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Resumo

Embora ndo muito comum, o curso clinico da co-infec¢cdo do virus da hepatite
B (VHB) e do virus da hepatite delta (VHD) geralmente é pior. Um progndstico
ainda pior pode ser esperado em pacientes co-infectados HBV-HDV e com
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Entretanto, existem
poucos dados na literatura sobre o tema, especialmente na era HAART. Nesse
estudo, um total de 26 pacientes com co-infeccdo HBV-HDV, 16 HIV-positivos
e 10 HIV-negativos, foram retrospectivamente analisados. Parametros
hepaticos e viroldgicos de laboratério na ultima visita (ALT, HBV-DNA e HDV-
RNA) foram comparados entre os grupos. E importante ressaltar que todos
pacientes infectados pelo HIV haviam recebido, sempre no contexto do
HAART, medicamentos orais com atividade anti-VHB por um periodo
prolongado de tempo. Contudo, esse foi o caso de somente dois individuos
HIV-negativos. A proporcdo de pacientes com fibrose hepética avancada foi
comparavel nos dois grupos (40% em ambos) assim como, a taxa de
mortalidade. Nés fazemos a hipétese de que a terapia anti-VHB por tempo
prolongado no contexto do HAART, poderia beneficiar o progndstico hepético

dos pacientes infectados pelos virus HIV-HBV-HDV.



Introducao

O virus da Hepatite Delta (VHD) foi identificado em 1977, como um agente
satélite capaz de infectar sujeitos com antigenos de superficie positivo (AgHBSs)
[1]. A prevaléncia atual da infeccéo pelo VHD é de aproximadamente 5%, o que
corresponde a um total de 15 milhdes de pessoas infectadas pelo virus da
Hepatite B (VHB) e co-infectados com o VHD em todo o mundo. Essa
prevaléncia € particularmente mais alta no caso de pacientes infectados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), e ocorre em até 8% dos pacientes
carreadores do AgHBs devido a frequente coincidéncia de risco sexual e de

sangue nessa populacéo [2].

A associacao da hepatite delta em sujeitos com hepatite B crénica (HBC) tem
grande impacto, pois o progndstico clinico da HBC é significantemente pior
quando associada a infeccdo pelo VHD [3], ndo somente em termos de uma
progressao mais rapida para cirrose e descompensacao hepatica, mas também
pelo maior risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular [4]. Estudo
que avaliou 134 pacientes co-infectados HIV-VHB encontrou uma chance 7
vezes maior de evolugdo a fibrose hepatica avancada (F3-4 do escore de
Metavir) quando o paciente era co-infectados com o VHD [3]. Essa observacao
€ comprovada pela prevaléncia de cirrose hepatica entre pacientes com
infeccdo pelo VHD. Em uma coorte de pacientes com infeccdo pelo HIV,
enquanto a prevaléncia de cirrose entre pacientes com infecgao pelo VHB era
de 6,1%, a prevaléncia em pacientes com infec¢cao pelos VHB-VHD era 6
vezes maior [5]. E bem conhecido, também, que a infecgdo pelo HIV teve

influéncia na alta prevaléncia de cirrose encontrada nessa coorte. Visto que a
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infeccdo pelo HIV é um fator bem determinado de aumento na taxa de
progressao da fibrose hepatica, [6] aumentando a morbidade e mortalidade em

pacientes com hepatite B crénica (HBC) [7-9].

Desde o advento da terapia antiretroviral de alta atividade (HAART) a
mortalidade de causa hepatica tornou-se a principal causa de morte nao
relacionada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) [10]. Desse modo,
doenga hepatica grave pode ser esperada em pacientes infectados pelo HIV e
co-infectados com VHB-VHD [5,11,12]. Os mecanismos pelos quais a infec¢céo
pelo HIV ocasiona uma progressédo acelerada da fibrose hepatica ainda nao
s&o totalmente estabelecidos. E embora o uso de determinados antiretrovirais
possa estar envolvido nessa progressao [13,14], a propria infecgdo pelo HIV

parece ser a principal responsavel por essa acelerada evolugao.

Uma das principais hipoteses de como a infec¢ao pelo HIV altera o curso da
progressao da fibrose hepatica seria que a infeccao pelo HIV aumenta a
translocacao bacteriana intestinal. Um marcador da translocag¢ao bacteriana é o
nivel de lipopolisacarides (LPS), um produto bacteriano. Em uma comparagao
entre individuos HIV — positivos e negativos, o nivel de LPS foi marcadamente
superior em pacientes HIV — positivos. Por outro lado, o nivel de LPS néo
estava aumentado em individuos mono-infectados pelo virus da hepatite C
(VHC), demonstrando que a translocacdo bacteriana esta relacionada a
infecgao pelo HIV e nao pelo VHC [15]. Portanto, o0 mecanismo relacionado a
acelerada taxa de progressao da fibrose hepatica pode estar relacionado ao
aumento da translocagao bacteriana proporcionado pelo HIV. O estudo sugere

que a infeccdo pelo HIV leva a ativagao imune e deplecédo dos linfécitos CD4
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do tecido gastrointestinal principalmente nos primeiros meses de infecgao [16].
Essa deplegcdo de CD4 rompe a integridade do epitélio, aumentando a

translocagao bacteriana, e assim aumentando a ativagao imune [17].

A translocacdo bacteriana, através do aumento do LPS circulante, afeta
diretamente o tecido hepatico, em particular, as células de Kupfer. O LPS livre
€ capaz de ligar-se as células de Kupfer, ativando uma cascata de sinalizagéo
inflamataria. Inicialmente, o “toll like receptor” 4 e o fator de transcrip¢cédo NFkB
sdo ativados o que gera a ativagao das interleucinas 1, 6 e 12; além do fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-a) [18].

Outros mecanismos que foram descritos principalmente na co-infeccédo HIV-
VHC podem estar envolvidos também na evolugdo da fibrose hepatica em
pacientes co-infectados HIV-VHB. Recente estudo demonstrou, em modelo “in-
vitro”, que a glicoproteina 120 e o HIV inativo aumentam a replicagao do VHC e
aumentam a expresséao do fator transformador de crescimento beta-1 (TGF-1)
[19]. Estudos demonstram correlagcédo direta entre TGF-B1 e fibrose hepatica
[20]. A neutralizagdo desse modelo por anticorpos contra os receptores CCR5
ou CXCR4, sugere que esses receptores possam participar desse mecanismo
[19]. O fator de crescimento semelhante a insulina, também parece estar
envolvido, visto que foi recentemente correlacionado com fibrose hepatica

avangada em mulheres co-infectadas HIV-VHC [21].

As principais formas de diminuir o impacto dessa acelerada evolugéo da fibrose
hepatica ocasionada pela infeccédo pelo HIV sdo: o tratamento da hepatite viral
subjacente e o uso de HAART. Em relagdo ao tratamento da hepatite crénica

B, inumeros estudos demonstraram uma associagao direta entre carga viral do
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VHB e risco de desenvolvimento de complicagdes hepaticas relacionadas ao
VHB [22,23]. Portanto, a terapia de supressao da replicacdo do VHB pode
diminuir a taxa de progressao da fibrose hepatica e degeneragdo maligna. O
beneficio clinico sobre a progressdo da doenga hepatica dos inibidores orais da
polimerase do VHB foi particularmente observado em pacientes infectados pelo
HIV, muitos dos quais receberam medicamentos com atividade dupla anti-HIV

e anti-HBV (lamivudina e/ou tenofovir) por periodos prolongados [24].

Um estudo com 2041 pacientes avaliou o impacto da lamivudina como parte do
HAART no risco de morte de causa hepatica; o uso de HAART foi associado a
uma reducao na mortalidade de causa hepatica de aproximadamente 33% em
um seguimento de 4 anos [25]. Miailhes et al, reportaram a soroconversao para
anti-HBe ou anti-HBs en 12/82 pacientes co-infectados em uso de HAART [26].
Especula-se que essas observagdes podem estar relacionadas ao fato de que
uso de HAART, com atividade dupla anti-HIV e anti-VHB, seja capaz de

reconstituir a atividade funcional das células CD-8 especificas para o VHB [27].

Esse beneficio é claramente maior com o uso do tenofovir do que com a
lamivudina, pois as taxas de resistencia a lamivudina sao extremamente
elevadas e seu uso em monoterapia € proscrito. O uso de tenofovir esteve
relacionado com uma diminuicdo na progressao da fibrose hepatica e em
alguns casos, inclusive, com a regressao de fibrose de graus moderados e
graves [24,28]. Em uma coorte de pacientes co-infectados pelos HIV-VHB em
tratamento com tenofovir e emtricitabina como parte do HAART, pacientes com
CD4 elevado foram randomizados para interrupcdo do tratamento ou para

continuar ininterruptamente. A interrupcdo do tratamento em pacientes co-
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infectados HIV-VHB foi associado com a progressdo da doenga e rebote da
replicacao do VHB, demonstrando claramente o beneficio da terapia dupla [29]

e contra-indicando sua interrupg¢ao.

Embora ndo se espere atividade especifica anti-VHD dos inibidores da
polimerase orais, um estudo recente demonstrou que a terapia prolongada do
tratamento anti-VHB em pacientes triplamente infectados VHB-VHD-HIV esteve
associada a redugdo progressiva nos titulos séricos de VHD [30],
provavelmente dependente de uma diminuicdo da regulagdo (“down
regulation”) da expressdo do AgHBs em pacientes com niveis de DNA-VHB
suprimidos por farmacos. Essa observacdo tem implicagao clinica importante
visto que a unica terapia aprovada para o tratamento da infeccéo pelo VHD é o
interferon.  Entretanto, embora o uso dos interferon pegilados aumente as
chances de cura, o indice de rebote viral apds a suspensao do farmaco ainda é
muito elevado [31]. Além disso, espera-se uma resposta ainda mais pobre em
pacientes infectados pelo HIV [32]. Sendo assim, os pacientes com falha ao

interferon nao tem outra perspectiva terapéutica.

Nesse contexto, agentes orais anti-VHB poderiam ser usados como uma forma
de diminuir a velocidade de progressao da enfermidade. Entretanto, existe
pouca informagado sobre como a terapia anti-VHB pode afetar o desfecho
clinico da co-infecgdo VHB-VHD, tanto em sujeitos com ou sem infecgao pelo
HIV. Nesse estudo comparamos pacientes co-infectados HBV-HDV infectados
ou nao pelo HIV, avaliando o impacto da infeccao pelo HIV na era HAART; que

frequentemente associa medicamentos também com atividade anti-HBV.



Objetivos

O principal objetivo desse estudo foi comparar o progndstico clinico de
pacientes co-infectados VHB-VHD, com e sem infeccdo pelo HIV. Essa
avaliagao pretende rever o impacto da infecgcao pelo HIV no desfecho clinico

entre pacientes co-infectados VHB-CHD, na era do uso amplo de HAART.

Como objetivo secundario foi avaliado o grau de fibrose hepatica, utilizando

elastometria transitoria e FIB-4.

Métodos

Desenho do estudo, sele¢cédo dos pacientes e desfechos.

Nos realizamos um estudo de coorte retrospectivo, que analisou pacientes com
infeccao pelo VHD, regularmente atendidos no Hospital Carlos Il em Madrid,
Espanha entre 1998 a 2008. Foram identificados todos pacientes infectados
pelo VHB-VHD (definido como AgHBSs positivo e anticorpos para VHD positivos
com HDV-RNA detectavel em sangue por um periodo maior que seis meses).
Pacientes com histéria de abuso passado ou atual de alcool (definido como
ingestao alcodlica>50g por dia) e com reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para o virus da hepatite C (VHC) positiva foram excluidos dessa analise.
Dados de laboratério foram registrados na ultima visita hospitalar, pois dados

da visita inicial eram muito diversos entre os pacientes.

O desfecho primario foi a avaliacio de eventos clinicos como
descompensagbes hepaticas e mortalidade global (relacionados ou nédo a
doenga hepatica). Dados de mortalidade foram sistematicamente obtidos

através da base de dados espanhola de mortalidade. Descompensacao
6



hepatica foi definida como quadro diagnosticado de ascite, encefalopatia

hepatica e peritonite bacteriana espontanea.

Como desfecho secundario, a fibrose hepatica foi avaliada, medida por
elastometria transitéria ou FIB-4. Pacientes foram classificados segundo a

positividade para o HIV: HIV - positivo e HIV - negativo.

Elastometria Transitéria (FibroScan®, Echosens, Paris). A elastometria
transitoria foi realizada seguindo instrugdes do fabricante: um minimo de 10
medidas validas através de um espaco intercostal na posi¢ao anatémica do
lobo hepatico direito. Os pacientes foram posicionados em decubito supino com
o brago direito em abducdo e a sonda do aparelho foi aplicada entre as
costelas. O valor mediano foi considerado representativo da rigidez hepatica e
foi expresso em Kilospascals (KPa). O ponto de corte utilizado para relacionar
a rigidez hepatica estimada pela elastometria transitéria com o escore de
Metavir foi FO-1: menor que 7.1 KPa, F2: entre 7,0-9,5 KPa, F3: entre 9,4-14,6,
F4: acima de 14,5 KPa [33,34]. Valores equivalentes a escore de Metavir de
F3-4 foram considerados como fibrose avangada. O exame foi considerado
valido se a taxa de sucesso fosse = 70% e o intervalo entre quartiis (IQR) fosse
menor que um terco do valor mediano da rigidez hepatica. Exames
considerados nao validos foram excluidos da andlise. Todos os exames foram

realizados por trés operadores, utilizando um unico aparelho.

FIB-4. O indice FIB-4 foi calculado de acordo com férmula original: [idade x
AST [IU/L] / (contagem plaquetaria [10%L]) x (ALT [IU/L])""?)]. Para o indice FIB-
4, valores acima de 3,25 foram considerados como diagnosticos de fibrose

avancgada. A acuracia do FIB-4 para confirmar a existéncia de fibrose hepatica
7



avancgada é 0,77 em pacientes com infeccao por HIV e 0,84 em pacientes sem
infeccao por HIV [35-37]. Em pacientes especificamente com infeccdo pelo
VHB, o indice FIB-4 apresenta acuracia de 0,81 [38]. A correlagdo diagnéstica
(r) entre a elastometria transitoria e o indice FIB-4 é de aproximadamente 0,73

em pacientes co-infectados VHC-HIV [37].

Métodos de laboratério. O nivel sérico de AgHBs e AgHBe foram analisados
por método comercial de ensaios imuno-enzimaticos (EIA) usando AxSYM
HBsAg (v2), AxXSYM HBeAg (2.0) e AxSym anti-HBe, respectivamente (Abbott
Laboratories, North Chicago, IL, USA). Pacientes foram considerados
cronicamente infectados pelo VHB quando AgHBs era positivo por mais de seis
meses. Nivel sérico de antigeno do VHD, anticorpo total do VHD e
imunoglobulina M (IgM) foram analisados utilizando RADIM HDVAg, HDVAb
and HDVIgM EIA kits (Radim lberica, Barcelona, Espanha). A extracdo de
HBV-DNA e HDV-RNA foi realizada usando Kit Qiagen (Qiagen, Mannheim,
Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante. O nivel sérico de HBV-DNA
foi quantificado usando PCR em tempo real (Roche Cobas Tagman, Barcelona,
Espanha), que tem um limite de detec¢do de 10 Ul/mL. O nivel sérico de HDV-
RNA foi quantificado utilizando reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
(PCR-RT) de desenvolvimento préprio baseada em protocolo modificado
descrito em outra publicacdo [39] e que tem um limite de detec¢do de 100
copias/mL. Resumidamente, a PCR foi realizada usando “primers” especificos
5-TGG CGC CGG CTG GCA ACA TTC-3’ e 5 AAG GAA GGC CCT CGA GAA
CAA GAG-3’ e enzima transcriptase reversa AMV (Promega, Madrid, Spain.).

Foram utilizadas as seguintes condigdes: 48 graus por 45 minutos (min.), 94



graus por 2 min. e 15 ciclos repetidos de (94 graus por 30 segundos (s), 55
graus por 30s e 72 graus por 1 min.). O produto da PCR foi, entéo, purificado
em um filtro Millipore (Millipore, Madrid, Spain.) e quantificado usando um
termociclador (LightCycler, Roche.) usando os primers 5-TGG CGC CGG CTG
GCA ACA TTC-3 e 5-TTT CCT CTT CGG GTC GGC ATG G-3’ e sonda 5-6-
FAM-ATG CCC AGG TCG GAC CGC G-BHQ1a-3'. O gendtipo do VHD foi
realizado por sequenciamento direto do produto amplificado por PCR e o

gendtipo do VHB foi realizado por Inno-Lipa (Innogenetics, Ghent, Belgica).

Métodos Estatisticos.

As medias foram comparadas com o teste t-student e as propor¢ées com o
teste chi-quadrado. Associagdes entre a positividade do HIV e desfechos foram
realizadas por regressao logistica e analise univariante de ANOVA. Tendéncias
na rigidez hepatica foram analisadas por regressao linear. Em todos os casos,
significancia foi estabelecida em 5%. Toda a analise estatistica foi realizada
com o “Statistical Program for Social Sciences” (SPSS 15.0 for Windows;

SPSS., Inc., Chicago, IL).



Resultados

Um total de 30 pacientes Caucasianos cronicamente infectados pelo VHB-VHD
foi identificado, 18 HIV - positivos e 12 HIV - negativos. Quatro pacientes, 2
pacientes de cada grupo, foram excluidos por apresentarem HCV-RNA
detectavel. Entdo, ao final foram analisados dados de 16 pacientes HIV -
positivos e 10 HIV - negativos. Nenhum paciente com abuso de alcool foi

identificado apds entrevista pessoal.

Os principais dados demograficos dessa populacdo estratificados pela
positividade do HIV estdo demonstrados na Tabela 1. A propor¢do de homens
(73 vs. 31% [p=0.04]) e usuarios de droga intravenosa (88 vs 30% [p=0.008] foi
maior entre os pacientes HIV-positivos quando comparados com pacientes
HIV-negativos. Havia mais individuos heterossexuais entre HIV - negativos
(40%) do que entre HIV - positivos (6%). A positividade do AgHBe foi
comparavel entre individuos HIV - positivos e negativos (73 vs 80% [p=0.2]). A
proporcao entre o genoétipo A do VHB entre sujeitos HIV - positivos e HIV -
negativos foi respectivamente de 25% e 10% (p=0,08). O gendtipo | do VHD

estava presente em todos pacientes analisados.

O seguimento ambulatorial mediano entre todos pacientes co-infectados com
VHB-VHD foi de 8 anos, sem diferengas de seguimento de acordo com a
positividade do HIV. Interessantemente, todos os 16 pacientes infectados pelo
HIV receberam tratamento com lamivudina e 15 pacientes HIV - positivos
tiveram a terapia modificada para tenofovir associado a lamivudina ou
emtricitabina, sempre no contexto da terapia anti-retroviral de alta potencia

(HAART). Por outro lado, 6 em 10 pacientes HIV - negativo haviam recebido
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tratamento anti-HBV; 2 pacientes receberam adefovir por mais de um ano e 4
interferon alfa por um ano. Nos ultimos 4 casos, a terapia fora indicada

especificamente para tratamento da hepatite delta.

E importante notar que pacientes infectados pelo HIV foram tratados com
agentes anti-HBV orais por periodo mais prolongado que pacientes HIV
negativos (mediana de 39 vs 13 meses [p=0.02]). No momento da ultima visita
todos os 16 pacientes infectados pelo HIV, mas somente 2 (20%) pacientes
HIV - negativos estavam sob tratamento com agentes orais anti-HBV
(p=0,001). Dados de laboratério na ultima visita (Tabela 1) indicavam que o
nivel de HBV-DNA e HDV-RNA era semelhante nos dois grupos. A propor¢ao
de pacientes com niveis séricos de HBV-DNA era de 88 e 70% [p=0,3] entre
pacientes HIV - positivos e HIV - negativos. Testes de fungdo hepatica
revelaram que, apesar da mediana dos valores de alanina transferase (ALT)
serem comparaveis entre HIV - positivos e negativos (52 vs 41 Ul/mL [p=0.2]),
a mediana da contagem de plaquetas foi significantemente mais baixa entre

HIV - positivos do que entre os negativos (88 vs 188 por cm?® [p=0,04]).

A proporgcao de pacientes com fibrose hepatica avancada (Metavir F3-4) no
grupo de pacientes HIV - positivos e HIV - negativos, estimada tanto por
elastometria transitéria (40 e 40%, respectivamente) ou pelo escore FIB-4 (43 e
57%, respectivamente) foi comparavel nos dois grupos (Tabela 2). Cirrose
hepatica foi diagnosticada em 7 pacientes, 4 (43%) HIV - positivos e 3 (30%)
HIV - negativos [p=0.3]. E interessante notar que metade dos pacientes HIV -

positivos e todos HIV - negativos foram classificados como Child B ou C.
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Sinais de hipertensao portal por ultra-sonografia abdominal estavam presentes
em 4 (25%) pacientes HIV - positivos e 6 (60%) HIV - negativos, e varizes
esofagicas foram identificadas por endoscopia digestiva alta em um paciente

de cada grupo.

Considerando os desfechos clinicos, o risco de desenvolver descompensacéao
hepatica foi similar em pacientes HIV-positivos e negativos (RR: 1.25 1C95%
[0.28-5.62], p=NS), da mesma forma o risco de hipertensado portal foi similar
nos dois grupos (RR: 0,42 IC 95% [0.16-1.12], p=NS), demonstrado na Tabela

3.

Entre todos os pacientes, 4 foram & o6bito durante o seguimento, todos por
complicagdes hepaticas. Portanto, a taxa de mortalidade foi de 15.4% durante
todo seguimento, com uma taxa de mortalidade anual de 1,9 por cem pessoas-
ano. A taxa de mortalidade global e relacionada ao figado também foi similar
entre HIV-positivos e negativos (RR: 0.63 1C95% [0.10-3.76] p=NS) e (RR: 0.59

Clgs [0.04-8.41] p= NS), respectivamente (Tabela 3).
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Discussao

O progndstico clinico da doenga hepatica em pacientes com co-infecgdo VHB-
VHD geralmente é ruim. Apesar do risco semelhante para adquirir esses virus,
ha pouca informagao disponivel sobre diferengas no desfecho clinico de
pacientes com infeccdo pelo HIV. Nesse estudo avaliamos um grupo de
pacientes co-infectados VHB-VHD que foram retrospectivamente seguidos por
periodo prolongado de tempo. Surpreendentemente, o risco de complicagdes
hepaticas e mortalidade global ou hepatica foram comparaveis entre pacientes
HIV - positivos e HIV - negativos. Assim como a prevaléncia de fibrose hepatica

avancada.

Interessantemente, esses achados coincidem com uma grande proporgao de
pacientes HIV - positivos recebendo terapia prolongada com agentes orais anti-
HBV (lamivudina, emtricitabina e tenofovir), sempre no contexto do uso de
HAART, em relacdo aos pacientes HIV - negativos. E freqliente que pacientes
co-infectados n&o preencham critérios virolégicos (nivel sérico de HBV-DNA
>2,000-20,000 Ul/mL) para receber agentes orais inibidores da polimerase do
VHB, dado que o VHD inibe a replicacdo do VHB [40]. Como, somente 2
pacientes HIV - negativos receberam agentes orais anti-HBV (adefovir) e por
um curto periodo de tempo. Como resultado, em nosso estudo, a proporcéo de
pacientes com replicagdo do VHB suprimida foi maior entre pacientes HIV -

positivos (88%) que HIV - negativos (70%).

Uma grande série de pacientes co-infectados com VHB-VHD, que incluiu uma
pequena proporcado de pacientes infectados pelo HIV, encontrou uma

prevaléncia de cirrose hepatica discretamente maior (35%) que a encontrada
13



em nosso estudo, o que pode ser em parte explicado pela proporcido de
pacientes (45%) que nao recebiam nenhuma terapia antiviral. A taxa de
mortalidade foi também maior que a observada em nosso estudo, 3,15 por ano
[41]. Um estudo mais recente realizado em Taiwan [42] comparou a infecgao
crbnica do VHB vs VHB-VHD em pacientes com infecgdao pelo HIV. A
prevaléncia de cirrose ao final do seguimento em pacientes triplamente
infectados pelos VHB-VHD-HIV foi, mais uma vez, muito semelhante aos
nossos resultados (27%) e, como esperado, muito mais alta que em pacientes
co-infectados VHB-HIV (5%). A mortalidade total em pacientes HIV positivos foi
23%, na maioria dos casos (15%) ocasionada por eventos relacionados a
AIDS. Embora todos os individuos estivessem sob HAART contendo
lamivudina, a proporcéo de pacientes com infeccdo nao controlada pelo HIV foi
marcadamente mais alta que em nosso estudo (43% dos pacientes

apresentavam HIV-RNA >5 log1o copies/mL).

Em relacdo a replicacdo do VHB, existe um beneficio claro em diminuir a
replicacdo do VHB, e em pacientes co-infectados VHB-VHD, esse beneficio
pode ser duplo visto que esta associado a diminui¢do da progresséo da fibrose
hepatica [24,28] e a diminuicdo sustentada nos niveis séricos de RNA do HDV

[30].

Em modelo de cultura de células, a reducao dos niveis séricos de VHB traduz
uma expressao diminuida de AgHBs, o que em Uultima analise prejudica a
montagem e liberacdo do VHD [43]. De fato, a determinagcdo de ambos os
parametros, RNA do HDV e AgHBs, foram propostos para monitorar a resposta

do VHD a terapia antiviral [44]. Apesar desses dados de laboratério, a
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correlacao entre o nivel da replicagdo do VHD e morbidade relacionada ao

figado até o momento ndo foi estabelecida.

Por outro lado, o tratamento especifico contra a infec¢gdo crénica do VHD é
baseado principalmente em interferon alfa subcutédneo por 12 a 24 meses [31].
Essa opcdo foi utilizada em 40% dos individuos HIV — negativos (sem
resposta), mas em nenhum dos pacientes infectados pelo HIV. Taxas de
respostas mais baixas e chances mais altas de complicagcdes nos ultimos vs os

primeiros pode explicar essa diferenga na conduta [32].

Diferentemente do América do Sul onde o gendtipo Il do VHD é o mais
prevalente [45], na populacdo Européia estudos demonstram, em concordancia
com nosso estudo, que o gendtipo | do VHD é o mais prevalente para uma
populagcdo de pacientes que foram infectados na Espanha [46,47]. Esse
mesmo gendtipo € o mais comum entre pacientes infectados pelo HIV-VHB-

VHD naquele pais [48].

Com respeito aos gendtipos do VHB, nossos dados concordam com dados
prévios demonstrando que o gendtipo D e A sdo os mais prevalentes na
Europa. A distribuicdo dos gendtipos do VHB n&o parece se modificar entre
pacientes co-infectados pelo VHB-VHD [49]. Embora, em nosso estudo o
gendtipo do VHB né&o pareceu influenciar no prognaostico clinico dos pacientes,
estudo recente observou um nivel de carga viral do VHD menor em pacientes
co-infectados HBV-HDV associado ao gendtipo A do VHB quando comparado
com o genotipo D e F [50], entretanto o impacto dessa menor carga viral no

progndstico hepatico do paciente ainda € incerto. Uma frequéncia mais
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elevada do gendtipo A entre individuos infectados pelo HIV foi também,

previamente relatada [51].

A natureza retrospectiva e o numero relativamente pequeno de pacientes
incluidos devem ser considerados como principais limitagdes do presente
estudo. Entretanto, n0s acreditamos que as diferengcas significativas de
tratamento entre pacientes HIV - positivos e HIV - negativos podem explicar a
nao esperada similaridade entre o desfecho clinico desses dois grupos. Para
nos, diferengas significantes na contagem de plaquetas podem n&o indicar
maior disfungdo hepatica entre HIV - positivos comparados aos negativos, e
sim refletir a trombocitopenia relacionada ao HIV em uma populagéo
modestamente imunodeprimida, visto que a contagem de CD4 esteve em torno

de 200 cel/mm?®.

Em concluséo, surpreendentemente, o prognostico clinico dos pacientes co-
infectados pelos VHB-VHD em pacientes infectados pelo HIV sob HAART nao
foi pior que aquele entre pacientes HIV - negativos. Hipoteticamente, o
conhecido beneficio da supressdo do HBV-DNA com antivirais orais pode
indiretamente se estender para pacientes co-infectados com os VHB-VHD. Se
esses achados se confirmarem, em pacientes co-infectados pelos VHB-VHD, o
nivel de HBV-DNA para indicar terapia antiviral nesses pacientes deveria ser

revisado.
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Tabela 1. Dados clinicos dos pacientes na dltima visita, segundo a positividade do HIV.

HIV-positivo  HIV-negativo p

Numero de pacientes 16 10
Idade mediana (anos) 43 40 NS
Modo de Transmissao (%)

Usuéarios de Droga Intravenosa 14 (88) 3 (30) 0.008

Homens que fazem sexo com homens 1(6) 2 (20) 0.5

Heterossexuais 1(6) 4 (40) 0.05

Desconhecido 0 1(10) 0.4
Sexo Masculino (%) 11 (73) 3 (31) 0.04
Tempo mediano estimado de infecgao (anos) 19 18 NS
Mediana CD4 (cel/mm®) 266 (84-1190) -
Mediana HIV-RNA (log, ) 1.7 (1.7-5.2) -
Mediana HDV-RNA (logio) 6.6 (2-8.4) 5.2 (4-6) NS
Mediana HBV-DNA (log1o) 1.0 (1-6.6) 1.2 (1-4) NS
Positividade HBeAg (%) 11 (73) 8 (80) NS
Genotipo D HBV (%) 7 (44) 4 (40) NS
Genotipo A HBV (%) 4 (25) 1(10) NS
Proporcao de Cirréticos Child B or C (%) 2 (12.5) 3 (30) NS
Mediana ALT (Ul/mL) 52 (8-207) 41(8-182) NS
Mediana AST (Ul/mL) 48 (19-246) 34 (19-111)  0.07
Mediana Plaqueta x1000 (/mm3) 188 (37-442) 88 (54-265) 0.04

Table 1: Grau de Fibrose Hepatica de acordo com o status do HIV.

HIV-positivo HIV-negativo P
No. de pacientes 16 10
Rigidez Hepatica >9.5 Kpa (%)" 6 (40) 4 (40) 0.6
FIB-4 >3.25 (%)" 7 (43) 6 (57) 0.2
Pacientes com cirrose (%)* 4 (25) 3 (30) 0.3
e Child A 2 (12.5) 0 (0)
e ChildBorC 2(12.5) 3 (30)

*corresponde a Metavir F3-F4; *rigidez hepatica >14.5 kPa.
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Tabela 3: Analise Uni-variante do risco de desfechos clinicos.

Desfechos RR IC 95% p
Descompensagao Hepatica 1.25 0.28-5.62 0.76
Hipertensao Portal 0.42 0.16-1.12 0.07
Mortalidade
Global 0.63 0.10-3.76 0.60
Relacionada ao figado 0.59 0.04-8.41 0.69
Outras causas 0.59 0.04-8.41 0.69
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Abstract

Although not very common, the clinical course of hepatitis B virus (HBV) and
hepatitis D virus (HDV) coinfection is in general poor. An even worse prognosis
may be expected in HBV-HDV coinfected patients with HIV infection, but little
data exist particularly in the HAART era. Herein a total of 26 patients with HBV-
HDV coinfection, 16 HIV-positive and 10 HIV-negative, were retrospectively
analyzed. Liver laboratory parameters at last visit (ALT, HBV-DNA and HDV-
RNA) were comparable between groups. Of note while all HIV infected patients
had received, always in the context of HAART, oral drugs with anti-HBV activity
for a long period of time, this was the case in only 2 HIV-negative individuals.
Proportion of patients with advanced liver fibrosis was comparable between
groups (40% in both), and so was mortality rate. We hypothesize that prolonged
anti-HBV therapy in the context of HAART may benefit liver-related prognosis in

HBV-HDV-HIV infected patients.
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Introduction

Hepatitis delta virus (HDV) was identified in 1977 as satellite agent able to infect
subjects with positive hepatitis B surface antigen (HBsAg) (1). Current
prevalence of HDV infection is around 5%, what makes up a total estimate of 15
million hepatitis B virus (HBV) plus HDV coinfected patients Worldwide. In the
particular case of HIV infected patients HBV-HDV coinfection is more frequent,
in up to 8% of HBsAg carriers, given frequent coincidence of sexual and

bloodborne risks in this population (2).

Clinical prognosis of chronic hepatitis B is significantly poorer in patients with
HDV infection (3), in terms of a faster progression to cirrhosis and liver
decompensation, and a greater risk for developing hepatocellular carcinoma (4).
HIV infection is another well-recognized factor that increases liver morbidity and
mortality in patients with chronic hepatitis B (5-7). Therefore, particularly severe
liver disease might be expected in HIV-infected patients with HBV-HDV

coinfection (8-10).

Several studies have shown a direct association between HBV-DNA levels and
risk for HBV-related liver complications (11,12). Therefore, therapeutic
suppression of HBV replication may slow progression of liver fibrosis and
malignant degeneration. The clinical benefit of oral HBV DNA-polymerase
inhibitors on liver disease progression has been particularly observed in HIV
infected patients, many of whom have received drugs with dual anti-HIV and
anti-HBV activity (i.e. lamivudine and/or tenofovir) for long periods of time (10).
Although no specific anti-HDV activity may be expected from these drugs, a

recent study has shown that prolonged anti-HBV treatment in HBV-HDV-HIV
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infected patients is associated with slow reduction in HDV-RNA serum titters,
probably dependent on a down regulation of HBsAg expression in HBV-DNA
suppressed patients (13). However, little information exists on how anti-HBV
therapy may affect clinical outcome of HBV-HDV coinfection, either in subjects

with or without HIV infection.

Methods

All HBV-HDV infected patients (defined as positive HBsAg plus detectable HBV-
DNA and positive HDV antibodies plus detectable HDV-RNA in serum for longer
than 6 months) attended at our institution from 1998 to 2008 were identified.
Past or current heavy drinkers (alcohol intake >50 g per day) and serum HCV-
RNA positive patients were excluded from this analysis. Patients were divided in
two cohorts according to their HIV status. Laboratory data were registered from
last hospital visit, as reasons for initiation of follow-up at our institution were
very diverse among patients. Clinical events were retrospectively reviewed from
clinical records. In patients lost to follow-up for longer than 6 months, social
security numbers were cross-checked with the Spanish National Mortality

Database, in order to discriminate hospital withdrawals from deceases.

Liver fibrosis was estimated by transient elastometry (FibroScan®) and by FIB-4
score [age x AST [IU/L] / (platelet count [10%/L]) x (ALT [IU/L])""?)] at last hospital
visit. According to previous publications, advanced liver fibrosis (Metavir F3-F4)

was diagnosed in case of liver elasticity >9.5 kPa or FIB-4 score >3.25 (area
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under the ROC curve of 0.91 (14) and 0.77-0.84 (15-17), respectively).

Cirrhosis was defined as liver elasticity >14 kPa.

Serum HBsAg and HBeAg were analysed by commercial enzyme
immunoassays (EIA) using AxXSYM HBsAg (v2), AxXSYM HBeAg (2.0) and
AxSym anti-HBe, respectively (Abbott Laboratories, North Chicago, IL, USA).
Serum HDV antigens, total HDV antibodies and HDV immunoglobin M (IgM)
were analysed using RADIM HDVAg, HDVAb and HDVIgM EIA kits (Radim
Iberica, Barcelona, Spain). HBV-DNA and HDV-RNA extraction was carried out
using the Qiagen DNA blood kit (Qiagen, Mannheim, Germany), following
manufacturer’s instructions. Serum HBV-DNA was measured using real-time
PCR (Roche Cobas Tagman, Barcelona, Spain), which has a detection limit of
10 IU/mL. Serum HDV-RNA was quantified using an in-house real time-PCR
based on a modified protocol described elsewhere (18), which has a detection
limit of 100 copies/mL. HBV genotype was performed by Inno-Lipa

(Innogenetics, Ghent, Belgium) and HDV genotype by direct sequencing.

All statistical analyses were performed by the Statistical Program for Social
Sciences (SPSS 15.0 for Windows; Chicago, IL). Correlation between data was

studied by Spearman rank analysis.

Results

A total of 30 Caucasian patients with HBV-HDV chronic infection were
identified, 18 were HIV-positive and 12 were HIV-negative. A total of 4 patients,
2 in each of these cohorts, were excluded due to history of detectable HCV-
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RNA. So, we finally analyzed data from 16 HIV-positive and 10 HIV-negative

patients. No heavy drinkers, according to personal interview, were identified.

Main demographics of study population, split by HIV status, are depicted in
Table 1. The proportion of males (73 vs 31% [p=0.04]) and intravenous drug
users (88 vs 30% [p=0.008]) was greater among HIV-positive as compared with
HIV-negative subjects. Conversely, there were more heterosexuals among HIV-
negative (40%) vs HIV-positive (6%) patients. Positivity for HBeAg was
comparable between HIV-positive and HIV-negative subjects (73 vs 80%
[p=0.2]). There was a greater proportion of HBV genotype A among HIV-
positive vs HIV-negative patients (25 vs 10% [p=0.08]). HDV genotype 1 was

present in all patients analyzed.

Overall, HBV-HDV coinfected patients had a median follow-up of 8 years in our
outclinic, without differences by HIV status. Interestingly enough, all 16 HIV-
infected individuals had received treatment with lamivudine, and 15 were later
switched to tenofovir plus lamivudine/emtricitabine, always in the context of
triple antiretroviral therapy. On the other hand, 6 in 10 HIV-negative patients
had received anti-HBV treatment, 2 patients with adefovir for little more than a
year and 4 with interferon-alpha for one year. In these last 4 cases therapy was

mainly indicated seeking anti-HDV activity.

Of note, HIV infected patients had been treated with oral anti-HBV drugs for
longer than HIV negative patients (median of 39 vs 13 months [p=0.02]). At the
time of last visit all 16 HIV-infected patients but only 2 (20%) HIV-negative

patients were under oral HBV treatment (p=0.001).
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Laboratory data at last visit (Table 1) indicate that HBV-DNA and HDV-RNA
levels were similar for the two groups. Proportion of patients with undetectable
HBV-DNA serum levels was 88 and 70% [p=0.3] among HIV-positive and HIV-
negative individuals. Liver function tests revealed that, although median alanin-
aminotransferase (ALT) values were comparable between HIV-positive and
HIV-negative patients (52 vs 41 IU/L [p=0.2]), median platelet counts were

significantly lower in the former vs the latter (88 vs 188 per cm® [p=0.04]).

The proportion of patients with estimation of advanced liver fibrosis (Metavir F3-
F4), either by elastometry (40 and 40%, respectively) or FIB-4 scoring (43 and
57%, respectively), was comparable between the two groups (Table 2).
Cirrhosis was diagnosed in seven patients, 4 (43%) HIV-positive and 3 (30%)
HIV-negative [p=0.3]. Of note, half of HIV-positive and all HIV-negative patients

were at Child B-C stage.

Signs of portal hypertension by abdominal ultrasound were present in 4 (25%)
HIV-positive and 6 (60%) HIV-negative patients, and esophageal varices in one
patient of each group. Overall, 4 died during the follow-up, all by liver related
complications. Therefore, mortality rate was 15.4%, what makes up an average
of 1.9% per year on follow-up. No differences in mortality were observed

between HIV-positive and HIV-negative patients.

Discussion

Clinical prognosis of liver disease in patients with HBV-HDV coinfection is
generally poor. Despite added risks for acquiring these viruses, little information
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is available on diverse clinical outcome in patients with HIV infection. Herein we
have analyzed a group HBV-HDV coinfected patients who were retrospectively
studied for a long period of time. Surprisingly enough, prevalence of advanced
liver fibrosis and cirrhosis, incidence of liver-related complications and overall

mortality was comparable between HIV-positive and HIV-negative patients.

These findings may be explained by a greater proportion of HIV-positive
patients receiving prolonged treatment with anti-HBV oral drugs (namely
lamivudine, emtricitabine and tenofovir), always in the context of HAART,
compared to HIV-negative patients. It is frequent that HBV-HDV coinfected
patients do not meet virological criteria (HBV-DNA levels >2,000-20,000 IU/mL)
to receive oral HBV DNA-polymerase inhibitors, given that HDV inhibits HBV
replication (19). As such, only 2 HIV-negative patients had received anti-HBV
oral drugs (namely adefovir), and this for a short period of time. As a result, in
our study, the proportion of patients with suppressed HBV replication was

greater among HIV-positive (88%) vs HIV-negative patients (70%).

The benefit of lower HBV-DNA replication in HBV-HDV coinfected patients may
be two-fold, as it is associated with slower progression of liver fibrosis (11) and
a sustained reduction in HDV-RNA levels (13). In a cell culture system model,
reduction in HBV-DNA levels translates into lower HBsAg expression, what
finally impairs HDV assembly and secretion (20). In fact determination of both
serum parameters, HDV-RNA and HBsAg, has been proposed to monitor
response of HDV to antiviral therapy (21). Despite these laboratory data,
correlation between HDV-RNA replication and liver related morbidity for the

moment has not been established.
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Another large series of patients with HBV-HDV coinfection, including a small
number of subjects with HIV infection, has found a little greater prevalence of
cirrhosis (35%) than in our study, what may in part be explained by a 45% of
patients not receiving any antiviral therapy. Mortality rate was also a higher than
in our observation, 3.15% per year (22). A more recent study from Taiwan (23)
compared HBV vs HBV-HDV chronic infection in HIV infected subjects.
Prevalence of cirrhosis at the end of follow-up in HBV-HDV-HIV infected
patients was again very similar to our results (27%) and, as expected, much
greater than in HBV-HIV infected patients (5%). Overall mortality in HIV infected
individuals was as high as 23%, in most cases (15%) caused by AIDS-related
events. Although all subjects were under lamivudine-containing HAART, the
proportion of subjects with uncontrolled HIV infection was remarkably greater

than in our study (43% of patients with HIV-RNA >5 log copies /mL).

Specific treatment against HDV chronic infection is mainly based on
subcutaneous interferon alpha for 12 to 24 months (24). This option was used in
40% of HIV-negative subjects, but in none of HIV-infected patients. Lower
response rates and greater chances for complications in the latter vs the former

may explain these differences (25).

The retrospective nature of the study and the relatively low number of patients
recruited should be counted as major limitations of this analysis. We believe
however that the significant differences in treatment history found between HIV-
positive and HIV-negative patients may explain the unexpected similar clinical
outcome observed in these two groups. To us, significant differences in platelet

counts do not reflect greater liver dysfunction in HIV-positive vs HIV-negative
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patients, rather it may be caused by HIV-associated thrombocytopenia in an
otherwise moderately immune-depressed population, as nearly a half of them

had CD4 counts below 200 cells/mm?®.

In agreement with other studies (26,27) HDV genotype 1 was the most
prevalent for a population of patients having been infected in Spain. This same
genotype is the most common among HIV-HBV-HDV-infected patients in our

country (28).

With respect to HBV genotypes, our data agree with previous reports showing
genotype D and A as the most prevalents in Europe. The distribution of HBV
genotypes does not seem to change among HBV-HDV coinfected patients (29).
A greater frequency of genotype A among HIV-infected individuals has also

been previously observed (30).

In conclusion, clinical prognosis of HBV-HDV coinfection in HIV infected
patients under HAART was not worse than that of HIV negative patients, unlike
may be initially expected. Hypothetically, the known clinical benefit HBV-DNA
suppression with oral antivirals may indirectly extend to patients with HDV-HBV
infection. Should these findings be confirmed, in patients with HBV-HDV
coinfection, the level of serum HBV-DNA to indicate HBV-DNA-polymerase

inhibitors may warrant revision.
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Table 1. Main characteristics of HBV-HDV coinfected patients at last
hospital visit.
HIV-positive HIV-negative p
No. of patients 16 10
Median age (years) 43 (36-59) 40 (28-47) 0.5
Males (%) 11 (73) 3 (31) 0.04
Risk group (%)
e |DUs 14 (88) 3 (30) 0.008
e MSM 1(6) 2 (20) 0.5
e Heterosexuals 1(6) 4 (40) 0.05
e Unknown 0 1(10) 0.4
Median ALT (Ul/mL) 52 (8-207) 41 (8-182) 0.2
Median platelets (per cm®) 88 (54-265) 188 (37-442) 0.04
Median CD4 count (cells/mm?®) 266 (84-1,190) - -
CD4 count <200 cells/mm® 7 (43.7)
Median HIV-RNA (log copies/mL) 1.7 (1.7-5.2) - -
HIV-RNA <50 copies/mL (%) 10 (62.5)
Median HDV-RNA (log copies/mL) 6.6 (2.0-8.4) 5.2 (4.0-6.0) 0.1
Median HBV-DNA (log IU/mL) 1.0 (1.0-6.6) 1.2 (1.0-4.0) 0.4
HBV-DNA <10 IU/mL (%) 14 (88) 7 (70) 0.3
Positive HBeAg (%) 11 (73) 8 (80) 0.2
HBV genotype D (%) 7 (44) 4 (40) 0.7
HBV genotype A (%) 4 (25) 1 (10) 0.08
HDV genotype 1 (%) 14 (100) 8 (100) 1.0
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Table 2. Clinical data in HBV-HDV coinfected patients at last visit.

HIV-positive HIV-negative p

No. of patients 16 10
Liver stiffness >9.5 Kpa (%)" 6 (40) 4 (40) 0.6
FIB-4 >3.25 (%)" 7 (43) 6 (57) 0.2
Cirrhotic patients (%)* 4 (25) 3 (30) 0.3

e Child A 2(12.5) 0 (0)

e ChildBorC 2(12.5) 3 (30)
Portal hypertension (%)* 4 (25) 6(60) 0.1
Esophageal varices 1(6.2) 1(10) 0.5
Overall mortality (%) 2 (12.5) 2 (20) 0.6
Lost to follow-up 1(6.2) 0 (0) 0.4

*corresponding to Metavir F3-F4; *liver elasticity >14 kPa; *spleen diameter >13

cm, portal diameter >13 mm or portal thrombosis, by Doppler ultrasound.
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