

Na primeira e ultima amostra de todos os pacientes foi pesquisada a
presenca do VHB DNA através da técnica de PCR utilizando “primers”
correspondentes a regido do gene C.

Caso esta reagao fosse positiva, realizava-se a amplificagcdo e

sequenciamento de regides do gene S para genotipagem do VHB e do pré-



core para pesquisa das mutagdes (A1762T, G1764A, G1896A e G1899A)

relacionadas a negatividade do AgHBe.

PCR para as regides Core (C), S, Pré-core e C (preC/C)

Os “primers” utilizados nas reagcdes de amplificacdo para a regiao C
foram 1763 e 2032R (externos), e 1778-E e 2017R-B (internos) (Kaneko et
al., 1998).

Para a regiao S, utilizaram-se os "primers" externos HBS1F e HBS1R,
e os “primers” internos HBS2F e HBS2R (Sitnik et al., 2004).

Para a regidao Pré-core/C, os “primers” externos utilizados foram
2017R-B e EP2.1 e os internos foram 2032R e EP1.1 (Kaneko et al., 1998;
Takahashi et al.,1995).

Os “primers” foram diluidos a concentragao de 20 pMoles/uL. Todos
os “primers” foram sintetizados pela empresa INVITROGEN™ Life
Technologies. A seguir, descrevem-se as sequéncias de bases nitrogenadas
dos “primers” utilizados.

1763: 5 - GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA CCC GTATAA-3
2032R: 5 - CTG ACT ACT AAT TCC CTG GAT GCT GGG TCT - &
1778-E: 5 - GAC GAATTC CAT TGA CCC GTATAAAGAATT -3
2017R-B: 5" - ATG GGA TCC CTG GAT GCT GGG TCT TCC AAA -3
HBS1 F: 5 - GAG TCT AGA CTC GTG GTG GAC TTC - 3°

HBS1 R: 5" - AAA TKG CAC TAG TAA ACT GAG CCA -3

HBS2 F: 5" - CGT GGT GGACTT CTC TCAATT TTC - 3



HBS2 R: 5" - GCC ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC -3
EP1.1: 5 -TCATGG AGA CCACCG TGAAG -3’

EP2.1: 5 - CAT AAG AGG ACT CTT GGACT -3

Extracao do DNA do VHB

A 300uL de solugéo de isotiocianato de guanidina e fenol (GT), foram
adicionados 100uL de soro, a amostra foi agitada e 50uL de cloroférmio
gelado foram adicionados. O tubo foi agitado e centrifugado a 12.300 x g por
10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo
300uL de isopropanol absoluto gelado, foi agitado fortemente por 1 minuto, e
centrifugado a 12.300 x g por 15 minutos a 4 °C, todo o sobrenadante foi
retirado e 300uL de etanol absoluto gelado foram adicionados. O tubo foi
centrifugado a 12.300 x g por 10 minutos a 4 °C, o precipitado foi seco com
bomba de vacuo e posteriormente ressuspendido em 50uL de agua MilliQ e
guardado por 24 horas em geladeira para completa solubilizagdo

(Chomczynski e Sacchi, 1987).

Metodologia da PCR

Primeira PCR

A cada microtubo, contendo 10uL de DNA viral extraido, foram
adicionados 90uL da mistura da PCR. A mistura da PCR é constituida por

67,5uL de agua Milli Q, 10uL de Tampdo 10X (INVITROGEN™ Life



Technologies), 6uL de dNTPs (INVITROGEN™ Life Technologies), 4uL de
cloreto de magnésio 25mM (INVITROGEN™ Life Technologies), 10uL de
cada um dos “primers” [1763 e 2032R (C) ou HBS1F e HBS1R (S) ou 2032R
e EP1.1 (Pré-core/C)], 0,5uL de Taq DNA polimerase (INVITROGEN™ Life
Technologies). Apos a adicdo da mistura da PCR, as amostras foram

colocadas em termociclador.

Segunda PCR (“Nested”)

A 90pL da mistura da segunda PCR [constituida por: 67,5uL de agua
Milli Q, 10uL de Tampao 10X (INVITROGEN™ Life Technologies), 6uL de
dNTPs, 4uL de cloreto de magnésio 25mM (INVITROGEN™ Life
Technologies), 10uL de cada um dos “primers” [1778-E e 2017R-B (C)
HBS2F e HBS2R (S) ou 2017R-B e EP2. 1 (Pré-core e C)] e 0,5uL de Taq
DNA polimerase (INVITROGEN™ Life Technologies), foram adicionados
10pL do produto da primeira PCR. Os microtubos foram entdo levados ao
termociclador. Os programas especificos utilizados para as reagdes estao

descritos a seguir (Quadros 1 a 3).



Quadro 1: Programa para amplificagéo da regidao C do VHB

REGIAO C, 1" e 2* PCR

Ciclos Temperatura Tempo
1 94 °C 60 segundos
94 °C 60 segundos
30 45 °C 60 segundos
72°C 90 segundos
1 72°C 7 minutos

Quadro 2: Programa para amplificagcado da regido S do VHB

REGIAO S, 1% e 2° PCR

Ciclos | Temperatura Tempo
1 94 °C 30 segundos
94 °C 20 segundos
30 56 °C 20 segundos
72°C 30 segundos
1 72°C 7 minutos

Quadro 3: Programa para amplificagdo da regido Pré-core/C do VHB

REGIAO PRE-CORE/C, 1° e 22 PCR

Ciclos | Temperatura Tempo
1 94 °C 60 segundos
94 °C 60 segundos
35 45 °C 60 segundos
72°C 90 segundos

72°C

7 minutos




Identificagao e Quantificacdo do Produto Amplificado

Apos a amplificagdo, a identificacdo e a quantificagdo do produto
obtido pela PCR foram realizadas por eletroforese em gel de agarose. Para
isto, foram aplicados 4uL do produto final da PCR misturado com 1L de
Blue Dextran (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA) em gel de agarose
2% preparado em tampao tris-borato EDTA (TBE 0,5 X) com 0,005% de
brometo de etidio. Foram também aplicados no gel o controle positivo e os
controles negativos, além de um padrao para quantificagdo Low Mass ladder
(INVITROGEN™ Life Technologies). As bandas foram observadas em
transiluminador com luz ultravioleta e o gel foi fotografado em sistema tipo
“Gel Doc”. (Programa Lab Works, Sistema de Captura de Imagens —Image

Acquisition and Analysis Software, UVP, IMC. CA, USA).

Sequenciamento

Foi utilizada a técnica de sequenciamento por PCR, derivada da
metodologia de Sanger et al., (1977), utilizando-se didesoxinucleotideos
(ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes, conforme o “Kit” ABI Prism®
BigDye™ Terminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

A 2uL do DNA purificado e quantificado (3 -10 ng, conforme o
tamanho do fragmento), foram adicionados 3uL de “primers”, a uma
concentragao de 1,6pmol/uL, HBS2F ou HBS2R (S) ou 2017R-B ou EP2.1
(Pré-Core/C), 2uL da mistura de reacdo do “Kit” de sequenciamento que

contém ddNTPs marcados e as enzimas AmpliTag DNA Polimerase FS e



rTth pirofosfatase, 6uL de tampao Tris-HCI (pH 9,0) e MgCl, 5 X e 7,0uL de
agua Milli Q, para um volume final de 20uL. Em seguida, as amostras foram
submetidas a repetidos ciclos de variacado de temperatura, em termociclador,
com programa especifico para a sintese da fita complementar e

incorporacgao dos ddNTPs marcados (Quadro 4).

Quadro 4: Programa para reagao de sequenciamento

Ciclos |Temperatura Tempo
96 °C 30 segundos
25 50 °C 15 segundos
60 °C 4 minutos

Apos a reacdo de sequenciamento, as amostras foram precipitadas
com isopropanol para a retirada dos ddNTPs marcados ndo incorporados.

Aos 20uL de reacdo de sequenciamento, foram adicionados 80uL de
isopropanol 75%, preparado no momento do uso, e a totalidade da mistura
foi transferida para um microtubo de 1,5 ml. Os microtubos foram
submetidos a forte agitagcdo por 10 segundos, e incubados a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apos incubagéo, as amostras foram centrifugadas
por 25 minutos a 16.060xg a temperatura ambiente. Em seguida, foi
removido o isopropanol e adicionado ao precipitado 1ml de etanol 70%,
preparado no momento do uso. As amostras foram novamente centrifugadas

por 20 minutos a 16.060 x g a temperatura ambiente. Apds a centrifugacéo,



o etanol foi retirado e o precipitado foi centrifugado por 10 minutos a 16.060
X g, e as amostras foram incubadas a 90°C por 3 minutos para a evaporagao
dos residuos de etanol.

As amostras, foram adicionados 5uL de tampao de amostra [5 partes
de formamida (Amresco) e 1 parte de “blue dextran” (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA)], homogeneizadas varias vezes, submetidas a forte
agitacdo por 10 segundos, centrifugadas a 16.060xg por 15 segundos e
incubadas a 95°C por 5 minutos para desnaturagdo. Imediatamente apds a
incubacgao, as amostras foram colocadas no gelo até a aplicagéo de 1,5uL
no gel de poliacrilamida.

O gel de sequenciamento consistia de um gel de poliacrilamida 5%
(Long Ranger™ Gel Solution, FMC) com uréia 6M em tamp&o TBE 1 X em
placas de 36 cm com 0,5 mm de espessura. O tampao TBE 1X foi utilizado
na eletroforese, realizado no Sequenciador Automatico ABI Prism® 377

(Applied Biosystems Foster City, CA, EUA).

Analise das Seqliéncias

Para analise das sequéncias foram utilizados os programas EditSeq e
Megalign do pacote DNAstar (Lasergene Inc., Madison, WI, EUA). A
classificagdo dos gendtipos foi realizada através da comparagdo das
sequéncias obtidas com sequéncias ja conhecidas dos diferentes gendtipos

de VHB (A, B, C, D, E, F, G e H) obtidas do “Genbank”.



A presenca da mutacdao na posicao A1762T e na posicdo G1764A
caracteriza mutacéo da regidao do BCP (Takahashi et al., 1995).
As mutagdes G1896A e G1899A caracterizam mutagao na regiao pré-

core (Akahane et al., 1990; Li et al., 1990).



RESULTADOS

Marcadores Sorolégicos

O marcador AgHBSs foi mais freqiente no centro A do que no centro B,
conforme demonstrado na tabela 4. A frequéncia deste marcador
praticamente n&o se alterou quando se compararam os resultados obtidos

na primeira e ultima amostra de cada paciente.

Tabela 4- Freqiéncia do marcador AgHBs em cada um dos centros

estudados
Amostra Centro Reagente = Nao-Reagente Total p
A 29 (22,2%) 102 (77,8%) 131
Primeira B 6 (4,2%) 139 (95,8%) 145 0,001

Total  35(12,6%) 241 (87,3%) 276

A 16 (14,5%) 94 (85,5%) 110
Ultima B 5 (4,5%) 105 (95,5%) 110 0,012
Total 21(9,5%) 199 (90,5%) 220

Em relacdo ao marcador anti-HBc total, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os dois centros, apesar de ser mais

frequente no centro A. Levando-se em consideragdo esse marcador, a



prevaléncia da infeccdo pelo VHB encontrada variou entre 27,9%, na

primeira amostra colhida, para 32,2%, na ultima amostra (Tabela 5).

Tabela 5- Frequéncia do marcador Anti-HBc total em cada um dos

centros estudados

Amostra Centro Reagente = Nao-Reagente Total p

A 43(32,9%)  88(67,1%) 131
Primeira B 34 (23,4%)  111(76,6%) 145 0,083
Total 77 (27,9%) 199 (72,1%) 276

A 39 (355%)  71(64,5%) 110
Ultima B 32(29,1%)  78(70,9%) 110 0,313
Total  71(32,2%) 149 (67,7%) 220

A distribuigdo do marcador anti-HBs nos dois centros estudados esta
mostrada na Tabela 6. Como se pode observar, este marcador também foi
mais frequente no centro A, mas sem significancia estatistica. A frequéncia
deste marcador aumentou nos dois centros entre a primeira e a ultima
amostra.

A presenca do Anti-HBs isolado resultante de resposta vacinal foi
encontrada em 23 (41%) dos 56 pacientes vacinados do centro A e em 27

(51,9%) dos 52 pacientes vacinados do centro B.



Tabela 6- Frequéncia do marcador Anti-HBs em cada um dos centros
estudados

Amostra Centro Reagente = Nao-Reagente Total P

A 31(30,4%)  71(69,6%) 102
Primeira B 32(23,0%) 107 (77,0%) 139 0,198
Total  63(26,1%) 178 (73,9%) 241

A 39 (41,5%)  55(58,5%) 94
Ultima B 44 (42,0%)  61(58,0%) 105 0,953
Total 83 (41,7%)  116(58,2%) 199

Para calcularmos a incidéncia da infeccdo pelo VHB na populacao
estudada, consideramos apenas os pacientes para os quais foram colhidos
12 amostras mensais no periodo de um ano e que eram inicialmente
negativos para qualquer marcador na primeira amostra, totalizando 54
pacientes. Sendo assim, 13 (24%) pacientes apresentaram uma
soroconversao somente para o marcador anti-HBs isolado, tal resultado
indica uma resposta vacinal. Portanto, ndo houve incidéncia na populacao

estudada.

Marcadores Moleculares

A deteccao do VHB DNA foi mais frequente entre os pacientes do
centro A do que no centro B, considerando-se a analise da primeira e ultima

amostra de cada paciente (Tabela 7).



Tabela 7 - Resultado do PCR Core em cada um dos centros

estudados

Amostra Centro Reagente Nao-Reagente Total P

Primeira A 15 (11,5%) 116 (88,5%) 131
B 1(0,7%) 144 (99,3%) 145 <0,001
Total 16 (5,8%) 260 (94,2%) 276

Ultima A 10 (9,3%) 98 (90,7%) 108
B 2 (1,8%) 108 (98,2%) 110 0,016
Total 12 (5,5%) 206 (94,5%) 218

Das 28 amostras com resultados positivos para o gene core, 22
apresentaram resultado positivo para o gene S; 20 pertencentes ao centro A
e 2 ao centro B.

A distribuigdo dos gendtipos virais encontrados nos dois centros esta
mostrada na Tabela 8. Como se pode observar, o genétipo D foi encontrado
nos dois centros: nos dois casos do centro B e em 19 (95%) dos 20 casos do

centro A.

Tabela 8- Genotipos do VHB encontrados nos dois centros de dialise

Centro Genotipo A Genodtipo D Total
A 1 (5%) 19 (95%) 20
B 0 2 (100%) 2

Total 1 (4,5%) 21 (95,4%) 22




A regido pré-core foi amplificada em 14 das 22 amostras que tiveram
0 gendtipo do VHB caracterizado, sendo que todas pertenciam ao gendétipo
D. Dentre essas 14 amostras, oito apresentaram a mutacido G1899A na
regido pré-core e seis a mutacao G1764A na regido do BCP. Destas, 10
(71,4%) possuiam o marcador AgHBe positivo, sendo cinco delas com a

mutacao G1899A e cinco com G1764A.



DISCUSSAO

Desde sua introducdo em 1960, a hemodialise propiciou a melhoria do
progndstico e da qualidade de vida para os pacientes que sofriam de doenca
renal terminal. Entretanto, pacientes submetidos a esse tratamento sao
reconhecidos como pacientes que tem baixa resposta imune, aumentando
assim o risco de contrairem infecgdes virais, bem como outras doencas.

A hepatite B tem sido uma infeccdo comum em centros de
hemodialise, afetando ndo s6 os pacientes submetidos ao tratamento, mas
também os profissionais envolvidos nesse sistema.

Os pacientes hemodialisados estdo mais susceptiveis a adquirir a
infeccao pelo VHB pelo fato de estarem expostos ao procedimento de
didlise. Além disso, esses pacientes possuem um grande risco de se
tornarem portadores crbnicos, apds adquirirem a infecgao pelo VHB.

Em muitos paises, a transmissdo da hepatite B tem sido controlada
nos centros de hemodidlise pela adogdo de praticas de controle e
prevencao, assim como a utilizacdo da vacinacdo em pacientes
susceptiveis. No Brasil estudos demonstram uma realidade diferente dentro
dos centros de hemodidlise, onde é possivel observar em algumas cidades
como Sao Paulo e Rio de Janeiro altos niveis de infecgao pelo VHB (Teles et
al., 1998).

No presente estudo, analisamos a prevaléncia e incidéncia da

infeccdo pelo VHB em duas unidades de dialise na regido metropolitana da



cidade de Sao Paulo. A prevaléncia da infeccao foi avaliada pela presenca
do marcador anti-HBc total, que caracteriza um contato prévio com virus e
permanece detectavel por toda a vida nos individuos infectados, permitindo
determinar quais pacientes entraram em contato ou ndo com o VHB. A
prevaléncia encontrada variou entre 27,9% e 33,2%, o0 que indica uma alta
frequéncia da infecgao viral nestes individuos.

No Brasil, a prevaléncia da infeccdao pelo VHB nos centros de
hemodialise varia entre 7,5 e 28,0% (Carrilho et al., 1998). Em diferentes
regides brasileiras, varios grupos analisaram os dados de prevaléncia
utilizando-se de todos os marcadores de infecgao pelo VHB, ou somente o
AgHBs e ou o anti-HBc total. Cendoroglo et al. (1995), encontrou prevaléncia
de 15,1% analisando o marcador AgHBs em hemodialisados da cidade de
Sé&o Paulo, ja Busek et al. (2002), em Belo Horizonte, mostrou prevaléncia
variando entre 4,3 e 5,9%.

Teles et al. (1998), analisando todos os marcadores em pacientes da
regido central do Brasil encontrou prevaléncia de 56,7%, enquanto Souza et
al. (2003) encontrou 45% no Estado do Tocantins.

Carrilho et al. (2004), em Santa Catarina encontrou prevaléncia de
32,2% da infecgao pelo virus B analisando o marcador anti-HBc total.

A variacdo dos dados de prevaléncia entre os autores citados, bem
como em nosso estudo, pode estar relacionada a fatores como o fato das
regides analisadas serem diferentes, o que esta diretamente associado a
prevaléncia local do VHB; a pesquisa de um ou mais marcadores

sorologicos, o que pode aumentar o dado de prevaléncia; o perfil de cada



centro estudado, em especial como cada centro de dialise se comporta em
relagéo aos pacientes, aos funcionarios e aos métodos de biosseguranca.

Possiveis causas para a disseminacdo do VHB entre os
hemodialisados tém sido descritas, entre elas a falha na identificacdo e
isolamento dos pacientes infectados pelo virus, compartilhar o mesmo
equipamento; atendimento dos pacientes pela mesma equipe; bem como a
nao administracdo da vacina contra a hepatite B entre os pacientes
susceptiveis (CDC, 2001; Jungers et al., 1982).

Para avaliar a incidéncia da infecgdao pelo VHB nos dois centros
estudados, foram analisados somente pacientes acompanhados durante
todo o tempo do estudo (doze meses), com 12 amostras coletadas, e que
estavam negativos para qualquer marcador na primeira amostra, totalizando
54 pacientes. Mas o que foi observado € que desses, 13 (24%) pacientes
apresentaram uma soroconversiao somente para o marcador anti-HBs
isolado, o que indica uma resposta vacinal. Portanto, ndo houve incidéncia
da infeccdo pelo VHB nos pacientes estudados durante o periodo estudado
(12 meses).

Este resultado sugere que a nao ocorréncia de casos novos no
periodo do estudo (12 meses), provavelmente seja devido ao controle da
infeccao pelas praticas de controle e prevencdo, como a vacinacdo e as
medidas de biossegurancga adotadas pelos centros.

A avaliacdo do diagndstico molecular melhora o entendimento das
manifestacdes clinicas e da historia natural da hepatite B entre os pacientes

hemodialisados (Fabrizi et al., 2001). A PCR & um método que amplifica o



genoma viral de forma altamente especifica e sensivel (Kocabas et al.,
2002).

Apesar ser uma técnica extremamente sensivel, a pesquisa do VHB-
DNA nos pacientes hemodialisados estudados no presente trabalho foi
positiva em um menor numero de casos do que a pesquisa do antigeno de
superficie do VHB, o que pode estar relacionado com a estratégia do VHB
escapar do sistema imunoldgico liberando na circulagdo particulas ocas,
constituidas apenas pelo envelope viral.

Resultados semelhantes foram descritos por Fabrizi et al. (2001), que
analisando um grupo de pacientes hemodialisados portadores de hepatite B
cronica observaram em varios casos a presenga do AgHBs sem VHB-DNA
detectavel no soro.

Em nosso estudo, ndo foram encontrados pacientes com o DNA viral
detectado, mas soronegativos para AgHBs. Resultados diferentes foram
descritos por outros autores. Por exemplo, analisando pacientes
hemodialisados sem clinica ou doenga no figado e sem o marcador AgHBs
da hepatite B, Oesterreicher, (1995), encontrou o VHB-DNA através da
técnica de PCR. Os autores concluiram que a infecgao nesses pacientes foi
identificada apenas pela técnica de PCR. Ja Cabrerizo (1996), estudando
tanto os pacientes hemodialisados, como os profissionais de saude que
eram negativos para o marcador AgHBs, encontrou uma alta frequéncia de
58% do VHB-DNA.

Portanto, os resultados da frequéncia da presenca da infecgao oculta

pelo VHB (pacientes com AgHBs negativos, mas com DNA viral detectavel)



entre pacientes hemodialisados sdo extremamente variaveis e devem ser
interpretados com cautela.

A deteccdo do VHB-DNA por PCR é uma técnica extremamente
sensivel, e, por isso mesmo, uma técnica que pode originar resultados falsos
positivos muito facilmente devido a contaminacido cruzada entre amostras.
Além disso, variagbes geograficas na frequéncia da infecgdo oculta pelo
VHB e diferencas na especificidade e sensibilidade das metodologias
aplicadas devem explicar os resultados obtidos.

Em um outro estudo prévio realizado com a mesma metodologia; mas
estudando pacientes com hepatites crénicas ndao A-E e C, ndo encontramos
nenhum caso com VHB-DNA detectado (Souza et al., 2004). Com a
aplicagao da PCR em tempo real, sera possivel o desenvolvimento de
metodologias mais sensiveis € menos propensas a contaminagao que auxilia
na identificacdo de casos de hepatite B oculta.

Os gendtipos do VHB e, em menor extensao, os subtipos, tém uma
distribuicdo geografica caracteristica (Couroucé-Pauty et al., 1983; Norder et
al., 1993; Arauz-Ruiz et al., 1997), auxiliando no entendimento da
epidemiologia do VHB.

Em relagdo a distribuicdo dos gendtipos do VHB na populagao
estudada nossos resultados indicaram uma maior frequéncia (95,4%) do
gendtipo D. No centro A, foram identificados 19 casos infectados com o
gendtipo D e apenas 1 com o gendtipo A, ja no centro B, no qual a
prevaléncia do AgHBs era menor, foram encontrados 2 casos infectados

com o gendtipo D.



Poucos dados foram publicados a respeito da pesquisa de gendtipos
da hepatite B em unidades de dialise no Brasil.

Teles et al. (1999), estudando 282 pacientes hemodialisados em
Goiania, encontrou uma frequéncia maior dos gendtipos A e D (50,0% e
46,2%, respectivamente), enquanto que o gendtipo F foi encontrado em
3,8% nesta populagao. Resultados semelhantes foram descritos pelo mesmo
grupo analisando 30 casos de infecgédo pelo VHB em unidades de dialise da
regidao Central do Brasil, nas quais encontram maior frequéncia do gendtipo
D (66,7%), seguido pelos gendtipos A (30%) e F (3,3%) (Teles et al., 2002).

Carrilho et al. (2004), encontraram as seguintes frequéncias em
pacientes hemodialisados do estado de Santa Catarina: gendtipos A
(30,6%), D (57,1%) e F(12,2%).

Sitnik et al. (2004) analisando a distribuicdo dos genotipos do VHB em
diversas regides do Brasil encontraram os gendétipos A (49,5%); B (2,9%);
C(13,6%); D(24,3%) e F(9,7%) circulando em nossa populagéo. Sendo que
na cidade de S&o Paulo o gendtipo A foi o mais frequente (41,7%), seguido
pelos gendtipos C (29,9%); D (18,8%); F (5,5%) e B (3,1%).

A distribuicdo dos gendtipos do VHB dentro das unidades de
hemodialise analisadas foi bem diferente daquela descrita na populagao em
geral do Estado de Sao Paulo. O fato de encontrarmos maior frequéncia de
infeccdo pelo gendtipo D sugere que a contaminagéo ocorreu dentro das
unidades de dialise.

Virus com a mutagdo G1896A na regidao pré-core sdao encontrados

mais frequentemente em pacientes infectados com o genétipo D e com uma



frequéncia muito baixa no gendtipo A e no gendtipo F (Zhang et al., 1996).
Esta mutacdo origina um codon de terminacdo, abortando a sintese do
AgHBe (Akahane et al., 1990).

Outra mutagcao associada a negatividade do AgHBe em que também
ha uma substituicdo de G por A foi descrita na posicdo 1899, podendo
ocorrer isoladamente, em associacdo com a G1896A ou com outras
mutacdes (Kramvis et al., 1997). A associacdo das mutagdes G1899A e
G1896A ainda é desconhecida, ndo se sabe porque em alguns casos que
apresentam a mutagao G1899A isoladamente nao se observa a presencga do
AgHBe, ja que esta mutagdo néo leva a um stop cédon abortando a sintese
do AgHBe (Lok et al., 1994).

O padréao de AgHBs, anti-HBe e DNA viral positivos também pode
estar relacionado a mutacdes nas posicoes A1762T e G1764A, que afetam o
promotor basal do core (BCP) (Sitnik et al, 2004). Entretanto, essas
mutagdes foram encontradas isoladamente em alguns pacientes crénicos
que apresentavam a presenca do AgHBe, tal resultado ainda requer mas
estudos (Chan et al., 1999).

Em nossos pacientes, foram encontradas as mutacdes G1899A e
G1764A, porém todos apresentaram positividades para o AgHBe. Tal
resultado sugere que as mutagdes observadas ndo alteraram a produgao da
proteina HBe.

O fato dos pacientes apresentarem um perfil de infecgdo na primeira
amostra estudada representa um indicio de ter ocorrido a infecgao pelo virus

B no centro de dialise em um periodo anterior a este estudo, o que também



€ sugerido pelos resultados de genotipagem e o perfil de mutagdes
observados na populacao estudada.

Os resultados que ndo indicam casos novos nas unidades de dialise
estudadas sugerem boas praticas adotadas, como os cuidados com a
biosseguranca e a utilizagdo da vacinagao.

A infeccdo observada no periodo anterior ao do estudo, sugere uma
contaminacgao dentro do centro de dialise demonstrando que essas unidades
representam um ambiente que propicia a transmissao viral. Portanto,
sugerimos que medidas rigorosas sejam adotadas como: triagem dos
pacientes antes de entrarem nas unidades de dialise, realizando a avaliagao
sorologica e, se necessaria a vacinagado; cuidados com o equipamento
utilizado e com o material reaproveitado efetuando uma rigorosa desinfecgéao

dos mesmos.



CONCLUSOES

A prevaléncia da infecgao pelo VHB encontrada na populacido estudada foi
alta, durante o periodo estudado (doze meses) a incidéncia foi zero.

O gendtipo circulante predominante foi o gendtipo D, sendo apenas um
caso de gendtipo A encontrado. Portanto, a elevada freqiéncia do gendtipo
D encontrada na populacio indica a presenga de contaminacido dentro dos
servicos de dialise, o que é reforcado pela similaridade do padrao das

mutagdes encontradas nas regides pré-core.
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