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“Olhar para trds, apos uma longa caminhada, pode fazer perder a nogcdo
da distancia que percorremos. Mas, se nos detivermos em nossa imagem, quando a
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ponto final, e, hoje temos a impressdo de que tudo comecou ontem. E é por esse motivo que
dizer adeus se torna complicado. Digamos, entdo, que nada se perderd. Pelo menos dentro

da gente....”

Jodo Guimardes Rosa
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RESUMO

A exposicao freqiiente a sangue e derivados € uma importante rota para transmissao do virus
da hepatite B (HBV), portanto pacientes hemodialisados apresentam um alto risco para a
aquisicdo do mesmo devido ao tratamento de rotina. Em muitos paises, a transmissdao do
virus da hepatite B tem sido controlada em centros de hemodidlise, devido a utilizagdo das
precaugdes universais, praticas de controle da infec¢do e vacinacdo freqiiente nos pacientes
susceptiveis. Todavia algumas unidades apresentam pacientes com infeccdo oculta para o
HBYV, variando de 0 a 58% em algumas regides do mundo. Os objetivos desse trabalho
foram identificar infeccdo oculta para o HBV e os fatores de riscos para a infec¢do em
pacientes hemodialisados de 5 clinicas da cidade de Recife/PE, no periodo de agosto de
2006 a agosto de 2007. A populagdo estudada foi constituida por 780 pacientes, com média
de idade de 50 £ 15,1 e de ambos os sexos. Os hemodialisados, apds assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, foram submetidos a uma entrevista para aquisicdo de
dados epidemioldgicos. Foram coletados antes do tratamento hemodialitico, 10 mL de
sangue pela fistula. As amostras foram encaminhadas em tempo hébil de 4 horas ao
laboratdrio para processamento e armazenamento a - 80°C até o momento de realizagao dos
testes. O ELISA foi realizado para pesquisa dos marcadores sorolégicos (anti-HBc total,
HBsAg e anti-HBs). Os soros que apresentaram negatividade para o anti-HBc total e HBsAg
foram organizados em “pools”. As amostras anti-HBc total positiva e os “pools” foram
submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para pesquisa do DNA viral. As
reacOes positivas foram seqiienciadas para a identificacdo do genétipo e para andlise de
mutacdo para a regido S do virus. As informagdes foram armazenadas e analisadas no Epi-
info 6.0., para posterior andlise univariada e multivariada das varidveis estudadas. A
soroprevaléncia para o anti-HBc total, HBsAg e anti-HBs foi de 29,4% (229/780), 3,3%
(26/780) e 66,2% (135/203), respectivamente € o DNA viral foi encontrado em 2,2%
(17/780) das amostras. Em dois pacientes anti-HBc total + anti-HBs reagentes e em um
paciente com anti-HBc total isolado foram encontrados o DNA-HBYV, observando uma
infeccdo oculta de 0,4% (3/752). O gendtipo A foi encontrado em 81,25% (13/16), o
genotipo D em 12,5% (2/16) e o gendtipo F em 6,25% (1/16) das amostras HBsAg positivas.
Os gendtipos verificados nos pacientes com infec¢do oculta foram o A (2/3) e D (1/3).
Nenhuma mutacao foi encontrada nas seqii€ncias virais analisadas. As varidveis sexo, idade,
tempo de hemodiélise e quantidade de transfusdes € que estdo mais estreitamente associadas
com a soropositividade para o anti-HBc total. Os marcadores sorol6gicos avaliam bem a
infeccdo pelo HBV, porém deve-se ter sempre o respaldo de testes moleculares para a
verificacdo de infecgcdes ocultas, pois evidencia pacientes que para a clinica sdo
considerados negativos e na verdade albergam o virus, podendo disseminar o virus aos
demais.

Palavras-chaves: Prevaléncia, Virus da hepatite B, Hemodialisados, Sorologia, PCR,
Genotipo, Mutacdo.



ABSTRACT

Frequent exposure to blood and derivatives is an important transmission route for the
hepatitis B virus (HBV). Thus, hemodialysis patients are at high risk of acquiring HBV. In
many countries, hepatitis B transmission has been brought under control in hemodialysis
centers through the use of universal precautions, infection control practices and frequent
vaccination for susceptible patients. Nevertheless, some hemodialysis units have patients
with occult HBV infection: the proportion ranges from O up to 58% in some regions of the
world. The aim of the present study was to identify occult HBV infection and the risk
factors for this infection among hemodialysis patients at five clinics in the city of Recife,
Pernambuco, between August 2006 and August 2007. The study population (n = 780), of
mean age 50 + 15.1 and both sexes, was interviewed to seek these individuals’ free and
informed consent through signing a statement and subsequently for them to fill out a
questionnaire. A mean of 10 ml of blood was taken through each patient’s fistula prior to
hemodialysis. The samples were promptly sent (within four hours) to the laboratory for
processing and storage at - 80° C. The serum samples were subjected to ELISA to
investigate serological markers (anti-HBc total, HBsAg and anti-HBs). Samples that were
positive for anti-HBc total and had negative serum “pools” for anti-HBc total and HBsAg
underwent the polymerase chain reaction to investigate viral DNA. Positive reactions were
sequenced to identify the genotype and analyze virus S region mutations. The information
was stored and analyzed using Epi-Info 6.0.. The seroprevalence of anti-HBc total, HBsAg
and anti-HBs was 29.4% (229/780), 3.3% (26/780) and 66.2% (135/203), respectively, and
viral DNA was found in 2.2% (17/780) of the samples. HBV-DNA was found in two
patients who were positive for anti-HBc total + anti-HBs and in one positive for anti-HBc
total alone, thus showing an occult infection rate of 0.4% (3/752). The genotypes found
were A (81.25%; 13/16), D (12.5%; 2/16) and F (6.25%; 1/16) in the HBsAg positive
samples. The genotypes found in patients with occult infection were the A (2/3) and D (1/
3). No mutations were found in the viral sequences analyzed. The variables of age, length of
time on dialysis, sex and quantity of transfusions were the ones most closely associated with
seropositivity for anti-HBc total. The serological markers evaluated HBV infection well, but
always need the backing of molecular tests in order to check on occult infection. These tests
are able to diagnose patients who clinically are considered negative but in reality host the
virus, and who have the ability to spread it to other patients.

Key Words: Prevalence, Hepatitis B virus, Hemodialysis, Serology, PCR, Genotype,
Mutation
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1 - Apresentacao

O interesse pelos virus surgiu bem antes de iniciar o curso de Mestrado quando da
realizacdo de uma Especializacdo em Virologia no Instituto Adolfo Lutz em Sao Paulo. Entre
os diversos virus estudados como: virus da imunodeficiéncia humana (HIV), Herpesvirus e
virus das hepatites, estes udltimos foram os que mais chamaram atencdo, ndo sé pela
magnitude das doencas, como também pela epidemiologia molecular do virus da hepatite B
(HBV) e do virus da hepatite C (HCV).

A escolha do tema para o Mestrado baseou-se na experiéncia vivenciada durante a
especializa¢do, devido a participacdo no projeto envolvendo os aspectos soroldgicos e
moleculares do HCV em pacientes hemodialisados de Sao Paulo. Ao retornar a Pernambuco
foi despertado o interesse em pesquisar o HCV em hemodialisados no Recife, considerando a
falta de dados sobre o virus nessa populacao.

Para a tese do Doutorado decidimos continuar os estudos nessa populacdo
considerando algumas caracteristicas, como: 0s pacientes freqiientam regularmente as
mesmas unidades onde sdo cadastrados; a falta as sessdes do tratamento hemodialitico implica
em danos relacionados principalmente ao aumento de toxinas na corrente sangiiinea e ndo ha
quase recusa em participar do projeto, uma vez que os pacientes acreditam que a pesquisa
trard beneficios futuros. Portanto visamos determinar o perfil soroldgico, epidemiolégico e
molecular da hepatite B em hemodialisados.

Na elaboragdo do projeto de Doutorado pensou-se em investigar dez clinicas da
Cidade do Recife, porém devido aos altos custos que teriamos com a pesquisa, o nimero foi
entdo reduzido para 5 unidades de hemodidlise. Os diretores médicos das clinicas a serem

estudadas foram visitados e alguns deles mostraram-se surpresos em estudarmos o perfil

14



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

sorolégico e molecular do HBV naquela populacdo, dizendo que existe uma vacina eficaz. Era
como se nds estivéssemos querendo estudar um tema que ndo fosse mais relevante para a
saude publica. Argumentamos que na realidade pretendiamos identificar a infec¢do oculta
para o HBV na referida populacdo, baseando-se em alguns trabalhos de prevaléncia na
literatura internacional e pela falta de dados brasileiros sobre o tema.

Ressalta-se que a existéncia de uma vacina eficaz para hepatite B leva uma falsa idéia
de que haja uma diminuicdo da circulagdo do virus, entretanto o DNA viral tem sido
encontrado mesmo em pacientes hemodialisados com doses completas da vacina (MINUK et
al. 2004).

Estudos moleculares permitem o seqiienciamento viral, fornecendo os genétipos do
HBYV de uma populagdo. No Brasil, os gendtipos A, D e F sdo os que mais circulam. Assim
interessou-nos pesquisar se nos pacientes hemodialisados encontrariamos os mesmos
genotipos.

Conhecer o perfil epidemioldgico da populagdo podera trazer informacdes importantes
sobre a transmissao do virus. Sabe-se que apesar das varias recomendagdes governamentais e
institucionais para reduzir a disseminacdo do HBV em pacientes hemodialisados, o virus
ainda circula nas unidades, porém deve-se lembrar que existem outras vias de infec¢do, as
quais os pacientes sdo expostos, como por exemplo, a via sexual (MINISTERIO DA SAUDE
2004).

Diante do exposto, o presente estudo foi pioneiro no Brasil em identificar nos
hemodialisados a infec¢do oculta pelo HBV e em Pernambuco determinar a prevaléncia
baseado nos achados soroldgicos e viroldgicos dessa infeccdo no periodo de agosto de 2006 a

agosto de 2007.
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2.0 - Revisao da Literatura

2.1- Caracteristicas Gerais do HBV

A hepatite B € uma doenca conhecida desde a Grécia antiga passando pela teoria que
relacionava a ictericia a fendmenos obstrutivos até o encontro de necrose hepatocelular difusa
em necropsias. Somente a partir de 1939, com o advento da bidpsia, associou-se a doenca
hepdtica a alteracdes inflamatérias dos hepatdcitos (FOCACCIA et al. 1997). Entretanto a sua
etiologia s6 foi elucidada a partir dos estudos de Blumberg et al. (1965), que encontraram no
soro de um aborigene australiano, um antigeno que reagia com soros de hemofilicos e de
outros pacientes politransfundidos, denominando-se entdo, antigeno Austrdlia (AU).
Posteriormente, esse agente etioldgico foi mais bem caracterizado morfologicamente, sendo
entdo identificado como virus da hepatite B (HBV).

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae, género Ortho-hepadnavirus, que
compreende um pequeno nimero de virus que compartilham uma série de caracteristicas,
como o tropismo pelas células hepaticas, e um genoma constituido de uma molécula de DNA
circular de fita parcialmente dupla (GANEM et al. 1996).

O nucleocapsideo possui simetria icosaédrica e € constituido pela proteina do core
(HBcAg) e pelo genoma (TIOLLAIS et al. 1985).

O HBV possui um dos menores genomas entre os virus que infectam o homem e
possui aproximadamente 3.200 pares de bases (pb) (GANEM et al. 1996). Na sua totalidade o
genoma € codificante, apresentando quatro fases de leitura aberta designadas de pré-S/S, pré-

C/C, P e X (figura 1).
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Figura 1. Organizacdo do genoma do HBV.
Fonte: Tratado de Hepatites Virais, 2°. edicdo, Roberto Focaccia, pag. 109

O gene Pré-S/S codifica as proteinas que formam o HBsAg, e o pré-C/C € responsavel
pela sintese do HBcAg e do antigeno e (HBeAg). O gene P codifica a polimerase viral e a
regido X € responsdvel pela sintese de uma proteina regulatéria, chamada proteina X. O HBV
produz mais proteina por nucleotideo do que qualquer outro virus conhecido (GOMES 2007).

O gene S € dividido em trés sitios de iniciacdo, o que levard a formacgdo de trés
diferentes proteinas de superficie: a ndo glicosilada p24 (proteina de cadeia curta ou S), a
glicosilada gp33 (proteina de cadeia média ou pré-S2) e a nao glicosilada p39 (proteina de
cadeia longa ou pré-S1). Entre esses peptideos, a p24 € predominante e representa o principal
antigeno de superficie e que vai induzir a formag¢do do anticorpo Anti-HBs (GOMES 2007).

O HBeAg ¢ traduzido a partir de um Unico cédon de iniciacdo da regido pré-C. O
produto € translocado para o reticulo endoplasmatico, onde é processado por clivagem nas

duas extremidades, resultando na formac¢do do HBeAg com 159 aminodcidos. O c6don de
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iniciagdo para o HBcAg esta localizado a 87 nt apds o sitio de iniciacdo da regido pré-core. O
HBeAg e HBcAg sdo traduzidos a partir de dois RNAs distintos € ambos possuem mais de
uma unidade do genoma (GOMES 2007).

A regido P se estende por cerca de 80% do genoma viral e codifica uma enzima que
além de apresentar atividade de DNA polimerase, apresenta também atividade de
transcriptase reversa ¢ RNAse H (GOMES 2007). Existe homologia entre a polimerase viral e
outras transcriptases reversas, em particular essas enzimas compartilham o motivo Tyr-Met-
Asp-Asp (YMDD) essencial para a atividade de transcri¢ao reversa (BARTHOLOMEUSZ et
al. 1997).

A replicacdo genOmica ocorre através de um molde de RNA intermedidrio. Uma
proteina da regido X (HBX) é necessdria a replicacdo viral e atua como um transativador da
transcricdo dos genes virais. Acredita-se que o HBx também exerca um papel central na
etiologia do carcinoma hepatocelular (CHC), ndo sendo sempre necessdria a presenca de
cirrose na génese deste tumor, como € o caso da infec¢cao cronica pelo HCV (BROOKS et al.
2000, SILVA 2003, GOMES 2007).

Durante a biossintese viral sdo produzidas particulas infectantes e nao infectantes do

HBV (figura 2).

Figura 2 — Fotomicroscopia eletronica do HBV, mostrando particulas de Dane
(infectantes, esférica, 42 nm) e particulas ndo infectantes (tubulares).

18



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

A figura 2 mostra particulas virais completas, também chamadas particulas de Dane,
infectantes, esférica, com didmetro de aproximadamente, 42 nm e compostas de um envelope
externo protéico que apresenta o antigeno de superficie (HBsAg).

As particulas ndo infectantes sdo esféricas ou filamentosas, apresentam um didmetro
de 22 nm, sendo estas dltimas de comprimento varidvel. As particulas ndo infectantes sao
compostas exclusivamente de HBsAg e sdo encontradas em grande quantidade (em torno de
10" por mL) no soro de individuos infectados (GOMES 2007).

O HBsAg possui diversos determinantes antigénicos, denominados: “a”, “d”, “y”, “w”
e “r’, que através de suas combinagdes permitiu a classificacdo em nove subtipos diferentes:
aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrq- e adrg+ (COUROUCE-PAUTY et al.
1978). Esses subtipos sdo importantes para investigacdo de casos com multiplas exposi¢des,
sendo fundamentais em estudos epidemiolégicos (BROOKS et al. 2000, SILVA 2003).

Em relacdo as variantes do HBV foram classificados seis genotipos denominados
pelas letras do alfabeto de A-F, por comparagao das seqii€ncias nucleotidicas do gene pré-S/S
(NORDER et al. 1992) ou do genoma completo (NORDER et al. 1994). Estes gen6tipos nao
estdo necessariamente correlacionados com os subtipos. No entanto, todas as cepas ayw4 e

adw4 conhecidas até o presente se agrupam nos genotipos E e F, respectivamente. Os

gendtipos A e B geralmente abrigam cepas adw e o genétipo C, cepas adw, adr e ayr.

2.2- Aspectos clinicos e laboratoriais da hepatite B

O individuo, uma vez infectado, pode evoluir para trés formas: recuperacdo completa

com desenvolvimento da imunidade, apds infeccdo aguda sintomdtica ou assintomética;

estado de portador cronico, com diversas formas de acometimento clinico e a hepatite
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fulminante. A idade do individuo infectado é importante quanto a evolucao da hepatite B,
constituindo o principal fator da forma evolutiva da doenca. Quanto mais jovem a crianca,
maior a chance de se tornar portadora, ou seja, 25% das criangas infectadas antes dos 07 anos
tornar-se-ao portadoras cronicas. E apds esta idade, exibirdo padrido epidemioldgico
semelhante aos adultos, com 5% a 10% tornando-se portadores cronicos (BEASLEY et al.
1982, COURSAGET et al. 1987, GONCALES et al. 1996, LEE et al. 1997, FERREIRA et al.
2000). A hepatite cronica pode ser classificada, do ponto de vista histolégico, em graus de
atividade inflamatoria e de fibrose (BEDOSSA et al. 1996).

Em relacdo ao diagnéstico laboratorial da hepatite B, os parametros hematologicos e
bioquimicos sdo tuteis como adjuvantes. Todavia é necessdria a confirmagdo pelos métodos
sorolégicos especificos, que buscam identificar no soro os antigenos (HBsAg e HBeAg) e os
anticorpos (anti-HBc total, anti-HBc IgM, anti-HBs e anti-HBe) presente nesta infec¢do. Estes
marcadores aparecem e desaparecem do soro de acordo com a fase evolutiva da infecgao, e
podem ser correlacionados temporalmente com a ocorréncia de sinais clinicos como: a
ictericia e com as elevacdes e quedas dos niveis das aminotransferases séricas (ALT e AST)
(JUNIOR & GONCALES 2007).

O HBsAg € detectdvel rotineiramente por ensaio imunoenzimatico (ELISA), antes do
inicio dos sinais clinicos e bioquimicos da doenga, ou seja, pode ser detectado de 2 a 6
semanas, atingindo o pico durante a fase aguda, declinando a niveis indetectdveis em 3 a 6
meses. A identificacdo deste marcador revela infeccdo atual, porém sua persisténcia por mais
de 06 meses indica estado de portador ou infeccdo cronica pelo HBV (PINHO et al. 1995,
JUNIOR & GONCALES 2007).

O anti-HBs € o anticorpo especifico contra o HBsAg, que também € detectdvel pelo

ELISA e comporta-se como um anticorpo IgG tipico. Eleva-se apds o desaparecimento do
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HBsAg, permanecendo elevado durante anos, conferindo prote¢do e geralmente significa o
término da infeccdo aguda. Este é o principio da vacinagdo, que emprega o HBsAg nao
infeccioso, obtido através de técnicas de DNA recombinante, para obtencdo do anti-HBs.
Existe porém, na infeccao aguda, o periodo chamado de janela imunoldgica, onde nao se
detecta o HBsAg no soro e ainda ndo ha niveis detectdveis do anti-HBs. Por outro lado,
quando € detectado o HBsAg e o anti-HBs, concomitantemente, pode-se pensar em trés
possibilidades: reacao falso positiva de um dos testes; formac¢do de imuno-complexos e
infec¢des por diferentes subtipos do HBV (PINHO et al. 1995, JUNIOR & GONCALES
2007).

O anti-HBc total engloba as classes de anticorpos IgM e IgG, nao indica imunidade
para o HBV e na fase de janela imunoldgica, o diagnéstico para HB somente podera ser feito
pela pesquisa desse marcador. O anti-HBc IgM € o primeiro anticorpo a aparecer sendo
importante para o diagndstico de infec¢ao recente pelo HBV. A ndo detec¢do deste marcador
ap6s o encontro do anti-HBc total positivo, significa que s6 ha presenca de IgG, indicando
que o individuo entrou em contato com o virus. Este marcador permanece detectivel em
amostra sérica por toda a vida do individuo. Hd uma estimativa que 10 a 20% de individuos
com marcadores para o HBV apresentam o anti-HBc total como tnico marcador, isto €, anti-
HBc total isolado. Isso pode ser visto em quatro diferentes situacdes: infec¢do pelo HBV
resolvida apds desaparecimento do HBsAg, todavia o anti-HBs permanece indetectdvel
(periodo de janela imunoldgica); perda do anti-HBs muitos anos apds a recuperacdo, resultado
falso-positivo ou em casos de infeccao oculta para o HBV com baixo nivel de replicagcdo
(HOOFNAGLE et al. 1991, HU 1994, Lee 1997, CHAN & LOK 1999, GROB et al. 2000,

BRECHOT et al. 2001).
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O HBeAg ¢ um marcador de replicacdo viral, geralmente indicando doenga ativa e
altos niveis de infectividade. E um antigeno soltvel e em geral ndo é utilizado com finalidade
diagnéstica, sendo detectado no soro pelo ELISA logo apés o HBsAg, nos primeiros 3 meses
da doenca aguda. O anti-HBe € o anticorpo especifico contra o HBeAg, indica que a infeccdo
estd se resolvendo, mesmo que o HBeAg ainda esteja presente. Nas infeccdes agudas e
cronicas sua presenca informa que a doenga estd inativa € que o virus ndo estd se
multiplicando nos hepatdcitos. No entanto, em pacientes infectados com mutantes pré-core do
HBV ou em imunodeprimidos, essa associa¢do pode ser desfeita e a replicagdo pode ocorrer
na presenca do anti-HBe (PINHO et al. 1995, JUNIOR & GONCALES 2007).

Os métodos moleculares, apesar de nao serem utilizados rotineiramente, sao
importantes na detec¢do, quantificacdo e seqiienciamento do DNA-HBV. A identificacdo do
genoma viral no soro € proporcional a carga viral presente na amostra. O diagndstico
molecular € aplicado para monitorar a infeccao pelo HBV e a resposta ao tratamento antiviral.
Diversas técnicas e testes comerciais, como: Amplificacdo Mediada pela Transcricao (TMA);
hibridizagao; técnicas baseadas na amplificaciao do sinal e do alvo (PCR) foram desenvolvidas
para a verificacdo e quantificagdo do DNA-HBV em fluidos corporais (GERMANIDIS &
PAWLOTSKY 2007).

A PCR ¢ util para diagnosticar pacientes com minimos niveis virémicos € em casos
especiais, onde as demais provas ndo comprovam a infeccdo pelo HBV ou em casos de
suspeita de mutagdo (SITNIK et al. 2004). A PCR in house para a pesquisa do DNA-HBV
apresenta limite de deteccao variando de 10 a 300 cépias/mL, comumente € mais sensivel do
que os testes comerciais disponiveis. Além disso, a imunohistoquimica pode ser utilizada para
a pesquisa do HBcAg e HBsAg no tecido hepatico (GONCALES et al. 2003, JUNIOR &

GONCALES 2007).
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2.3- Aspectos epidemioldgicos da hepatite B

A infeccdo pelo HBV constitui um grande problema de saide publica mundial, onde
se estima que cerca de dois bilhdes de pessoas ja tiveram contato com o virus (OMS).
Aproximadamente 350 milhdes sdo portadores cronicos e apresentam um alto risco para o
desenvolvimento de cirrose e hepatocarcinoma (KIFFER et al. 2007).

A presenca do HBsAg em todos os fluidos corporais torna possivel sua transmissao
por diversas vias, como: parenteral, sexual, vertical e iatrogénica. As principais formas de
contagio sao: transfusido de sangue ou derivados; uso de drogas intravenosas; acidentes com
agulhas, principalmente entre profissionais da drea de saude; relacOes sexuais; transmissao
perinatal; transplante de 6rgaos ou tecidos e lesdes de pele (KIFFER et al. 2007).

Os casos cronicos de hepatite B correspondem a cerca de 1% da populacgao brasileira.
A maioria das pessoas desconhece seu estado de portador e constitui um elo importante na
cadeia da transmissio do HBV (MINISTERIO DA SAUDE 2003). A prevaléncia da infeccdo
cronica pelo HBV tem ampla variagdo no mundo, distinguindo-se dreas de endemicidade
elevada, como: Africa, Asia, dreas da América Latina e leste da Europa, com prevaléncia
superior a 8%; intermedidria no sul e leste da Europa, Japao, India e partes da Asia, América
do Sul e Central, que apresentam de 2 a 7% e regides de baixa endemicidade com prevaléncia
inferior a 2%, na Austrdlia, América do norte e parte do oeste da Europa (SILVEIRA et al.
1999, TANAKA et al. 2000, FERREIRA et al. 2000).

No Brasil, de acordo com o Programa Nacional das Hepatites Virais (PNHV), em
estudo de base populacional, verificou que no Nordeste do Brasil, na faixa etaria dos 20 aos
69 anos, 13,1% (192/1466) da populacdao ji teve contato com o HBV. Destes, 0,89%

desenvolveram a doencga e 0,55% passaram para o quadro de hepatite cronica.
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A hepatite B € considerada uma Infec¢ao Sexualmente Transmissivel (IST), embora o
virus esteja em pequena quantidade no sémen, fluido vaginal e saliva. A infeccao quando
acomete mulheres em idade fértil podera transmitir o virus aos seus descendentes. Oliveira et
al. (2001) encontraram uma soroprevaléncia para os marcadores anti-HBc total, HBsAg e
anti-HBs em pacientes atendidos nas clinicas de IST da Universidade Federal Fluminense no
Rio de Janeiro de 13%, 3.4% e 8.5%, respectivamente.

A exposicdo parenteral representa um fator de risco para a infec¢ao pelo HBV, uma
vez que uma maior concentracdo do virus € encontrada no sangue, portanto hemofilicos,
usudrios de drogas e hemodialisados sdo bem afetados (KIFFER et al. 2007). Martins et al.
(2004) analisaram 102 hemofilicos do Estado de Goids e encontraram uma prevaléncia global
de 43,7% para infec¢ao pelo HBV. No estado do Rio de Janeiro foi encontrado uma
prevaléncia do HBsAg, anti-HBc and anti-HBs de 7,8; 55,8 e 24,7%, respectivamente, em
uma populagdo de usudrios de drogas (IDUs) (OLIVEIRA et al. 1999).

Alguns fatores de risco podem levar ao aumento da prevaléncia do HBV em pacientes
hemodialisados como: tempo de hemodidlise, nimero de unidades de sangue transfundidas,
idade, realizacdo do tratamento em mais de uma clinica, nimero de pacientes por unidade de
didlise, tipo de equipamento de didlise, higiene e esterilizagao dos equipamentos, nimero de
vezes de reutilizagdo dos filtros dos dialisadores, nimero de pacientes por profissionais, nivel
de escolaridade, sexo e histéria de hepatite (TELES et al, 1998; BUSEK et al, 2002;
CARRILHO et al, 2004). Todavia a transmissao da hepatite B em centros de hemodiélise tem
sido controlada em alguns paises, devido a utilizacdo das precaugdes universais, praticas de
controle da infeccd@o e vacinacao freqiiente em pacientes susceptiveis (WONG et al. 2005).

A soroprevaléncia para o HBsAg em pacientes hemodialisados varia entre diferentes

localidades e apresenta uma correlacdo com a endemicidade do virus na populacdo geral da
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regido (WONG et al. 2005). Assim as prevaléncias encontradas foram: 0,8% no Canad4,
0,9% nos USA, 1,6% no Japao, 10% em Hong Kong, 11,8% na Arédbia Saudita, 16,8% em
Taiwan (OGUCHI et al. 1992, CHEN et al. 1996, LEUNG et al. 2000, ALMAWTI et al. 2004,
MINUK et al. 2004, TOKARS et al. 2004).

No Brasil, a infec¢do pelo HBV continua a ser um importante problema em unidades
de hemodidlise, cuja prevaléncia do HBsAg varia de 2,4 a 12% em Goids; 4% em Tocantins;
4,4% em Belo Horizonte; 10% em Santa Catarina; 14,1% em Porto Alegre; 7,8 a 28% em
Sdo Paulo; 20% em Salvador (PARANA et al. 1991, PINHO et al. 1994, CENDOROGLO
NETO et al. 1995, TELES et al. 1998, MATTOS et al. 1999; BUSEK et al. 2002, SOUZA et
al. 2003, CARRILHO et al. 2004, FERREIRA et al. 2006).

Pacientes hemodialisados geralmente apresentam uma carga viral menor que 10°
copias/mL. Fatores que resultam em baixa replicacio viral do HBV, apesar da
imunodeficiéncia causada pela uremia, permanecem desconhecidos. A passagem do genoma
viral pelos dialisadores utilizados durante o tratamento poderia ser a explicacdo, como
também o aumento de interferon ou outras citocinas durante o procedimento hemodialitico,
tem sugerido as causas dessa observacdo (FABRIZI et al. 2008). Prevaléncias de 76,5%
(62/81) e 88,2% (30/34) do DNA-HBV encontradas em pacientes HBsAg positivos, podem
disseminar o virus se a unidade nao utilizar as precaugdes universais (TELES et al. 1998,
CARRILHO et al. 2004, Ministério da saide 2004).

O meio mais efetivo de prevencdo da hepatite B € a vacinacdo recomendada para
pacientes hemodialisados susceptiveis desde 1982 (JUNGERS et al, 1982). Todavia, ainda
encontram-se pacientes sem vacinagdo completa, como um estudo realizado em Goiania,

onde somente 10% (28/282) dos hemodialisados tinham sido vacinados (TELES et al, 1998).
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A distribuic@o dos gendétipos e subtipos do HBV varia em diferentes dreas geograficas
(MAGNIUS & NORDER 1995, ARAUZ-RUIZ et al. 1997, ORITO et al. 2001, LIU et al.
2002, MELLO et al. 2007). Manifesta¢des clinicas e a resposta terapéutica podem diferenciar
em funcdo dos diferentes genétipos do HBV ( KAO et al, 2002).

No Brasil poucos dados sdo referidos sobre os gendtipos, porém sabe-se que o A, D e
F s@o os que mais circulam neste pais. Um estudo realizado com isolados provenientes do
Para, Recife, Rio de Janeiro, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, foram encontrados os
genotipos A, D e F (MELLO et al. 2007). Sitnik et al. (2004) estudaram 103 amostras de
pacientes com hepatite B cronica de diferentes regides do Brasil e encontraram as seguintes
freqiiéncias: A (49,5%), B (2,9%), C (13,6%), D (24,3%) e F(9,7%) e os subtipos: adw, ayw,
adr e adw4.

H4 poucos estudos referentes a genotipagem em pacientes hemodialisados. No Brasil
estudos realizados nos Estados de Santa Catarina, Goias e Tocantins mostraram uma
distribuicao dos genétipos A, D e F (TELES et al. 1999, TELES et al. 2001, SOUZA et al.
2003, CARRILHO et al. 2004, FERREIRA et al. 2006). Ja na Indonésia o gendtipo B foi
encontrado em todos os pacientes hemodialisados de uma unidade de um hospital em
Surabaya (LUSIDA et al. 2003).

O estudo realizado em Santa Catarina encontrou os gendtipos A, D e F tanto em
pacientes hemodialisados quanto em profissionais de saide que cuidavam dos mesmos. Esses
dados sugerem uma possivel transmissdo nosocomial entre pacientes e profissionais ou vice-

versa (CARRILHO et al, 2004).
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2.4- Infeccao Oculta pelo Virus da Hepatite B

Ap6s uma infeccdo aguda pela HBV adquirida na vida adulta, cerca de 90-95% dos
individuos obtém resolu¢do da infeccdo, normalizacdo das aminotransferases, soroconversao
do HBeAg para o anti-HBe e, finalmente, soroconversdao do HBsAg para o anti-HBs. Desta
forma, a negativacdo sérica do HBsAg associada ao surgimento do anticorpo anti-HBs s@o
classicamente reconhecidos como marcadores de clareamento viral. Este desfecho é chamado
de “infec¢do resolvida pelo HBV” e os individuos que desenvolvem este perfil sorolégico sao
freqiientemente considerados como “curados”, ndo merecendo cuidados médicos especificos
posteriores. Entretanto, varios estudos t€m demonstrado que a recuperacdo de um episodio de
hepatite B aguda ou mesmo a resposta virolégica induzida por terapia antiviral podem nao
resultar em eliminacdo completa do HBV, havendo persisténcia de DNA viral de quantidade
detectdvel por ensaios baseados em técnica de PCR de alta sensibilidade. O cccDNA pode
permanecer na forma de epissoma no nucleo dos hepatdcitos e voltar a replicar em um dado
momento do tempo (HU 2002, RAIMONDO et al. 2006). A presenca de DNA-HBV em
amostras séricas ou de tecido hepatico em pacientes com HBsAg negativo tem sido chamada
de infec¢do oculta pelo HBV. Esta condi¢do, também chamada de “infeccdo latente pelo
HBV”, “infeccdo silenciosa pelo HBV” ou ainda “infeccdo HBsAg negativa pelo HBV”, ja
foi descrita em populacdes de perfis variados, desde individuos normais (populagcdo geral e
doadores de sangue) até portadores de carcinoma hepatocelular (GROB et al. 2000,
BRECHOT et al. 2001, CONJEEVARAN & LOK 2001, HU 2002, TORBENSON &

THOMAS 2002).
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2.4.1- Aspectos Epidemioldgicos da Infeccao Oculta pelo HBV

A inexisténcia de estudos de prevaléncia em populacdes nao selecionadas, a
diversidade de sensibilidades e a auséncia de padronizacdo das técnicas de Biologia
Molecular utilizadas nos diversos estudos contribuem sobremaneira para que a real
prevaléncia da infeccdo oculta pelo HBV ndo seja conhecida. Fato comum a estas
informacdes € a maior freqiiéncia do DNA-HBV em fragmentos obtidos por bidpsia hepatica
do que em amostras séricas (OHKOSH et al. 1991, RUIZ et al. 1992, SHITANI et al. 2000,
GONCALES et al. 2003, POLLICINO et al. 2004, TORBENSON et al. 2004, WAGNER et
al. 2004, HUI et al. 2006). Além disso, os estudos sdo igualmente concordantes em
demonstrar que a infec¢ao oculta pelo HBV cursa com baixos niveis de DNA-HBV, em geral,
inferiores a 10* cépias/mL no soro e ao redor de 0,01 a 0,1 cépia‘hepatéeito (WEINBERGER
et al. 2000, BRECHOT et al. 2001). Assim, a prevaléncia da infeccdo oculta pelo HBV é
dependente do tipo de material analisado e da sensibilidade do ensaio utilizado. Da mesma
forma, aumenta na proporcao direta da endemicidade da infec¢ao cronica pelo HBV na regiao
estudada, assim como varia significativamente em funcdo do tipo de subgrupo avaliado
(menor em pré-doadores de sangue e maior em individuos com indicios de hepatopatia ou
infectados pelo HCV ou HIV (KAO et al. 2002, RAIMONDO et al. 2006).

Alguns estudos relatam a existéncia do DNA-HBV em pacientes soronegativos para o
HBsAg, com o perfil de anti-HBc isolado, com anti-HBc + anti-HBs reagentes e sem
marcador sorolégico (WANG et al, 1991; NANDI & BANERJEE, 1992; SANCHEZ-
QUIJANO et al, 1993; JAMELKA et al, 1994; JILG et al, 1995; GOMES et al, 1996;
LEWIS-XIMENEZ et al, 2001; ARRAES et al, 2003, MINUK et al. 2004). Entre individuos

com hepatite cronica HBsAg negativa, o DNA-HBV pode ser identificado em 3,5 a 70% dos
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casos (média de 40%), com maior freqii€ncia na presenca de anti-HBc positivo com ou sem
anti-HBs do que entre pacientes com sorologia negativa para HBV (média de 43% vs. 37%)
(LIANG et al. 1991, PORCHON et al. 1992, FUKUDA et al. 1996, ATTALLAH et al. 1998,
BERASAIN et al. 2000, CHEMIN et al. 2001, CHAUDHURI et al. 2004). Estudos
envolvendo portadores de carcioma hepatocelular HBsAg negativos detectaram a presenca de
infeccdo oculta pelo HBV em mais de 50% dos pacientes com anti-HBc positivo e em
aproximadamente um ter¢o dos individuos sem marcadores sorolégicos de contato prévio com
HBV (PATERLINI et al. 1990, COURSAGET et al. 1991, RUIZ et al. 1992, BRECHOT et
al. 1998, SHIOTA et al. 2000, YOTSUYANAGTI et al. 2000, POLLICINO et al. 2004). Ainda
no campo das hepatologias de etiologia indeterminada, 0 a 80% das amostras de soro e 0 a
50% dos fragmentos de tecido hepdtico, provenientes de pacientes com hepatite aguda
idiopética, com ou sem insuficiéncia hepatica aguda, ttm o DNA-HBYV detectdvel por PCR
(WRIGHT et al. 1992, FERAY et al. 1993, UCHIDA et al. 1997).

Outro contexto clinico em que a infecc@o oculta pelo HBV foi pesquisada diz respeito
a persisténcia de DNA-HBYV detectdvel apds a aparente resolucao da infec¢do aguda ou apds a
perda do HBsAg em portadores cronicos. Estudos com longos periodos de seguimento
demonstraram que cerca de 65% dos individuos que haviam resolvido espontaneamente a
infec¢do aguda pelo HBV, possuiam DNA-HBV detectdvel no soro 10 a 30 anos depois
(YOTSUYANAGI et al. 1998). Ja entre aqueles portadores cronicos do HBV que clarearam o
HBsAg, de forma espontanea ou induzida por terapia antiviral, o DNA-HBV pode ser
identificado em 28% e 94% das amostras de soro e tecido hepdtico, respectivamente
(ADACHI et al. 1992, LORIOT MA et al. 1997, HUO et al. 1998, GANDHI et al. 2000,

KATO et al. 2000, AHN et al. 2005).
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A infec¢do oculta pelo HBV nio € restrita aqueles com doenca hepdtica, podendo ser
encontrada na auséncia de sinais clinicos ou laboratoriais de hepatopatia. Estudos que avaliam
amostras populacionais aleatérias e pré-doadores de sangue evidenciaram taxas de
positividade do DNA-HBV que variaram entre 0 a 58% e 0 a 50% respectivamente (SHIN et
al. 1990, COURSAGET et al. 1991, PAO et al. 1991, CHABAUD et al. 1993, JILG et al.
1995, JURINKE et al. 1998, NOBORG et al. 2000, SUNBUL et al. 2000, WEINBERGER et
al. 2000). Neste contexto, a infec¢do oculta pelo HBV praticamente se restringe a individuos
com HBsAg negativo, anti-HBc positivo com ou sem anti-HBs, a excecdo de alguns casos
descritos em individuos com sorologia negativa (MINUK et al. 2004).

Individuos infectados pelo HCV ou pelo HIV, freqgiientemente envolvidos em
exposi¢des parenterais, encontram-se sob risco aumentado de contato com o HBV e, portanto,
poder-se-ia esperar que a prevaléncia da infeccdo oculta pelo HBV fosse elevada nestes
subgrupos. De fato, cerca de 40% dos individuos com hepatite C crénica, com ou sem
carcinoma hepatocelular, possuem o genoma viral do HBV detectdvel, principalmente na
presenca de anti-HBc total positivo. Pacientes infectados com HCV apresentam um
percentual de 25,4% (16/63) e 11,8% (15/127) do DNA-HBYV em pacientes apresentando anti-
HBc total isolado e anti-HBc total + anti-HBs, respectivamente. Pacientes com HCV
apresentando hepatocarcinoma foi encontrado um percentual de 22% (11/50) de DNA-HBYV,
com hepatite cronica em 14,5% (16/110) e em cirréticos, 8,0% (4/50) (KAO et al. 2002).
Neste mesmo estudo, pacientes anti-HCV negativos, considerados como grupo controle
sauddveis, porém apresentando marcadores para o HBV, verificou-se 25% (2/8) em pacientes
anti-HBc total isolado e 15,9% (13/82) em pacientes anti-HBc total + anti-HBs.

Ja entre individuos HIV positivo, o DNA-HBV foi detectado em 0 a 60% dos

individuos com anti-HBc isolado, principalmente na presenca de infeccao dupla com HCV
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(HOFER et al. 1998, NUNEZ et al. 2002, GONCALES JUNIOR et al. 2003, WAGNER et al.
2004, NEAU et al. 2005). A significancia clinica do anti-HBc total isolado no soro nao esta
clara em pacientes hemodialisados como também em populagdes que nao realizam tratamento
hemodialitico (FABRIZI et al. 2005).

A infeccdo oculta para o HBV em pacientes hemodialisados varia de 0 a 58%
(CABRERIZO et al, 1997, BESISIK et al. 2003, MINUK et al. 2004, FABRIZI et al. 2005,
GORAL et al. 2006, KANBAY et al. 2006, STAGRIS et al. 2006).

Estudos t€m avaliado pacientes hemodialisados para identificar prevaléncia da
infeccdo oculta pelo HBV, todavia implicacdes clinicas dessa infeccdo permanecem
desconhecidas (HU 2002). Fabrizi et al. (2005) nao encontraram pacientes com infeccdo
oculta, todavia verificaram 20,8% de pacientes com anti-HBc total isolado. Minuk et al
(2004) ao analisarem 241 pacientes hemodialisados de um centro do Canadd encontraram
uma soronegatividade para o HBsAg em 239 pacientes, entretanto 09 (3.8%) apresentaram

positividade para o DNA-HBV com carga viral variando de 6,5 x 10* a 2,5 x 10* cépias/mL.

2.4.2- Mecanismos fisiopatogénicos da Infec¢ao Oculta pelo HBV

A fisiopatogenia da infeccdo oculta pelo HBV € ainda apenas parcialmente
compreendida sendo, provavelmente, multifatorial. Nao € sabido se a presenca de replicagcdo
residual do HBV traduz de fato um evento de relevancia bioldgica ou se reflete meramente
um epifendmeno cuja detec¢do tornou-se possivel com o advento de novas técnicas de
biologia molecular altamente sensivel. Fatores poderiam estar envolvidos no desenvolvimento
da infecc@o oculta pelo HBV, tais como a integracao de seqiiéncias de DNA-HBV no DNA

cromossdomico do hospedeiro; infec¢ao de células mononucleares periféricas; formacao de
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imunocomplexos HBsAg/anti-HBs; mutacdes gendtipo-especificas do HBV; etilismo e outros

ainda ndo identificados (PATERLINI et al. 1990, JOLLER-JEMELKA et al. 1994, GANNE-

CARRIE et al. 1995, YOTSUYANAGI et al. 1998, WEINBERGER et al. 2000, HU 2002).
Fatores imunolégicos, interferéncia viral e mutagdes do HBV sdo alguns dos

mecanismos possivelmente implicados (RAIMONDO et al. 2006).

2.4.2.1- Fatores Imunolégicos

O desfecho da infec¢do aguda pelo HBV — resoluc¢do ou cronificagdo — depende da
cinética da interacdo virus-hospedeiro, a qual € determinada, fundamentalmente, pela
intensidade e qualidade da resposta imune do hospedeiro, inata e adaptativa, humoral e celular
(HU 2002).

O figado é um 6rgao rico em células envolvidas na resposta imune inata, tais como
células natural killer (NK), células T natural killer (NKT), macréfagos especializados (células
de Kupffer) e células dendriticas. Estas células podem promover a lise de hepatdcitos
infectados e s@o capazes de produzir diversas citocinas pré-inflamatérias que exercem
atividade inibitdria direta ndo-citolitica sobre replicag¢do viral. Assim, as células envolvidas na
resposta imune inata sdo as responsdveis pela primeira etapa do controle viral, ainda no
periodo de incubacdo. Nos casos em que o sistema imune obtém sucesso em controlar a
infec¢do aguda pelo HBV e evita a persisténcia da infec¢do, o clareamento da maior parte dos
virions ocorre durante o periodo de incubacdo (REHERMANN et al. 1995). Em seguida, ha
uma amplificacdo do infiltrado inflamatério no parénquima hepatico, fendmeno que coincide
com indicios clinicos de injdria hepdtica aguda. Este infiltrado € resultante da acdo de

macrofagos e células dendriticas que, além de promoverem a ativagdo e manutencao da
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resposta imune inata, produzem diversas citocinas capazes de recrutar e ativar um contigente
adicional de células inflamatérias inespecificas e antigeno-especificas (WILLIAMS &
NAOUMOV 2007).

Uma terceira e importante fungdo da resposta imune inata € a de iniciar a resposta
imune adaptativa (antigeno-especifica), através da criacdo de um ambiente propicio de
citocinas e quimiocinas, recrutamento de células inflamatoérias linfomonucleares e expressao
de antigenos virais por meio de moléculas de MHC classe I e II. A resposta imune adaptativa
reconhece especificamente os hepatdcitos infectados pelo HBV e induz e perpetua a memoria
imunolégica HBV-especifica. Portanto, em dultima andlise, a imunidade adaptativa é
responsavel pelo controle definitivo da replicagdo viral na infec¢do pelo HBV e pela protecao
contra a re-infeccio (REHERMANN et al. 2003). Este controle associa a uma resposta imune
intensa, policlonal e multiespecifica mediada por linfécitos T CD4+ e CD8+, direcionada as
diversas proteinas do HBV. Os linfécitos T CD4+ promovem a ativacao e a diferenciacao dos
linfécitos B para a producdo de anticorpos HBV-especificos (resposta Th2, mediada por
interleucinas 4,5 e 6 ) e ativam macréfagos, que passam a fagocitar os hepatdcitos infectados
(resposta Thl, mediada por interferon y, TNFa e interleucina 2). J4 os linfécitos CD8+,
ativados pelos linfécitos CD4+ (resposta Thl) e pelas células dendriticas, atuam em trés
frentes: lise de hepatdcitos infectados, induciao de apoptose (por contato direto) e inibicdo da
replicacdo e expressdo génica do HBV por mecanismos ndo-citoliticos, com a participacao de
TNFa e interferon y (ANDO et al. 1994, GUIDOTTI et al. 1996, GUIDOTTI et al. 1999,
JUNG & PAPE 2002, REHERMANN et al. 2003).

Apds a resolucdo da hepatite B aguda, hd uma redugdo dristica do nimero de
linfécitos T CD4+ e CD8+ HBV-especificos, tanto no figado quanto no sangue periférico.

Entretanto, a responsividade das células restantes a uma eventual re-exposi¢ao a peptideos
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virais é preservada por varias décadas apds a recuperagdo clinica e soroldgica completa da
infec¢do aguda, havendo ripida proliferacdo de clones de linfécitos T e producao de citocinas
(PENNA et al. 1996, REHERMANN et al. 1996, MAINI et al. 1999). A manuten¢ao da
responsividade dos linfécitos CD4+ provavelmente decorre do estimulo antigénico continuo,
fornecido por antigenos virais retidos e apresentados por células dendriticas contidas em
linfonodos regionais. Por outro lado, a ativagao dos linfécitos CD8+ depende da apresentacdo
de peptideos derivados de proteinas de sintese endogena. Desta forma, a rdpida resposta dos
linfécitos CD8+ a um novo contato com antigenos do HBV vérios anos ou décadas apds a
resolucao do quadro agudo sugere a presenca de particulas virais produzidas por transcri¢ao
ativa (REHERMANN 2003). Além disso, a persisténcia de pequenos niveis de DNA-HBV
circulante correlacionou-se a intensidade da resposta imune induzida mediada por linf6citos T
HBV-especificos REHERMANN et al. 1996).

Assim, a persisténcia da replicagdo do HBV em pequena escala pode prover, de forma
continua, o0 minimo estimulo necessédrio para a manutencao de linfécitos T HBV-especificos.
Estas células, por conseguinte, juntamente com anticorpos dirigidos contra o HBV, poderiam
controlar a replicacdo viral, prevenindo o recrudescimento da doenca hepatica (WILLIAMS

& NAOUMOYV 2007).

2.4.2.2- Interferéncia Viral

Nos ultimos vinte anos, vérios estudos sobre infec¢des multiplas por virus

hepatotrépicos t€ém documentado a capacidade de um virus exercer efeito inibitério sobre a

atividade replicativa do(s) outro(s). E sabido que o HDV (Virus da Hepatite D) exerce potente

efeito inibitdrio sobre a replicacdo do HBV e, mais recentemente, postula-se que o HCV
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possa também exercer acdo supressora sobre a replicacdo do HBV, mantendo-se em niveis
minimos, permitindo o status de anti-HBc total isolado (HU 2002, RAIMONDO et al. 2006).
Esta inibi¢do ja foi demonstrada em modelos animais (chimpanzés) e em estudos humanos, os
quais detectaram niveis baixos de DNA-HBV e uma maior freqiiéncia de clareamento do
HBsAg (BROTMAN et al. 1993, MIMMS et al. 1993). Também estudos in vitro
identificaram evidéncias moleculares da capacidade inibitéria do HCV sobre a expressao de
proteinas do HBV (SHIH et al. 1993, UCHIDA et al. 1997). Além disso, a infeccdo dupla
HBV-HCV parece favorecer o surgimento de delecdo especifica em uma regido do gene X,
mutacdo este que nao tem sido descrita em portadores de hepatite B cronica HBsAg-positiva
(FUKUDA et al. 1996, UCHIDA et al. 1997, FUKUDA et al. 1999). Esta mutacdo também se
associou a uma maior carga viral do HCV em individuos com infec¢cdo dupla HBV-HCV com
HBsAg negativo, quando comparados aqueles com infec¢ao apenas pelo HCV. Todavia, é
improvavel que esta mutacdo explique completamente a interferéncia do HCV sobre o HBV,
considerando que cerca de 30% dos portadores daquela delecao também abrigam a variante
nativa do HBV, o que deveria assegurar atividade replicativa proxima do habitual (FUKUDA

et al. 1999).

2.4.2.3- Mutacoes do HBV

A variabilidade genética do HBV ja foi detalhadamente descrita em individuos HBsAg
positivo e tal variabilidade poderia ser igualmente aplicada aos portadores de infec¢do oculta
pelo HBV (BRECHOT et al. 2001, LOCARNINI et al. 2003). Mutagdes nas regides S, pré-S1
e pré-S2 t€m sido associadas com prejuizo da capacidade replicativa, diminui¢do da

infectividade das particulas virais e reducao da expressao do HBsAg, o que poderia justificar
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os niveis baixos de DNA-HBV tipicamente encontrados em portadores da infec¢do oculta e a
auséncia de HBsAg detectavel pelos métodos atualmente utilizados (MELEGARI et al. 1994,
HOU et al. 1995, CARMAN et al. 1997, WEINBERGER et al. 2000, MINUK et al. 2004,
CHAUDHURI et al. 2004). Além das mutagdes S/pré-S, uma delecdao especifica de oito
nucleotideos na regido distal da fase de leitura aberta do gene X do HBV tem sido identificada
em portadores cronicos do HCV com infec¢ao oculta pelo HBV (BARONE 2007).

E fundamental ressaltar, entretanto, que outros estudos demonstraram que a maioria
das infeccoes HBsAg negativa se associava a variantes nativas do HBV (MARUSAWA et al.
2000, WAGNER et al. 2004). Além disso, as dificuldades técnicas inerentes a manipulagcao de
cargas virais baixas dificultam a amplificacdo de seqii€ncias gendmicas completas do HBV, o
que inviabiliza a avaliacdo do impacto real destas mutagdes no contexto da infec¢do oculta
pelo HBV (BRECHOT et al. 2001, Hu 2002).

Mutantes pré-core foram primeiramente descritos na Itdlia, envolvendo casos
negativos para o HBeAg, porém positivos para HBsAg, anti-HBc, anti-HBe e DNA-HBV
(em niveis mais baixos que individuos HBeAg positivos), bem como com HBcAg detectavel
no figado. Estes casos s@o particularmente comuns na bacia mediterranea e no extremo
Oriente. Encontrou-se, nesses pacientes, mutacdo na regido pré-core do genoma viral
(posi¢des 1896/1899), que origina um cdédon de terminagdo, abortando a sintese do HBeAg.
Tais casos sdo geralmente mais graves, talvez devido auséncia do papel modulador de
resposta imune desempenhado pelo HBeAg evoluindo para hepatite cronica ativa intensa,
com presenca de anticorpos anti-HBe e DNA-HBYV no soro (BRUNETTO et al. 1990). Outra
variante foi encontrada em um individuo homossexual, soropositivo para HIV, que ndo
produziu anti-HBc, mas positivo para HBsAg, HBeAg e niveis muito elevados de DNA-

HBV. Com o seqiienciamento do genoma viral, foram encontradas mutagdes nas regioes pré-
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core e core, com a produ¢do de um antigeno diferente do nucleocapsideo viral (BHAT et al.
1990).

Em amostras de criangas nascidas de maes soropositivas para o HBsAg, o
seqiienciamento do genoma do HBV permitiu identificar uma mutagao na posi¢ao 587, que
altera a antigenicidade da proteina S, permitindo o escape do virus face aos anticorpos
neutralizantes (CARMAN et al. 1990). Essas variantes com mutacdes em regides antigénicas
neutralizantes do HBsAg sdo muito importantes, pois além de escaparem aos esquemas de
profilaxia preconizados, podem ndo ser detectadas pelos “kits” comerciais que utilizam
anticorpos dirigidos contra este epitopo.

Sitnik et al. (2004) analisando as seqiiéncias de suas amostras encontraram mutagdes
na regido do epitopo “a” em dois pacientes asiaticos. Uma amostra do genétipo B tinha uma
mutacdo T126S, previamente associada com a resisténcia a Imunoglobulina para hepatite B
(HBIg) e uma outra do gendétipo C, tinha uma mutagdo que estava associada com a resisténcia
a vacina. O mutante do gene S (G145R) também apresenta importancia em diversos paises,
pois sua presenca vem sendo descrita em locais com maior freqii€éncia de uso de HBIg. Esse
mutante apresenta grande capacidade de escape imunoldgico, ja que ndo expressa 0 HBsAg
(KIFFER et al. 2007).

A determinacdo das mutagdes devido a alta diversidade de determinantes antigénicos
do HBV € de grande importancia em centros de hemodidlise. Sitnik et al. (2000) ao
analisarem a seqiiéncia do DNA-HBYV dos 17 pacientes hemodialisados que soroconverteram
para o HBsAg em um periodo de 03 anos, foi encontrada uma similaridade de 100% entre os
isolados. A similaridade encontrada em uma mesma unidade sugere fortemente uma
contaminacdo pela mesma cepa viral, conseqiientemente, uma transmissao nosocomial. Esses

achados representam um importante avanco na epidemiologia do HBV e estudos semelhantes
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a este, em outras regidoes do Brasil, devem ser realizados. Minuk et al. (2004) encontraram 09
pacientes hemodialisados HBsAg negativos (3,8%) que apresentavam o DNA-HBV, 07
(78%) apresentavam mutagdes (sG145R). Quatro deles apresentavam o anti-HBs positivo
com doses completas da vacina e 03 ndo apresentavam nenhum marcador sorolégico.

As especificidades d/y e w/r sdo causadas por mutagdes pontuais que levam as
substituicdes de aminodcidos K/R nas posi¢des 122 e 160 da seqii€ncia da proteina S. Raros
mutantes possuem asparagina (N) na posi¢ao 160, com auséncia de especificidade w/r. Outro
mutante sem especificidade d/y foi também encontrado. Este mutante, entretanto, possui o
aminodcido glutamico (E) e alanina (A) nas posi¢des 144 e 145, indicando que outros
aminodcidos, além da posicao 122, influenciam também a especificidade d/y. A divergéncia
das seqiiéncias do genoma completo dentro de um mesmo genétipo é de aproximadamente
8%, semelhante a encontrada em diferentes subtipos (GOMES 2007).

Pacientes submetidos a terapia com drogas antivirais, como a lamivudina, podem
apresentar mutagdes no sitio catalitico da polimerase do HBV (YMDD) que causam

resisténcia as drogas (BARONE 2007).

2.5- Relevancia da infeccao Oculta para o HBV

Os primeiros indicios de existéncia da infeccdo oculta pelo HBV surgiram h4 mais de
duas décadas, quando da observacdo de casos de hepatite B aguda pds-transfusional a partir
de doadores com HBsAg negativo e anti-HBc positivo (HOOFNAGLE et al. 1978, LANDER
etal. 1978) .

Embora a existéncia da infeccdo oculta pelo HBV tenha sido documentada ha varios

anos, a importancia clinica desta entidade nao foi ainda completamente compreendida.
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Existem indicios de que a infec¢do oculta pelo HBV possa exercer papel patogénico em
diversos contextos clinicos, de forma direta ou em agdo sinérgica com outros agentes. A
transmissibilidade do HBV a partir de portadores de infec¢do oculta ndo se restringe a via
transfusional, tendo sido também observada em casos de hepatite B apds transplante hepatico
com utilizacdo de enxertos provenientes de doadores HBsAg negativo e anti-HBc positivo
(CHAZOUILLERES et al. 1994, UEMOTO et al. 1998). O risco de aquisi¢io do HBV apéds
transplante renal com doador portador de HBV oculto parece ser menor do que aquele
associado ao transplante hepatico (WACHS et. 1995).

A infec¢do oculta pelo HBV € relevante em imunossuprimidos (HU 2002). Nestes
individuos, condicdes intrinsecamente imunossupressoras ou agentes citotoxicos podem
promover a reativacdo da replicagdo viral, propiciando o recrudescimento da doenga hepatica.
Embora a reativacdo da hepatite B cronica em imunodeprimidos com infeccao oculta pelo
HBV seja menos freqiiente e menos grave do que em individuos previamente HBsAg
positivo, casos de insufici€éncia hepética aguda ja foram descritos neste contexto (PERRILHO
2001).

A infeccdo oculta pelo HBV estd freqiientemente implicada nas hepatites agudas
idiopéticas e hepatopatias cronicas criptogénicas. A apresentacdo destas condi¢des exibe
gravidade varidvel, tendo sido descritos casos de hepatites agudas benignas, de insuficiéncia
hepdtica aguda, relatos de fibrose hepdtica progressiva e cirrose (BERASAIN et al. 2000,
CHEMIN et al. 2001).

O impacto da infeccdo oculta pelo HBV em portadores da infec¢do cronica pelo HCV
tem sido alvo de vdrios estudos. A similaridade das formas de transmissdo favorece a
ocorréncia da co-infec¢do. Em torno de 22 a 96% dos portadores cronicos do HCV

apresentam evidéncias soroldgicas de contato prévio com o HBV (GONCALES JUNIOR et
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al. 1993, HOPE et al. 2001, KAO et al. 2002, TORBENSON et al. 2004, WEDEMEYER et
al. 2004, STIAGRIS et al, 2006, GORAL et al. 2006, KANBAY et al. 2006). A acdo inibitéria
do HCV sobre a expressao gendmica do HBV, falado anteriormente, reduz titulos de HBsAg,

interferindo a resposta imune humoral HBV-especifica e mantendo cargas virais baixas do

HBV.
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3 - Formulacao da questao da pesquisa

Existe infeccdo oculta pelo virus da hepatite B em pacientes hemodialisados em

clinicas de didlise de Recife-PE, no periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007? E quais os

fatores de risco associados a infeccdo pelo virus da hepatite B nos pacientes estudados.
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4. OBJETIVOS

4.1- Objetivo geral

Identificar infeccdo oculta e fatores de risco para o virus da Hepatite B em pacientes
hemodialisados provenientes de 5 centros de Recife/PE, no periodo de agosto de 2006 a agosto

de 2007.

4.2- Objetivos especificos

e Determinar a freqiiéncia dos marcadores soroldgicos do HBV (anti-HBc total, HBsAg
e anti-HBs) nos pacientes hemodialisados;

¢ Identificar a freqiiéncia do DNA-HBV em todos os pacientes;

e Determinar os gendtipos mais prevalentes nas seqiiéncias virais estudadas;

e Observar a presenga de mutacdes no genoma viral;

e Verificar associacdo entre a positividade para o HBV em relacdo a presenca de pelo
menos 01 marcador (anti-HBc total e HBsAg) e pelo DNA-HBV com varidveis
independentes relacionadas ao paciente: varidveis bioldgicas, varidveis de possivel

infecgdo parenteral e varidvel sexual.

42



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

Artigo I submetido a Virus Reviews & Research

Perfil da infeccao pelo Virus da Hepatite B em diferentes unidades de hemodialise em

Recife/Pernambuco/ Brasil.

Ana C.C. de Albuquerque', Maria R.C.D. Coélho'?, Marcilio F. Lemos’, Ana M.R. Cruz',

Suellen C.M. Brazl, Regina C. Moreira’.

! Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universidade Federal de Pernambuco,
Rua Prof. Moraes Rego, N°. 1235, Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP.: 50670-901.

2 Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Rua Prof. Moraes Rego, N°. 1235, Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP.: 50670-
901.

3 Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Adolfo Lutz — Sao Paulo, Av. Dr Arnaldo, N°.

355, Cerqueira César, Sdo Paulo-SP, CEP.: 01246-902.

Endereco para correspondéncia:
Rua Saldanha Marinho n. 1479/302
Mauricio de Nassau Caruaru-PE
CEP: 55014-330

Tel. 81-9979 0410

e-mail: anaceciliaprofa@yahoo.com.br

43



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

RESUMO

Pacientes hemodialisados apresentam alto risco em adquirir a infec¢ao pelo virus da hepatite
B (HBV). Os objetivos desse trabalho foram determinar o perfil sorol6gico, molecular e
fatores de risco para o HBV em hemodialisados de 5 clinicas de Recife/PE, no periodo de
agosto de 2006 a agosto de 2007. A populacio estudada (n = 780) foi submetida a entrevista,
ap6s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. A coleta sangiiinea foi
realizada pela fistula do paciente antes do tratamento hemodidlitico. As amostras de soro
foram submetidas ao ELISA para pesquisa do anti-HBc total, HBsAg e anti-HBs. Em todas as
amostras HBsAg reagentes foi realizada a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
pesquisa do DNA viral. As amostras DNA positivas foram seqiienciadas para a identificagao
do gendtipo. As informagdes foram armazenadas e analisadas no Epi-info 6.0. As
soroprevaléncias para o anti-HBc total, HBsAg e anti-HBs foi de 29,4% (229/780), 3,3%
(26/780) e 66,5% (135/203), respectivamente. Das 26 amostras HBsAg reagentes, 14 (53%)
mostraram-se positivas para o DNA-HBV, sendo encontrados os gendtipos A e F. As
variaveis idade, sexo, tempo de hemodidlise e nimero de transfusdes mostraram associacao
estatisticamente significante com o HBV, corroborando com outros estudos brasileiros. A
circulacio do HBV nas unidades de didlise ainda € freqiiente em clinicas de hemodiélise,
mesmo com medidas de controle da infec¢do e vacinagdo para a hepatite B. Ressalta-se ainda
que as precaucdes universais devam ser seguidas de forma rigida para que se possa minimizar

cada vez mais a circulacdo do virus nas clinicas de hemodialise.

Palavras-chaves: Prevaléncia, fatores de risco, Virus da hepatite B, hemodialisados, gendtipo,

PCR, Recife, Brasil.
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INTRODUCAO

A exposicdo parenteral ¢ uma das principais vias de transmissdo para o Virus da
Hepatite B (HBV), portanto pacientes hemodialisados que apresentam maior contato do seu
sangue com as mdaquinas e filtros reutilizados no seu tratamento, apresentam alto risco para a
aquisicdo viral (Ferreira et al. 2006). Em geral a incidéncia da infeccio pelo HBV em
pacientes em hemodidlise estd diminuindo ao longo dos anos, devido a pesquisa do HBsAg e
anti-HBc total em doadores de sangue; ao do uso da eritropoietina recombinante humana, a
vacinagdo para hepatite B e pela implementac¢ao de medidas de controle da infec¢cdo (Wong et
al. 205). Apesar de todo esse controle, a hepatite B ainda continua a ocorrer em pacientes
hemodialisados, sendo um importante problema de saude publica (Boulaajaj et al. 205,
Chattopadhyay et al. 205, Ferreira et al. 2006, Yakaryilmaz et al. 2006, Thanachartwet et al.
2007).

A epidemiologia do HBV entre pacientes hemodialisados em paises menos
desenvolvidos ndao € bem conhecida. A freqiiéncia do HBsAg varia de 2 a 20% em paises
como: Marrocos, Brasil, Arabia Saudita, Tailandia, India, Turquia e Roménia (Teles et al.
1998, Vladution et al. 2004, Busek et al. 2002, Souza et al. 2003, Almawi et al. 2004, Quadi
et al. 2004, Carrilho et al. 2004, Boulaajaj et al. 205, Ferreira et al. 2006, Yakaryilmaz et al.
2006, Thanachartwet et al. 2007).

Alguns fatores de risco podem contribuir para o aumento da prevaléncia do HBV
nesses pacientes, como: tempo de hemodidlise, niimero de unidades de sangue transfundidas,
nivel de escolaridade, sexo, tratamento em mais de uma unidade e transplante renal
(Cendoroglo et al. 1995, Teles et al. 1998, Busek et al. 2002, Souza et al. 2003, Carrilho et al.

2004, Ferreira et al. 2006).
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Estudos tém revelado que os gendtipos do HBV podem esta associado com a atividade
da doenga, prognéstico e resposta ao tratamento, todavia a distribuicio dos mesmos em
hemodialisados ndo tem sido bem documentada (Fabrizi et al. 2008).

Os objetivos deste estudo foram: determinar o perfil sorolégico e molecular dos
marcadores para o virus da hepatite B em pacientes de 5 unidades de didlise em Recife,

Pernambuco, Brasil; verificar o genétipo do virus e investigar os fatores de risco para o HBV.
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MATERIAL E METODOS

Tipo de Estudo — Foi realizado um corte transversal que investiga uma populagdo em um

dado momento do tempo.

Populacao — Foram estudados 780 hemodialisados atendidos sistematicamente em 5 unidades

de diélise no periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007.

Definicao das variaveis - Um questionario padronizado foi utilizado para coletar informagoes
como: sexo, idade, tempo de hemodiédlise, realizacdo de transplante renal, vacinagao referida
para hepatite B, realizacdo e nimero de transfusdo sangiiinea ou hemoderivados, ter ou nao
tatuagem, uso de droga intravenosa e intranasal, uso de preservativo e realizacdo de

hemodialise em mais de uma clinica.

Centros de Dialise — Para manter em anonimato as clinicas estudadas, as mesmas foram
identificadas por letras do alfabeto de A a E, com uma média de pacientes que realiza
hemodiélise por més de 45, 40, 248, 300 e 250, respectivamente. Cada paciente realiza o
tratamento trés vezes por semana com dura¢do de quatro horas. Nos centros A e B € realizada
em dois turnos e nos centros C, D e E em trés. Os pacientes HBsAg reagentes realizam o
tratamento em salas separadas dos demais e os filtros (dialisadores) sdo reprocessados em

salas separadas dos pacientes ndo reagentes.
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Amostras séricas — Em média 10 mL de sangue foram coletados pela fistula dos pacientes
antes do tratamento hemodidlitico e encaminhados em tempo hdbil de 04 horas ao Setor de
Virologia do LIKA/UFPE para serem processados e armazenados a - 20°C e -70°C. As
amostras de soro dos 780 pacientes foram separadas em trés aliquotas, uma para testes

soroldgicos, outra para a PCR e a terceira reservada para repeticdes € contraprovas.

Sorologia para HBsAg, anti-HBc total e Anti-HBs - As amostras de 780 pacientes foram
analisadas por ensaio imunoenzimético (ELISA) para a pesquisa do anti-HBc total e para o
HBsAg. As amostras anti-HBc total reagentes e HBsAg ndo reagentes ou indeterminadas
foram pesquisadas para o anti-HBs. Kits comerciais do fabricante Monolisa plus da BioRad

foram utilizados, seguindo todas as instrucoes.

PCR - Para a amplificagdo da regido S do HBV, foi utilizada a nested-PCR, conforme
descrito por Kaneko et al. (1989), com algumas modificagcdes (Sitnik et al. 2004). A deteccdo
do DNA-HBYV foi realizada nas amostras séricas HBsAg reagentes e indeterminadas. O DNA
viral foi extraido com fenol e isotiocianato de guanidina e a regido S foi amplificada por meio
de iniciadores FHBS1 (5 *- GAG CTC TCT AGA GTG GTG GAC TTC - 3") e RHBSI1 (5 *-
AAA TKG CAC TAG TAA ACT GAG CCA - 3" ) na primeira rodada da reacdo. A segunda
amplificacdo foi realizada utilizando os iniciadores FHBS2 (5 *- CGT GGT GGA CTC CTT
TCA ATT TTC - 3°) e RHBS2 (5 *- CCG ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC -" 3). As
amostras que apresentaram um resultado da PCR negativa pela regidao S do virus foram
testadas utilizando iniciadores para regido do Core, 2032R (5° - CTG ACT ACT AAT TCC
CTG GAT GCT GGG TCT - 3*) e 1763 (5 - GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA CCC

GTA TAA - 3%) na primeira PCR. Para a segunda amplificacdo, os iniciadores 1778-E (5 -
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GAC GAA TTC CAT TGA CCC GTA TAA AGA ATT - 3") e 2017R-B (5° - ATG GGA
TCC CTG GAT GCT GCC TCT TCC AAA - 3%) foram utilizados. Amostras de dgua

destilada foram inseridas como controle de possiveis contaminacdes das reagdes.

Reacdo de Seqiienciamento - As amostras foram seqiienciadas pelo produto da nested-PCR,
de acordo com o método de Sanger et al. (1977), utilizando a ABI Prism BigDye Terminator
™ Kit (PE Aplicada biossistemas, Foster City, Califérnia, E.U.A.), em seqiienciador
automéatico ABI Prism 377. A genotipagem foi analisada por comparacdo das seqiiéncias
obtidas com outras seqiiéncias conhecidas de diferentes gendtipos do HBV depositadas no
GeneBank, utilizando o Edit Seq MegAlign e programas do pacote DNAstar (LaserGene,
Inc.). A classificagdo dos genétipos foi confirmada pela ferramenta Genotying disponivel no

site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) (Rozanov et

al. 2004).

Anilise estatistica — Para a andlise univariada foi utilizado o teste do X para verificar a
distribuicdo da freqiiéncia do anti-HBc total entre diferentes grupos. Para a andlise
multivariada foi utilizada a regressdo logistica que avalia a significAncia obtida na andlise
univariada em relagdo as varidveis estudadas. O nivel de significincia estabelecido foi de 5%.

Todos os célculos foram realizados utilizando o STATA (Cary 1989).

Consideracdes éticas — A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federal de Pernambuco sob o

Registro CEP/CCS/UFPE N° 069/06.
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RESULTADOS

Dos 780 pacientes entrevistados, 58,1% eram do sexo masculino e com média de
idade de 50 £ 15,1. Estratificados por faixas etdrias, observou-se que 26,9% tinham 60 anos
ou mais.

A soroprevaléncia para o anti-HBc total e HBsAg foi de 29,4% (229/780) e 3,3%

(26/780), respectivamente (tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo dos hemodialisados de 5 clinicas em Recife-PE, no periodo de agosto

de 2006 a agosto de 2007, segundo alguns marcadores soroldgicos para a hepatite B.

Marcadores soroldgicos N Y0 IC*(95%)
Anti-HBc
Positivo 229 29.4 26.2 -32.7
Negativo 551 70.6 67.3-73.8
HBsAg
Positivo 26 33 2.18-4.84
Negativo 752 96.4 94.7-97.5
Indeterminado 02 0.3 0.08 - 1.04
Total 780 100.0

a:Intervalo de confianga
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A tabela 2 mostra que dos 203 pacientes que apresentavam um resultado anti-HBc

total positivo e HBsAg negativo, 66,5% produziram o anti-HBs.

Tabela 2. Distribuicio do marcador anti-HBs em pacientes hemodialisados anti-HBc total
positive e HBsAg negativos em 5 clinicas de Recife, Pernambuco, no periodo de agosto de

2006 a agosto de 2007.

Anti-HBs N % IC(95%)
Positivo 135 66.5 59.5-72.9
Negativo 43 21.2 15.8-27.4
Indeterminado 25 12.3 8.1-17.4
Total 203 100.0

Foram encontrados 5,5% (43/780) dos pacientes com anti-HBc total isolado. Das 26
amostras HBsAg reagentes, 14 (53,8%) foram DNA-HBV positivo, as quais foram
seqiienciadas e os gendtipos encontrados foram A e F.

A tabela 3 mostra os resultados da andlise univariada que apresentaram uma
associacdo estatisticamente significante com a soropositividade para o marcador anti-HBc
total.

Os homens tém um risco 1,84 vezes maior que as mulheres para aquisicdo do
marcador anti-HBc total.

Em relacdo a varidvel idade de forma continua, a associagao foi significante com uma
OR de 1,017, ou seja, a cada aumento de um ano de idade hd um aumento de 1,7% no risco de

infeccdo pelo HBV.
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Tabela 3: Distribuicdo dos hemodialisados de 5 clinicas de Recife, no periodo de agosto de
2006 a agosto de 2007, segundo a faixa etdria, sexo, tempo de hemodidlise, nimero de
transfusdes sangiiineas e/ou hemoderivados, vacinacdo para hepatite B e a soropositividade

para o anti-HBc total.

Anti-HBc total

Variaveis
n % n % OR* (IC)° p-valor
Faixa etaria 0,0004
Menor de 30 07 9,7 65 90,3 1,0 -
De 30 a 39 36 252 107 74,8 3,12 (1,24 - 8,20) 0,0076
De 40 a 49 58 36,5 101 63,5 5,33(2,18-13,7) 0,0000
De 50 a 59 58 29,1 141 70,9  3,82(1,57-9,71) 0,0009
60 e mais 70 33,8 137 66,2 4,74 (1,97 -11,9) 0,0000
Sexo
Feminino 73 223 255 77,7 1,0 -
Masculino 156 34,5 296 65,5 1,84 (1,31-2,59) 0,0002
Tempo de hemodidlise
Menos de 5anos 15 242 329 758 1,0 -

5 anos e mais 124 358 222 642 1,75(1,26-2,42)  0,0003
Numero de 0,0004
transfusdes

Nio fez 64 26,1 181 73,9 1,0 -
Delas 115 27,5 303 72,5 1,07 (0,74 - 1,56) 0,6974
De6a 10 13 43,3 17 56,7 2,16 (0,93 -5,01) 0,0479
11 e mais 24 545 20 65,5 3,39 (1,67 - 6,90) 0,0001
Vacina para hepatite B 0,0000
Nio 54 62,1 33 37,9 1,0 -
Sim 129 22,7 440 77,3 0,18 (0,11 —0,30) 0,0000
Nao sabe 46 37,1 78 62,9 0,36 (0,20 - 0,66) 0,0003
idade (continua): OR = 1,017 (1,007 — 1,028) p = 0,001
a:0dds Ratio

b: intervalo de confianca

Avaliando o tempo de hemodidlise verifica-se uma associacdo estatisticamente
significante, no qual pacientes que realizam o tratamento em um tempo acima ou iguais ha 5
anos, t€m um risco de infectar-se de 1,75 vezes maior do que os pacientes que faz em menos

tempo.
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Considerando a varidvel transfusdo sangiiinea ou hemoderivados constata-se que,
pacientes que realizaram este procedimento até 5 vezes em sua vida, ndo apresentaram uma
associacdo estatisticamente significante com a soropositividade para o anti-HBc total, por
outro lado a partir de 06 transfusdes foi observada associacdo estatisticamente significante,
com um risco 2,16 vezes maior do que em até 5 transfusdes.

A vacinacao para hepatite B referida pelos pacientes mostrou ser um fator de protecao,
com um “odds ratio” de 0,18, ou seja, protecao de 82%.

Em relacdo ao uso de droga injetdvel e cocaina, apenas 1 e 2 pacientes,
respectivamente, faziam uso das mesmas, ndo sendo possivel o cdlculo da associagdo. Em
relacdo ao teste de associacdo com as demais varidveis, como: presenca de tatuagem (p =
0,370), uso de preservativo (p = 0,742), realizacdo de transplante renal (p = 0,453) e
tratamento de hemodidlise em mais de uma clinica (p = 0,179), ndo mostrou associa¢ao
estatisticamente significante.

Para a andlise multivariada foi aplicado o modelo composto pelas varidveis que
apresentaram uma associacdo com a soropositividade para anti-HBc total com significancia
abaixo de 20% (p < 0,200). Assim, permaneceram no modelo final as varidveis: idade, sexo,
tempo de didlise e numero de transfusdes. O modelo ndo modificou as associacdes
encontradas na andlise univariada, ajustando assim as odds ratio de acordo com as outras

varidveis que compuseram o modelo (tabela 4).
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Tabela 4: Modelo final da regressdo logistica entre a idade, sexo, tempo de hemodidlise,
nimero de transfusdo sangiiinea e/ou hemoderivados e a soropositividade para o anti-HBc
total em hemodialisados de 5 clinicas de Recife, no periodo de agosto de 2006 a agosto de

2007.

Variaveis OR IC(95%) p-valor

Idade 1,02 1,01 - 1,03 0,000

Tempo de didlise

< 5 anos 1,0 - -
> 5 anos 1,62 1,15-2,29 0,006
Sexo
Feminino 1,0 - -
Masculino 2,13 1,50-3,5 0,000
Numero de transfusoes
Nao fez 1,0 - -
Delas 1,19 0,82 - 1,73 0,346
6al0 2,82 1,23 -6,41 0,014
11 e mais 4,04 2,00 - 8,19 0,000
a:0dds Ratio

b: Intervalo de confianca
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DISCUSSAO

A pesquisa determinou uma prevaléncia global de contato com o HBV de 29,4%,
semelhante a outros estudos no Brasil, que encontraram prevaléncias em pacientes
hemodialisados variando de 29,8 a 55,7% (Cendoroglo et al. 1995, Teles et al. 1998, Souza et
al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006). Esses dados mostram que as unidades,
mesmo com a implantagdo da vacina, devem seguir uma conduta rigida contra a disseminacao
do HBV nas unidades de diélise, visto que ainda € grande a sua circulacgao.

A soroprevaléncia para o HBsAg submetidos a hemodidlise varia entre as diferentes
localidades e apresenta uma correlagdo com a endemicidade do virus na populacdo geral da
regido (Wong et al. 205). A freqii€ncia do HBsAg encontrada na pesquisa foi semelhante aos
achados do Brasil cujas prevaléncias variam de 2,4 a 12% (Teles et al. 1998, Busek et al.
2002, Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006).

O paciente que apresenta apenas o anti-HBc total isolado, reflete um contato prévio
com o virus, porém ainda ndo apresenta o anticorpo neutralizante para o virus. Este marcador
foi encontrado em 5,5% das amostras corroborando com alguns trabalhos de prevaléncia
realizados em algumas regides brasileiras, que variam de 2,0% a 6,7% (Teles et al. 1998,
Souza et al. 2003, Carrilho at al. 2004, Ferreira et al. 2006). Todavia em outras regides como,
no Nordeste e Sudeste da Italia, foi encontrada uma prevaléncia de 20,8% de pacientes com
anti-HBc total isolado (Fabrizi et al. 205).

Segundo Junior & Gongales (2007), a presenca do anti-HBc total isolado deve-se ao
baixo nivel virémico, a perda do anti-HBs muitos anos apds a recuperacdo ou por resultado

falso-positivo.
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Todas as amostras que apresentaram esse marcador tiveram suas andlises repetidas
para verificar erro metodolégico, porém os resultados permaneceram os mesmos.

E de fundamental importancia a pesquisa de outros marcadores como o anti-HBe ¢ a
pesquisa do DNA-HBV para avaliar o prognéstico dos pacientes, uma vez que 0s mesmos Sao
considerados pela unidade soronegativos, porém podem albergar o virus e dissemind-lo para a
unidade (Junior & Gongales 2007, Fabrizi et al. 2008).

Por outro lado, o Ministério da Sadde (2004) ndo preconiza a inclusdo do anti-HBc
total na rotina dos exames laboratoriais semestrais em pacientes hemodialisados. Por isso
muitas vezes nao ¢ de conhecimento do paciente € nem mesmo da unidade, o contato prévio
com o HBV.

Todos os pacientes ao entrar na unidade sdo testados para o HBsAg e anti-HBs, caso
ele seja positivo para o anti-HBs, ndo € realizada a vacinag¢do. Contudo, se o paciente nao
apresentar positividade para estes anticorpos, € administrado quatro doses da vacina, de
acordo com o fluxograma préprio para os pacientes hemodialisados (Wong et al. 205).

O anti-HBs foi realizado apenas nos pacientes que apresentaram o anti-HBc total
reagente com HBsAg nao reagente. Desses 66,5% apresentaram os anticorpos neutralizantes
para o virus, portanto como geralmente ndo é do conhecimento do paciente e da unidade a
presenca do anti-HBc total, o anti-HBs produzido fica reconhecido como sendo da vacinagao.

Os pacientes que referiram ter tomado a vacina para hepatite B apresentaram um efeito
protetor para o anti-HBc total, pois o OR foi menor que 1. Todavia aqueles que informaram
ndo ter tomado a vacina, também mostraram um OR semelhante. Isso pode ser explicado pela
pratica comum de vacinagdo nos pacientes que integram as unidades, porém muitas vezes nao

€ de conhecimento dos mesmos.
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Doze pacientes HBsAg reagentes (46,1%) ndao apresentaram positividade para a
pesquisa do DNA-HBYV utilizando iniciadores para regido do gene S do virus. A escolha dos
iniciadores baseou-se nos achados de Sitnik et al. (2004), os quais mostraram que o uso de
iniciadores para regido S do virus t€ém a mesma eficiéncia dos iniciadores para a regido do
Core, além disso eles permitem distinguir os gendtipos. Os pacientes que apresentaram
negatividade para PCR utilizando iniciadores para regidao S mostrou o mesmo resultado
quando usado os iniciadores para regido do Core. Técnicas moleculares tém sido
esclarecedoras para investigar as caracteristicas do HBV em pacientes hemodialisados. A
carga viral nesses pacientes tende ser baixa e estivel ao longo do tempo, por isso pode
influenciar na deteccdo do DNA pelos testes utilizados (Fabrizi et al. 2003, Fabrizi et al.
2008).

O ideal seria realizar um monitoramento pesquisando o antigeno e do HBV (HBeAg)
nesses pacientes para avaliar o prognéstico da infec¢ao, pois se o HBsAg persistir por mais de
03 meses, a pesquisa do DNA-HBV e a deteccao do HBeAg devem ser realizadas para
verificar a atividade replicativa do virus (Junior & Gongales 2007, Fabrizi et al. 2008).

Os resultados encontrados corroboraram com a literatura que verificaram prevaléncias
da soropositividade para HBsAg com DNA-HBV negativo de 11,8% a 58% (Teles et al.
1998, Fabrizi et al. 2003, Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006 e
Moutinho et al. 2006).

Os gendtipos A e F identificados foram semelhantes com alguns estudos brasileiros
(Teles et al. 1999, Teles et al. 2002, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006). Carrilho et al.
(2004) encontraram os genétipos A, D e F tanto em pacientes hemodialisados quanto em
profissionais de saide que cuidavam dos mesmos. Esses dados sugerem uma possivel

transmissdo nosocomial entre pacientes e profissionais ou vice-versa. Todavia os genotipos A
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e F foram encontrados exclusivamente em pacientes hemodialisados. O presente estudo
verificou apenas um paciente com o genétipo F, semelhante aos achados de Teles et al. (2002)
e Ferreira et al. (20006).

Poucos estudos reportam os fatores de risco associados ao HBV em pacientes
hemodialisados. Na pesquisa, a andlise multivariada revelou que as varidveis sexo, idade,
tempo de hemodidlise e nimero de transfusdes estdo mais estreitamente associadas ao HBV.

Os resultados em relacdo ao sexo concordaram com os achados de Ferreira et al.
(2006), que mostraram um risco de 1,8 para aquisicdo do HBV em homens. Por sua vez,
Carrilho et al. (2004) também encontraram uma associa¢do, embora préoximo do nivel de
significancia, ou seja, um valor de p= 0,06.

O tempo de hemodidlise mostra-se estatisticamente associado com marcadores para o
HBV em diversos trabalhos (Cendoroglo et al. 1995, Teles et al. 1998, Busek et al. 2002,
Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006). O estudo observou que os
pacientes que apresentam tempo de hemodidlise igual ou superior a 5 anos, t€m um risco de
1,62 mais chances de adquirir o HBV, em rela¢do aos que realizam em menos tempo. Esse
dado foi semelhante aos encontrados por Carrilho et al. (2004) os quais verificaram que os
pacientes hemodialisados apresentam um risco mensal de 1,47 de adquirir o virus. Entretanto
outros trabalhos t€ém mostrado que este risco varia entre as unidades. Teles et al. (1998) e
Ferreira et al. (2006) encontraram respectivamente um risco de 10,1 e 2,6 vezes mais chances
de adquirir o HBV nos pacientes, que realizavam o tratamento no periodo igual ou superior a
03 anos. Provavelmente, a diferenca do risco encontrado em 2006 por Ferreira et. al, se deva
ao fato das precaucdes universais serem mais aceitas e seguidas nas unidades nestes utltimos

anos.
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A pesquisa mostrou que o risco da infec¢do pelo HBV é maior, a medida que o
nimero de transfusdes aumenta. Todavia esse achado ndo foi encontrado nos trabalhos de
literatura brasileira consultada.

As unidades de didlise deveriam preocupar-se também com o risco dos
hemodialisados adquirirem o HBV por outras vias de contdgio, uma vez que a hepatite B é
considerada uma infec¢do sexualmente transmissivel (IST). Orientagdes do ambito sexual
devem ser fornecidas aos pacientes e seus parceiros no intuito de evitar esse meio de
transmissdo. Embora a pesquisa ndo tenha encontrado associacdo entre a soropositividade
para o anti-HBc total e o ndo uso de preservativo, 29,2% dos pacientes foram positivos para
este marcador e ndo usavam preservativos.

A pesquisa mostrou que a prevaléncia do HBsAg nas unidades estudadas foi baixa
quando comparada com outros estudos brasileiros. Todavia foi encontrado paciente que ja
tinham entrado em contato com o virus e que ndo era de conhecimento para o paciente. A
determinagdo dos genétipos circulantes nas unidades € de suma importancia, pois favorece a
epidemiologia molecular e pode ajudar na monitoriza¢do da infecc@o. A associacdo do tempo
de hemodidlise com a soropositividade para o anti-HBc total sugere uma transmissao
nosocomial. Portanto, ressalta-se, que as precaucdes universais devam ser seguidas de forma

rigida para reduzir cada vez mais a circulacdo do virus nas unidades de dialise.
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ABSTRACT

Patients under hemodialysis are considered at high risk to acquire hepatitis B virus (HBV)
infection. The aim of this study was to determine the serological and molecular profile and
risk factors for the HBV among hemodialysis patients in five clinics in Recife, Pernambuco,
between August 2006 and August 2007. The study population (n = 780) was interviewed after
signing a free and informed consent statement and the blood collection through the patient’s
fistula prior to hemodialysis. Serum samples underwent ELISA to investigate anti-HBc total,
HBsAg and anti-HBs. The samples that were HBsAg-positive were subjected to the PCR to
investigate viral DNA. The DNA-positive samples were sequenced to identify the genotype.
The information was stored and analyzed in Epi-Info 6.0. The seroprevalences of anti-HBc
total and HBsAg were 29.4% (229/780) and 3.3% (26/780), respectively. The anti-HBs were
tested in anti-HBc positive and HBsAg negative or indeterminate and was found 66,5%
(135/203). Among the 26 HBsAg-positive samples, 14 (53%) were positive for HBV DNA;
genotypes A and F were found. The variables of sex, age, length of time on dialysis and
number of transfusions showed statistically significant association with HBV, thus
corroborating other Brazilian studies. Even with the implementation of HBV infection control
measures and vaccinations, dialysis units still present widespread virus circulation. All units
need to rigidly follow the universal precautions, so that the virus circulation in these places

can increasingly be minimized.

Key Words: prevalence — risk factors — hemodialysis — hepatitis B virus — hemodialysis -

genotypes — PCR — Recife — Brazil.
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INTRODUCTION

Parenteral exposure is one of the transmission routes for the hepatitis B virus (HBV)
and therefore hemodialysis patients whose blood has greater contact with the machines and
reusable filters, that are used for their treatment, present a high risk of acquiring this virus
(Ferreira et al. 2006). The general incidence of HBV infection among hemodialysis patients
has been decreasing because test blood donors for HBsAg and anti-HBc total, use of human
recombinant erythropoietin, HBV vaccination and implementation of infection control
measures (Wong et al. 205).

Hepatitis B is an important public health problem and, even with all these controls,
cases among hemodialysis patients continue to occur (Boulaajaj et al. 205, Chattopadhyay et
al. 205, Ferreira et al. 2006, Yakaryilmaz et al. 2006, Thanachartwet et al. 2007).

The epidemiology of HBV among hemodialysis patients in the less-developed world is
not well known. The frequency of HBsAg ranges from 2 to 20% in countries as Morocco,
Brazil, Saudi Arabia, Thailand, India, Turkey and Romania. (Teles et al. 1998, Vladution et al.
2000, Busek et al. 2002, Souza et al. 2003, Quadi et al. 2004, Carrilho et al. 2004, Boulaajaj et
al. 205, Ferreira et al. 2006, Yakaryilmaz et al. 2006, Thanachartwet et al. 2007).

Studies have revealed that HBV genotype may be associated with disease activity,
prognosis and treatment response; however the distribution of genotypes in dialysis population
has not been addressed to date (Fabrizi et al. 2008).

Risk factors may contribute towards increasing the prevalence of HBV, for example:
length of time on hemodialysis, number of blood units transfused, schooling level, sex,
treatment in more than one unit or kidney transplantation (Cendoroglo et al. 1995, Teles et al.

1998, Busek et al. 2002, Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006).
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The aims of the present study were: to determine the serological and molecular profile
of HBV markers among hemodialysis patients at five units in the city of Recife, Pernambuco,
Brazil; to identify HBV genotypes and to investigate associations between the anti-HBc total

marker and the variables studied.
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MATERIAL AND METHODS

Type of study — A cross-sectional study was carried out to analyze the prevalence to HBV

and risk factors in this population.

Population — A population of 780 hemodialysis patients from 5 clinics in Recife-PE was
analyzed between August 2006 and August 2007. All patients of 5 units were targeted for

research, but the consent to participate in the study was provided by 780 patients.

Definition of the variables — A standardized questionnaire was used to gather information
such as: sex, age, length of time on hemodialysis, kidney transplantation, reported vaccination
against hepatitis B, blood and blood product transfusion and number of times, tattooing,
intravenous and intranasal drug administration, condom use and hemodialysis performed in

other clinics.

Dialysis centers — To maintain the anonymity of the clinics studied, they have been
identified by means of letters of the alphabet. The mean numbers of patients who were
undergoing hemodialysis at these clinics every month were: A (45), B (40), C (248), D (300)
and E (250). Each patient was receiving treatment three times a week. At centers A and B,
treatment was performed in two shifts and in centers C, D and E in three shifts. Each shift
comprised one four-hour period of treatment. The HBsAg-positive patients received their
treatment, and the filters (dialyzers) for these patients were processed, in rooms that were

separate from where the HBsAg-negative patients were treated.

69



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

Serum samples — Blood samples were taken from 780 patients. These samples were
separated into three aliquots, one for serological tests and another for PCR, while the third
was held in reserve for repetitions and countersample tests. The serum samples were stored at

-20°C and -70°C.

HBsAg, anti-HBc total and anti-HBsAg serological tests — Serum samples were analyzed
by means of immunoenzymatic assaying (ELISA) to investigate anti-HBc total and HBsAg.
The anti-HBc total-positive and HBsAg-negative and indeterminate samples were
investigated for anti-HBs. All tests were conducted in accordance with the manufacturer’s

instructions for the Monolisa Plus kits (BioRad).

PCR - The Nested PCR was performed as described by Kaneko et al. (1989), with some
modifications (Sitnik et al. 2004). HBV DNA detection using PCR was performed on
HBsAg-positive and indeterminate samples. The DNA was extracted from serum using a
solution of phenol and guanidine isothiocyanate. The primers FHBS1 (5° - GAG CTC TCT
AGA GTG GTG GAC TTC - 3’) and RHBS1 (5’ - AAA TKG CAC TAG TAA ACT GAG
CCA - 3’) were used for the first round of amplification. For the second amplification, the
primers FHBS2 (5° - CGT GGT GGA CTC CTT TCA ATT TTC — 3’) and RHBS2 (5’ - CCG
ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC - 3’) were used. The samples that presented a PCR
result that was negative for the S region of the virus underwent a second test using primers for
the core region, 2032R (5" - CTG ACT ACT AAT TCC CTG GAT GCT GGG TCT - 3’) and
1763 (5° - GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA CCC GTA TAA - 3°) at first PCR. For
second amplification, the primers 1778-E (5° - GAC GAA TTC CAT TGA CCC GTA TAA

AGA ATT - 3") and 2017R-B (5" - ATG GGA TCC CTG GAT GCT GCC TCT TCC AAA —
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3") were used. Water samples were used as negative controls for each reaction, in order to

exclude possible occurrence of cross-contamination.

Sequencing reaction — The samples were sequenced using the PCR product, in accordance
with the method of Sanger et al. (1977), using the ABI Prism BigDye Terminator™ Kit (PE
Applied Biosystems, Foster City, California, USA), in an ABI Prism 377 automatic
sequencer. The genotyping was analyzed by comparing the sequences obtained with other
known sequences from different HBV genotypes kept in the Gene Bank, using Edit Seq
MegAlign and software in the DNAstar package (LaserGene, Inc.). The genotype
classification was confirmed by means of the Genotyping tool, which is available on the

NCBI website: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) (Rozanov et

al. 2004).

Statistical analysis — For univariate analysis, the X* test was used to verify distribution of
anti-HBc total frequency between different groups. For multivariate analysis, logistic
regression was used to evaluate the significance obtained in the univariate analysis, in relation
to the study variables. This procedure made it possible to evaluate the contribution of each
variable towards the diagnosis of HBV infection. The significance level established was 5%.

All the calculations were performed using STATA (Cary 1989).

Ethical matters — The protocol for this study was submitted to and was granted approval by
the research ethics committee of the Health Sciences Center of the Federal University of
Pernambuco under registration number CEP/CCS/UFPE 069/06. The patients studied

accepted to participate and signed the term of free and informed consent.
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RESULTS

Among the 780 patients interviewed, 58.1% were male and the mean age was 50 t
15.1. Stratification into age groups, observed that 26.9% were 60 years old or over.

The seroprevalences of anti-HBc total and HBsAg were 29.4% (229/780) and 3.3% (26/780),
respectively (Table 1). The anti-HBs were detected in 66.5% (135/203) (Table 2).

The anti-HBc total alone was founded in 5,5% (43/780) patients. Among HBsAg-
positive samples, 53.8% (14/26) were HBV DNA-positive. These samples were sequenced
and genotypes A and F were found.

The table 3 shows the results of the univariate analysis that were statistically
significant associations with seropositivity for the anti-HBc total marker.

The risk of acquiring total anti-HBc marker in male was 1.84 times greater than the
risk among the female gender. Applying age as a continuous variable, its association with
seropositivity for anti-HBc total was significant, with an odds ratio of 1.017, i.e. for every
one-year increase in age, there was a 1.7% increase in the risk of HBV infection. Patients who
had been undergoing this treatment for five years or more had a risk of acquiring the virus that
was 1.75 times greater than the risk among patients who had been on hemodialysis for shorter
times.

Situations in which patients had undergone blood or blood product transfusion up to
five times during their lifetimes did not show a statistically significant association with
seropositivity for anti-HBc total. But from six transfusions onwards, the association was
significant, with a risk of infection 2.16 times greater than in cases with up to five

transfusions.
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Reported vaccination against hepatitis B had a protective effect against seropositivity
for total anti-HBc with an odds ratio of 0.18, i.e. protection of 82%, if considered that HBV
exposure occurred after vaccination (table 3).

With regard to drug use, only one patient use injectable drugs and two patients used
cocaine, and thus no calculations on these associations were possible. Tattooing (p = 0.370),
condom use (p = 0.742), kidney transplantation (p = 0.453) and undergoing hemodialysis in
more than one center (p = 0.179) did not present statistically significant associations.

The multivariate model was composed of the variables that presented associations
with seropositivity for hepatitis B with a significance level of less than 20% (p < 0.200). The
variables of age, sex, length of time on dialysis and number of transfusions remained in the
final model. The model did not modify the associations found in the univariate analysis, and
thus the odds ratio was adjusted according to the other variables that made up the model

(Table 4).
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DISCUSSION

The present study found an overall HBV prevalence of 29.3%. This data corroborates
with the findings from other studies conducted in Brazil, which ranged from 29.8 to 55.7%
among hemodialysis patients (Cendoroglo et al. 1995, Teles et al. 1998, Souza et al. 2003,
Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006). These numbers show, even with the advent of the
vaccine, that the hemodialysis units need to avoid the virus dissemination in itself.

The seroprevalence for HBsAg among hemodialysis patients varies between different
localities and presents a correlation with the endemicity of the virus among the general
population of the region (Wong et al. 205). In Brazil, the prevalence of HBsAg ranges from
2.4 to 12% (Teles et al. 1998, Busek et al. 2002, Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004,
Ferreira et al. 2006). From present study found 5,5% of the patients with anti-HBc total alone,
i.e., these patients no longer presented the surface antigen of the virus, although they
presented an immunological footprint that reflected previous contact. These patients would
not yet be immune to the virus. Anti-HBc total-positive found alone may be caused by low-
levels viremia, loss of anti-HBs many years after recovery, or a false positive result (Jinior &
Gongales 2007). The prevalence of total anti-HBc alone in Brazilian regions varies between 2
to 6.7% (Teles et al. 1998, Souza et al. 2003, Carrilho at al. 2004, Ferreira et al. 2006). On the
other hand, in other localities of the world, such as northeastern and southeastern Italy, it was
higher prevalence - 20.8% (Fabrizi et al. 205).

In this research, the samples positives of anti-HBc total alone were retested to check
the possibility of methodological error, but the result remained the same. It is important to

investigate other markers like anti-HBe to analyze the prognosis and the presence of HBV
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DNA in these patients. Although such patients are considered seronegative, they may host the
virus and spread it to the hemodialysis unit.

On entering the hemodialysis unit, all patients are tested for HBsAg and anti-HBs. If
they are positive for anti-HBs, vaccine doses are not administered. On the other hand, if these
patients are negative, they receive doses in accordance with the flow diagram for
hemodialysis patients and, subsequently, their production of antibodies is checked in other
laboratory analyses (Wong et al. 205).

The test for anti-HBs was performed on the patients that were anti-HBc total-positive
but HBsAg-negative, and was found in 66.5% (135/203). However, it was not of the
knowledge of unit or patient the presence of anti-HBc total, therefore the anti-HBs produced
becomes known as a product from immunization. The information from patients about their
vaccination history of hepatitis B presented a protective effect, with the odds ratio less than
one. Nevertheless, the patients who denied vaccination against hepatitis B also showed odds
ratio less than one. This may constitute memory bias about vaccination history.

The use of primers for the S and Core regions shows similar efficiency. Moreover the
S region primers can distinguish the genotypes (Sitnik et al. 2004). The HBV viral load in
these patients tends to be low and stable over time and this may consequently to influence on
DNA detection in the tests (Fabrizi et al. 2008). In this study it was observed that twelve
HBsAg-positive patients did not present positive findings by PCR (S and Core regions). The
ideal would be to carry out monitoring through investigating HBeAg and HBV DNA in these
patients to assess level of active viral replication. The results found corroborated with
literature which showed HBsAg seropositivity in hemodialysis patients without detectable
serum HBV DNA were 11.8% to 58% (Teles et al. 1998, Fabrizi et al. 2003, Souza et al.

2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006 e Moutinho et al. 2006).
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The genotypes A and F found in this present study were similar as the other Brazilian
studies. Carrilho et al. (2004) found genotypes A, D and F, all in hemodialysis patients and in
the health professionals who were caring for them, suggesting a nosocomial transmission.
Nonetheless, this study found only genotypes A and F among hemodialysis patients. A single
patient present genotype F in according to Teles et al. (2002) and Ferreira et al.(2006).

There are few studies reporting the risk factors associated with HBV. Multivariate
analysis from this work revealed that gender, age, length of time on hemodialysis and the
number of transfusions presented statistically significant association with HBV. Male gender
presented a statistically significant association in according to Ferreira et al. (2006) with risk of
1.8 for acquiring HBV. Although Carrilho et al. (2004) founded an association close to the
significance level (p = 0.06).

The length of time on hemodialysis has been shown to be statistically associated with
markers for HBV in several studies (Cendoroglo et al. 1995, Teles et al. 1998, Busek et al.
2002, Souza et al. 2003, Carrilho et al. 2004, Ferreira et al. 2006). The present study
demonstrated that patients who had been on hemodialysis for five or more years had a greater
risk in acquiring B hepatitis than those among patients with shorter periods. Carrilho et al.
(2004) observed a risk of 1.47 for acquiring the virus every month. And others two studies
conducted in Goids found risks of acquiring HBV that were 10.1 and 2.6 times greater among
patients who underwent treatment over periods of three years or more (Teles et al. 1998,
Ferreira et al. 2006).

Although, it was not found in others Brazilian studies, this showed that the risk of

acquiring HBV is higher when the number of blood transfusions increases.
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Considering that 29.2% of the hemodialysis patients positive for the anti-HBc total
marker were not using condoms. Therefore, it is important to point out that need to given
sexual orientation, because hepatitis B is a sexually transmittable infection (STI).

In conclusion, the HBsAg prevalence in hemodialysis studies was low compared with
another Brazilian studies. The findings that length of time hemodialysis is associated with
anti-HBc total seropositivity suggest nosocomial transmission. All units need to rigidly follow

the universal precautions, for reduce viral circulation.
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TABLES

Table 1. Serological markers for hepatitis B among the hemodialysis population at five clinics

in Recife, Pernambuco, between August 2006 and August 2007.

Serological markers N % IC*(95%)
Anti-HBc total
Positive 229 29.4 26.2-32.7
Negative 551 70.6 67.3-73.8
HBsAg
Positive 26 33 2.18 - 4.84
Negative 752 96.4 94.7-97.5
Indefinite 02 0.3 0.08 - 1.04
Total 780 100.0

a: Confidence interval

Table 2. Distribution of the anti-HBs in anti-HBc total positive and HBsAg negative

hemodialysis patients at five clinics in Recife, Pernambuco, between August 2006 and August
2007.

Anti-HBs N % IC(95%)
Positive 135 66.5 59.5-72.9
Negative 43 21.2 15.8-27.4

Indefinite 25 12.3 8.1-174
Total 203 100.0
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Table 3. Variables associated to hepatitis B virus infection in 5 hemodialysis units

Distribution of hemodialysis units of Recife, Pernambuco, between August 2006 and August

2007.
Anti-HBc total
Variables Positive Negative
n % n % OR® (IC)° p-valor
Sex
Female 73 223 255 77.7 1.0 -
Male 156 345 296 65.5 1.84(1.31-2.59) 0.0002
Age group 0.0004
<30 07 9.7 65 90.3 1.0 -
30 -39 36 252 107 74.8  3.12 (1.24 - 8.20) 0.0076
40 - 49 58 36.5 101 63.5 5.33(2.18-13.7) 0.0000
50 - 59 58 29.1 141 809 3.82(1.57-9.71) 0.0009
60 and more 70 33.8 137 66.2 4.74(1.97-11.9) 0.0000
Time of hemodialysis
< 5 years 15 242 329 75.8 1.0 -
> 5 years 124 358 222 642 1.75(1.26-2.42) 0.0003
Number of 0.0004
transfusions
Did not 64 26.1 181 73.9 1.0 -
1-5 115 27.5 303 72.5 1.07 (0.74 — 1.56) 0.6974
6-10 13 433 17 56.7 2.16(0.93 -5.01) 0.0479
11 and more 24 545 20 65.5 3.39(1.67 - 6.90) 0.0001
Hepatitis B
vaccination 0.0000
No 54 62,1 33 37,9 1.0 -
Yes 129 22,7 440 77.3  0.18 (0.11 -0,30) 0.0000
Don’t know 46 37.1 78 62.9 0.36 (0.20 - 0.66) 0.0003
* idade (continua): OR = 1,017 (1,007 — 1,028) p = 0,001
a:0dds Ratio

b: Confidence interval
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Table 4. Model finished of the multiple logistic regression between the age, sex, length of time
on hemodialysis, number of transfusions and seropositivity to anti-HBc total in the hemodialysis

patients at 5 centers in Recife, between August 2006 and August 2007.

Variables OR® IC°(95%) p-valor
Sex
Female 1.00 - -
Male 2.13 1.50-3.5 0.000
Age 1.02 1.01-1.03 0.000

Time of hemodialysis

< 5 years 1.0 - -

> 5 years 1.62 1.15-2.29 0.006

Number of transfusion

Did not 1.0 - -
1-5 1.19 0.82-1.73 0.346
6-10 2.82 1.23-6.41 0.014
11 and more 4.04 2.00-8.19 0.000
a:0dds Ratio

b: Confidence interval

84



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

Artigo II submetido ao Journal of Medical Virology

Infeccao Oculta pelo Virus da Hepatite B em pacientes hemodialisados de Recife,

Pernambuco, Brasil.

Ana Cecilia Cavalcanti de Albuquerque', Maria RosAngela Cunha Duarte Coélho %, Marcilio

Figueiredo Lemos’, Regina Célia Moreira.

! Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), Universidade Federal de Pernambuco,
Rua Prof. Moraes Rego, N°. 1235, Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP.: 50670-901.

2 Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), Rua Prof. Moraes Rego, N°. 1235, Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP.: 50670-
901.

3 Laboratério de Hepatites Virais do Instituto Adolfo Lutz — Sao Paulo, Av. Dr Arnaldo, N°.

355, Cerqueira César, Sdo Paulo-SP, CEP.: 01246-902.

Endereco para correspondéncia:
Rua Saldanha Marinho n. 1479/302
Mauricio de Nassau Caruaru-PE
CEP: 55014-330

Tel. 81-9979 0410

e-mail: anaceciliaprofa@yahoo.com.br

85



Infeccdo Oculta para o HBV e fatores de risco para o HBV ......... Albuquerque, ACC

RESUMO

A persisténcia do genoma do Virus da Hepatite B (HBV) em individuos com o antigeno de
superficie para o HBV (HBsAg) negativo, caracteriza-se como infeccdo oculta. A alta
diversidade de determinantes antigénicos do HBV gera uma preocupagdo em centros de
hemodiélises, pois em alguns casos podem ocorrer mutagdes como supressao na expressao do
gene S. O objetivo desse trabalho foi identificar infec¢ao oculta pelo virus da Hepatite B em
pacientes hemodialisados de 5 clinicas de Recife/PE/Brasil, no periodo de agosto de 2006 a
agosto de 2007. A populacdo estudada foi de 752 pacientes, com uma média de idade de 50 £
15,1 e de ambos os sexos. A coleta sangiiinea foi realizada pela fistula do paciente antes do
tratamento hemodidlitico e as amostras foram encaminhadas em tempo habil de 04 horas ao
laboratdrio para processamento e armazenamento a - 80° C. O DNA-HBV foi analisado por
meio da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) “in house” e as amostras positivas foram
seqiienciadas para a identificacdo do genétipo e pesquisa de mutacdo. A infeccdo oculta foi
identificada em 0,4 % (3/752) das amostras, sendo 33,3% (1/3) para o gendtipo A e 66,7%
para o D. Nenhuma mutacao foi observada nas seqii€ncias virais analisadas. A infeccdo oculta
encontrada na pesquisa mostra a importancia de estudos moleculares, uma vez que, pacientes
considerados HBsAg negativos podem albergar o virus disseminando-o para os demais

pacientes.

Palavras-chaves: Infeccao Oculta, Virus da Hepatite B, hemodialisados, PCR, Genétipo,

Mutagao.
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INTRODUCAO

O virus hepatotréfico da familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus, espécie
virus da hepatite B (HBV) constitui uma importante causa de morbidade e mortalidade em
pacientes hemodialisados (Fabrizi et al. 2008). A relevancia clinica da infeccdo oculta pelo
HBYV, ou seja, HBsAg ausente com presenca do DNA-HBV no soro ou tecido hepatico,
permanece nao esclarecida, havendo apenas dados de prevaléncia em algumas regides
(Fabrizi et al.205). Dados sobre a freqiiéncia da infecc@o oculta no Brasil sdo escassos,
todavia esse nimero varia de 0 a 58% em pacientes hemodialisados em outras regides do
mundo (Oesterreicher et al. 1995, Cabrerizo et al. 1997, Besisik et al. 2003, Minuk et al.
2004, Fabrizi et al. 205, Goral et al. 2006, Kanbay et al. 2006, Siagris et al. 2006).

A infeccdo oculta para o HBV estd associada em alguns casos com a presenga de virus
mutantes. Uma modifica¢do na expressao do gene S do HBV, pode torna o marcador HBsAg
indetectavel nas técnicas utilizadas (Raimondo et al. 2006). Pacientes hemodialisados que
apresentam este tipo de infeccdo podem disseminar o HBV para outros pacientes e
profissionais, por isso técnicas moleculares para a pesquisa sérica do DNA-HBV deveriam ser
implantadas (Minuk et al. 2004). Os objetivos deste estudo foram: pesquisar a infec¢ao oculta
para o virus da hepatite B; genotipar o HBV e identificar a presenca de mutagdes nessa regido

em pacientes hemodialisados de 5 Clinicas da cidade de Recife, Pernambuco, Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Tipo de Estudo — Foi realizado um corte transversal descritivo para investigar uma

determinada popula¢do em um dado momento do tempo.

Populacao — Foram estudados 752 hemodialisados atendidos sistematicamente em 5 unidades

de didlise, no periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007.

Centros de Dialise — Para manter em anonimato as clinicas estudadas, as mesmas foram
identificadas por letras do alfabeto de A a E, com uma média de pacientes que realiza
hemodiélise por més de 45, 40, 248, 300 e 250. Cada paciente realiza o tratamento trés vezes
por semana com duragdo de quatro horas. Nos centros A e B é realizada em dois turnos e nos
centros C, D e E em trés. Os pacientes HBsAg reagentes realizam o tratamento em salas
separadas dos demais e os filtros (dialisadores) sdo reprocessados em salas separadas dos

pacientes nio reagentes.

Amostras séricas — Um total de 752 amostras de sangue foi coletado pelos auxiliares de
enfermagem das unidades estudadas e encaminhadas em tempo hébil de quatro horas ao setor
de Virologia do LIKA, para precessamento e armazenamento do soro. O sangue de cada
paciente foi obtido antes do tratamento hemodialitico, para evitar inativacdo da Taq

polimerase pelo anticoagulante utilizado. Os soros foram armazenados a - 80 °C.
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Preparaciao dos ‘““‘Pools” - As amostras que apresentarem um resultado de anti-HBc total
reagente foram analisadas individualmente 201 soros que apresentavam o anti-HBc total
positivo. As 551 amostras restantes, que nao apresentaram marcador de infeccdo, foram

organizadas em 55 “pools” com 10 amostras em cada.

PCR - Para a amplificacdo das regides S e do Core do HBV, foi utilizada a técnica da nested-
PCR, conforme descrito por Kaneko et al. (1989), com algumas modificacdes (Sitnik et al.
2004). O DNA viral foi extraido com fenol e isotiocianato de guanidina e a regido S foi
amplificada por meio de iniciadores FHBS1 (5 *- GAG CTC TCT AGA GTG GTG GAC
TTC - 3°) e RHBSI (5 - AAA TKG CAC TAG TAA ACT GAG CCA - 3" ) na primeira
rodada da reacdo. A segunda amplificacdo foi realizada utilizando os iniciadores FHBS2 (5 *-
CGT GGT GGA CTC CTT TCA ATT TTC - 3°) e RHBS2 (5 *- CCG ARG AGA AAC GGR
CTG AGG CCC -* 3). As amostras que apresentaram um resultado da PCR negativa pela
regido S do virus foram testadas utilizando iniciadores para regiao do Core, 2032R (5" - CTG
ACT ACT AAT TCC CTG GAT GCT GGG TCT - 3’) e 1763 (5° - GCT TTG GGG CAT
GGA CAT TGA CCC GTA TAA - 3°) na primeira PCR. Para a segunda amplificacdo, os
iniciadores 1778-E (5° - GAC GAA TTC CAT TGA CCC GTA TAA AGA ATT - 3%) e
2017R-B (5" - ATG GGA TCC CTG GAT GCT GCC TCT TCC AAA - 3%) foram utilizados.
Amostras de dgua destilada foram inseridas como controle de possiveis contaminagdes das

reacoes.
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Seqiienciamento Reacdo - Para a caracterizacdo de cepas virais, as amostras foram
seqiienciadas por PCR, de acordo com o método de Sanger et al. (1977) utilizando a ABI
Prism BigDye Terminator ™ Kit (PE Aplicada biossistemas, Foster City, Califérnia, E.U.A.),

em seqiienciador automético ABI Prism 377.

Anadlise das seqiiéncias - A classificacdo dos genétipos foi realizada pela comparacdo do
alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos obtidas a partir das seqii€éncias de nucleotideos do
gene S do estudo, com seqii€ncias ja conhecidas dos diferentes genétipos do HBV depositadas
no Genbank. Para esta andlise foram utilizados os programas EditSeq e Megalign do pacote
DNAstar (Lasergene Inc., Madison, WI, EUA). A classificacdo dos genétipos foi confirmada
pela ferramenta Genotying disponivel no site do NCBL

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) (Rozanov et al. 2004).

Mutacdao para o HBV - Mutagdes para a Regido S foram pesquisadas utilizando os

programas EditSeq e Megalign do pacote DN Astar (Lasergene Inc., Madison, WI, EUA).

Analise estatistica — Os dados foram analisados pelo Epi-info 6.0 e foi realizada a andlise

descritiva da infec¢do oculta, a partir da tabela de distribuicdo da freqiiéncia absoluta e

relativa.
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Consideracdes éticas - A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal de Pernambuco sob o

Registro CEP/CCS/UFPE N° 069/06.
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RESULTADOS

A infeccdo Oculta foi encontrada em 0,4% (3\752) dos pacientes, utilizando os

iniciadores para regiao S (tabela 1).

Tabela 1. Prevaléncia da infeccdo oculta nos hemodialisados de 5 clinicas de Recife,

no periodo de agosto de 2006 a agosto de 2007, segundo a positividade para o DNA-HBV.

DNA-HBV
N %
Positivo 03 0,4
Negativo 749 99.6
752 100
Total

Os soros que foram retestados com iniciadores para regido do core, ndo mostraram
positividade.

As amostras HBV-DNA positivas foram seqiienciadas e os gendtipos A e D foram
encontrados em 33,3% (1/3) e 66,7% (2/3), respectivamente. Nos “pools” das amostras
soronegativas para os marcadores soroldgicos nao foi identificado DNA-HBV.

O perfil soroldgico dos pacientes com a infec¢do oculta foi: 02 pacientes com anti-
HBc total + anti-HBs reagentes e 01 paciente com anti-HBc total isolado.

Nao foi encontrada mutagdo para regido S do virus nas amostras DNA-HBV positivas.
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DISCUSSAO

A infec¢@o oculta para o HBV foi pesquisada em varias populacdes principalmente
aquelas que apresentam fatores de risco para a infeccao.

No Japao 45% de usudrios de drogas e 51% de hemofilicos foram DNA-HBV
positivos e HBsAg ndo reagentes; em pacientes Iranianos HIV positivos esse percentual
variou de 0 a 89% e nos africanos portadores de hepatocarcinoma a prevaléncia da infeccao
oculta foi de 75,7% (Hofer et al. 1998, Nunez et al. 2002, Goncales et al. 2003, Santos et al.
2003, Torbenson et al. 2004, Toyoda et al. 2004, Filippini et al. 2006).

Em pacientes hemodialisados esse nimero varia de 0 a 58% em paises como Canada,
Turquia, Itdlia, Grécia e Espanha (Cabrerizo et al. 1997, Besisik et al. 2003, Minuk et al.
2004, Fabrizi et al. 205, Goral et al. 2006, Kanbay et al. 2006, Siagris et al. 2006).

No Brasil hd uma falta de dados da infeccdo oculta para o HBV em pacientes
hemodialisados, portanto este estudo mostra resultados pioneiros em Pernambuco.

O numero de pacientes com infeccdo oculta para o HBV em um estudo pode ser
influenciada pela sensibilidade da técnica de biologia molecular utilizada, caracteristicas
virolégicas e tamanho da amostra da populagdo estudada (Fabrizi et al. 2005).

Trabalhos mostram que quanto maior a sensibilidade da PCR utilizada, maiores sdo as
chances de detectar o DNA viral, mesmo na presenca de cargas virais baixas (Kao et al. 2002,
Germanidis & Pawlotsky 2007). A técnica utilizada no presente trabalho com iniciadores para
regido S, mostrou ter a mesma sensibilidade da PCR realizada com iniciadores para regido do
Core, além de permitir distinguir os genétipos do virus (Sitnik et al. 2004). O limite de

deteccao para o DNA-HBYV por esta técnica é de: 300 copias/mL.
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A alta diversidade de determinantes antigénicos do HBV gera preocupagao em centros
de hemodidlises. Pacientes podem apresentar mutagao na regidao S do virus, como a do tipo
sG145R, na qual ocorre uma modificagdo no determinante antigé€nico “a” e com isso o anti-
HBs nao consegue neutralizar o virus. Casos isolados de mutantes com variagdo nessa regiao
tém sido selecionados tanto por vacinagdo como por imunoprofilaxia em transplantados
(Barone 2007). Nos pacientes com infeccdo oculta ndo foi encontrado mutagdo na regiao S do
virus. Entretanto isso pode ser explicado pela formacao de imunocomplexo HBsAg-anti-HBS,
levando a uma diminuicdo deste marcador (Hu 2002).

Trabalhos mostram que pacientes com anti-HBc total e/ou anti-HBs positivos podem
apresentar infeccdo oculta. Minuk et al. (2004), estudando hemodialisados do Canada
verificaram infeccdo oculta em 3,8% (09/239) dos pacientes, desses 04 eram anti-HBs
positivo e 03 ndo apresentavam marcador soroldgico. Entretanto, segundo alguns autores, ha
uma maior chance de encontrar infec¢do oculta em pacientes com marcadores de infec¢do
prévia para o HBV, do que em soronegativos (Fukuda et al. 1996, Attallah et al. 1998,
Berasain et al. 2000, Chemin et al. 2001, Chaudhuri et al. 2004).

Poucos trabalhos identificam os gendtipos do HBV em pacientes hemodialisados com
infeccao oculta. Nesse estudo, os genétipos encontrados foram A e D, sendo semelhantes aos
achados de Weinberger et al. (2000), com freqii€éncia de 61% e 53% para os gendtipos A e D,
respectivamente. Esses mesmos gendtipos foram relatados também em doadores de sangue
com infeccao oculta para o HBV (Candotti et al. 2008).

A infec¢do oculta encontrada foi baixa, todavia corroborou com outros estudos. Os
marcadores sorolégicos avaliam bem a infeccao pelo HBV, porém deve-se ter sempre o

respaldo de testes moleculares para a verificacdo de possiveis infeccdes ocultas e dos
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genotipos do virus. A identificagdo de pacientes com infeccdo oculta para o HBV deve ser
ampliada a outras clinicas do Estado, como também em outras regides, para que medidas
como a utilizacdo da PCR, possam ser inseridas nas precaug¢des universais adotadas

rotineiramente nas clinicas de hemodialise.
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ABSTRACT

Persistence of the genome for the hepatitis B virus (HBV) in individuals who are negative for
the surface antigen for HBV (HBsAg) reflects occult infection. The high diversity of antigen
determinants of HBV is of great importance in hemodialysis centers. The aim of this study
was to identify occult HBV infection among hemodialysis patients at five clinics in the city of
Recife, Pernambuco, between August 2006 and August 2007. The study population (n = 752),
of mean age 50 + 15.1 years and both sexes, underwent blood collection through the patient’s
fistula prior to hemodialysis. The samples were promptly sent (within four hours) to the
laboratory for processing and storage at - 80° C. They were investigated for HBV-DNA by
means of the in-house PCR technique. Subsequently, the positive samples were sequenced to
identify the genotype and investigate any mutations. The occult infection was found in 0.4%
(3/752). The genotypes A (33.3%; 1/3) and D (66.7; 2/16) were found in this population. No
mutations in S region were found. The study corroborated the findings from other studies in
the literature. Molecular studies on HBV have fundamental importance, since they show
patients who clinically are considered negative but in reality host the virus, and who have the

ability to spread it to other patients.

Key Words: Occult Infection, Hepatitis B virus, Hemodialysis, PCR, Genotype, Mutation.
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INTRODUCTION

The hepatitis B virus (HBV), a species of hepatotrophic virus in the genus
Orthohepadnavirus, Hepadnaviridae family, is the major cause of morbidity and mortality
in hemodialysis patients (Fabrizi et al. 2008). The clinical significance of occult HBV
infection, i.e. absence of HBsAg with presence of HBV-DNA in serum or liver tissue,
remains controversial. Prevalence data is only available for certain regions (Fabrizi et al.
205). The occult infection rate ranges from 0 to 58% among hemodialysis patients
(Oesterreicher et al. 1995, Cabrerizo et al. 1997, Besisik et al. 2003, Minuk et al. 2004,
Fabrizi et al. 205, Goral et al. 2006, Kanbay et al. 2006, Siagris et al. 2006).

Determination of any mutations caused by the high diversity of certain antigens for
HBYV is of great importance in hemodialysis centers (Stinik et al. 2004). In some cases, occult
HBYV infection is associated with mutant viruses that give rise to suppression of S gene
expression, such that the HBsAg marker becomes undetectable to the techniques that are used
(Raimondo et al. 2006). Hemodialysis patients who present occult HBV infection may spread
the virus to other patients and health professionals and, therefore, tests to investigate HBV-
DNA for all patients are an important precaution (Minuk et al. 2004).

The aims of the present study were to identify occult HBV infection among
hemodialysis patients at five hemodialysis units in the city of Recife, Pernambuco, Brazil; to
genotype the viral DNA in positive samples, using primers for the S region of the virus; and

to identify the presence of any mutations in the viral genome.
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MATERIAL AND METHODS

Type of study — A cross-sectional study was carried out to investigate a population at

moment of the time.

Population — A population of 752 hemodialysis patients with negative HBsAg was analyzed,

between August 2006 and August 2007.

Dialysis centers — The study was conducted in five dialysis units in the city of Recife, in
northeastern Brazil, between August 2006 and August 2007. To maintain the anonymity of
the clinics studied, they have been identified by means of letters of the alphabet. The mean
numbers of patients who were undergoing hemodialysis at these clinics every month were: A
(45), B (40), C (248), D (300) and E (250). Each patient was receiving treatment three times a
week. At centers A and B, treatment was performed in two shifts and in centers C, D and E in
three shifts. Each shift comprised one four-hour period of treatment. The HBsAg-positive
patients received their treatment, and the filters (dialyzers) for these patients were processed,

in rooms that were separate from where the HBsAg-negative patients were treated.

Serum samples — A total of 752 serum samples was evaluated to investigate the genetic
material of the virus. The blood was obtained from each patient before hemodialysis, in order

to avoid inactivation of the Taq polymerase through the anticoagulant that was used. The 230
serum samples were evaluated individually because they presented a marker for HBV, while

the remaining 551 were organized into pools because they did not present any marker for
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previous contact with the virus. Fifty-five pools of ten samples each were produced. The

samples were stored at - 80 °C.

Preparation of '"Pools" - Samples that show a result of anti-HBc total reagent were
individually analyzed 201 sera that had anti-HBc total positive. The remaining 551 samples,

which showed no markers of infection, were organized into 55 "pools" with 10 samples each.

PCR - For amplification S and C regions of HBV were used the nested-PCR as described by
Kaneko et al. (1989), with some modifications (Sitnik et al. 2004). HBV- DNA detection
using PCR was performed on 26 HBsAg-positive samples. The DNA was extracted from
serum using a solution of phenol and guanidine isothiocyanate. The primers FHBS1 (5’ -
GAG CTC TCT AGA GTG GTG GAC TTC - 3’) and RHBS1 (5’ - AAA TKG CAC TAG
TAA ACT GAG CCA - 3’°) were used for the first round of amplification. For the second
amplification, the primers FHBS2 (5’ - CGT GGT GGA CTC CTT TCA ATT TTC - 3’) and
RHBS2 (5° - CCG ARG AGA AAC GGR CTG AGG CCC - 3’) were used. The samples that
presented a PCR result that was negative for the S region of the virus underwent a second test
using primers for the core region, 2032R (5 - CTG ACT ACT AAT TCC CTG GAT GCT
GGG TCT - 3’) and 1763 (5" - GCT TTG GGG CAT GGA CAT TGA CCC GTATAA -3%)
at first PCR. For second amplification, the primers 1778-E (5° - GAC GAA TTC CAT TGA
CCC GTA TAA AGA ATT - 3%) and 2017R-B (5" - ATG GGA TCC CTG GAT GCT GCC
TCT TCC AAA - 3%) were utilized. Water samples were used as negative controls for each

reaction, in order to exclude possible occurrences of cross-contamination.
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Sequencing reaction — To characterize the virus strains, the samples were sequenced using
the PCR product, in accordance with the method of Sanger et al. (1977), using the ABI Prism
BigDye Terminator™ Kit (PE Applied Biosystems, Foster City, California, USA), in an ABI

Prism 377 automatic sequencer.

Sequence analysis — The genotypes were classified by comparing the alignments of the
amino acid sequences that were obtained from the nucleotide sequences of the S gene in this
study with other known sequences from different HBV genotypes kept in the Gene Bank,
using Edit Seq MegAlign and software in the DNAstar package (LaserGene, Inc.). The
genotype classifications were confirmed by means of the Genotyping tool, which is available

on the NCBI website: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi)

(Rozanov et al. 2004).

HBYV Mutation - Mutations of the S region were investigated in the amino acid sequences
obtained from the loci 100, 122, 123, 126, 129, 130, 133, 141, 142, 144, 145 and 149. For this
analysis, the EditSeq and Megalign software from the DNAstar package was used (Lasergene

Inc., Madison, WI, USA).

Statistical analysis - The data were analyzed by Epi-Info 6.0 and occult HBV infection

descriptive analysis was performed using table absolute and relative distribution frequency.

Ethical matters — The protocol for this study was submitted to and was granted approval by

the research ethics committee of the Health Sciences Center of the Federal University of

Pernambuco under registration number CEP/CCS/UFPE 069/06.
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RESULTS

Occult infection was found in 0.4% (3/752) of the patients utilizing primers S region
(table 1). Samples there were no positive when re-tested with primers core region.

The HBV-DNA-positive samples were sequenced and the genotypes A and D were
found in 33,3% (1/3) and 66,7% (2/3), respectively on the analysis viral sequences. HBV-
DNA was not found in the pools of HBV-seronegative samples.

The patients who presented occult infection had the following profiles of serological
markers for HBV: two patients were positive for anti-HBc total + anti-HBs and one patient
was positive for anti-HBc total alone.

No mutations relating to S region were found in the HBV-DNA-positive samples.
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DISCUSSION

Occult HBV infection has already been investigated in several populations,
particularly in groups with risk factors for this infection.

In Japan, 45% of drug users and 51% of hemophiliacs were found to be HBV-DNA-
positive and HBsAg-negative; the percentage ranged from 0 to 89% among HIV-positive
Iranian patients and Among African patients with liver cancer, 75.7% were found to present
occult HBV infection (Hofer et al. 1998, Nunez et al. 2002, Goncales et al. 2003, Santos et al.
2003, Torbenson et al. 2004, Toyoda et al. 2004, Filippini et al. 2006).

Among hemodialysis patients, this figures ranged from O to 58% in countries such as
Canada, Turkey, Italy, Greece and Spain (Cabrerizo et al. 1997, Besisik et al. 2003, Minuk et
al. 2004, Fabrizi et al. 2005, Goral et al. 2006, Kanbay et al. 2006, Siagris et al. 2006).

There is a lack of data on occult HBV infection in Brazil in hemodialysis patients,
therefore this study shown pioneering results in Pernambuco.

The number of patients with occult HBV infection found in any given study may be
influenced by the sensitivity of the molecular biology technique used, virological
characteristics and population sample size studied (Fabrizi et al. 2005).

The greater the sensitivity of the PCR technique used is, the greater the chance of
detecting viral DNA will be, even with low viral loads (Kao et al. 2002, Germanidis &
Pawlotsky 2007). The PCR for investigating HBV-DNA that was used in the present study
was initially performed using primers for the S region, since PCR on this region had been
shown to have the same efficiency as PCR on the core region, as well as making it possible to
distinguish between viral genotypes (Sitnik et al. 2004). For samples that had been shown to

be negative for the S region, PCR was performed using primers for the core region. However,
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there was no increase in the percentage of positive findings of HBV-DNA. The detection limit
for HBV-DNA in the tests used was 300 copies/ml.

The high diversity of antigenic determinants for HBV is of concern for hemodialysis
centers because patients who are negative for HBsAg may carry HBV-DNA because of
mutations (Carrilho et al. 2004). For example, with type sG145R, the antigenic determinant
“a” of HBV is lost and thus, anti-HBs is unable to neutralize the virus. Isolated cases of
mutants with variation in this region have been selected either by vaccination or by
immunoprophylaxis in transplanted (Barone 2007). In the present study, no mutations were
found in the S region in the amino acid sequences analyzed. Therefore these results can to be
explained because antibody response usually facilitates HBV clearance, but persistent
circulating HBV-containing immune complex may cause a status of HBsAg negative viraemia
(Hu 2002).

Studies shown among the patients with anti-HBc total and/or anti-HBs positives can to
present occult infection. Minuk et al. (2004), who found that 3.8% (9/239) of the
hemodialysis patients at an urban center in Canada presented occult infection. Of these, four
were positive for anti-HBs and three did not present any serological marker. However there is
a greater chance of finding occult infection in patients with previous markers for HBV
infection than in seronegative individuals (Fukuda et al. 1996, Attallah et al. 1998, Berasain et
al. 2000, Chemin et al. 2001, Chaudhuri et al. 2004).

Few studies have identified the genotyping among hemodialysis patients around the
world. The findings of genotypes A and D in the present study was similar to the results from
Weinberger et al. (2000), who find an frequency of 61% and 53% to A and D genotypes,
respectively. These same genotypes were related in blood donors with occult HBV infection

(Candotti et al. 2008).
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In conclusion, the occult HBV infection was low, however corroborated with another
studies. The serological markers evaluated HBV infection well, but always needed the
backing of molecular tests in order to check on possible mutations and genotypes of the virus.
Identification of patients with occult HBV infection needs to be expanded to other clinics in
the State, and also to other regions, so that measures such as the use of PCR can be

implemented in the universal precautions adopted routinely in these health establishments.
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TABLE

Table I. Occult HBV infection frequency in hemodialysis in five clinics, between

August 2006 and August 2007, according to HBV-DNA positivity.

HBV-DNA
N %
Positive 03 0,4
Negative 749 99,6
752 100
Total
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Conclusoes

e O virus da hepatite B ainda circula em algumas clinicas de hemodidlise;

¢ A endemicidade do HBsAg € intermedidria;

¢ A infec¢do oculta foi observada na populacao estudada;

e Nao houve mutagdo na regido S do HBV;

e Qs gendtipos encontrados foram o A, D e F, semelhante a populacao geral;

e O sexo, idade, tempo de hemodidlise e nimero de transfusdes € que estd mais

estreitamente associada com a soropositividade para o anti-HBc total.
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Recomendacoes/Perspectivas

Seria relevante se o trabalho fosse estendido para outras unidades de didlise da regido
e cidades vizinhas para se ter uma melhor estimativa do estado.

O estudo mostrou que ainda deve haver uma preocupacgao quanto a circulagdo do virus
em unidade de hemodidlise mesmo com o advento da vacina. A realizacdo dos marcadores
sorolégicos para o HBV avalia de forma satisfatéria os pacientes dentro das unidades de
hemodiélise. Todavia o respaldo de técnicas moleculares poderia evidenciar pacientes com
infeccdo oculta.

Diante dos achados na literatura seria relevante avaliar a infec¢do oculta para o HBV
em relacdo aos pacientes portadores de infeccao pelo HCV nas unidades estudadas.

Os resultados de trabalhos epidemioldgicos sdo importantes para avaliar o perfil do
HBV em clinicas de didlise. Assim, se forem observados resultados fora dos padrdes
habituais, mudancas podem ser realizadas, a fim de melhorar a qualidade de vida desses

pacientes.
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APENDICES
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QUESTIONARIO

NUMERO:

Data da entrevista:
Registro do Prontuério:
Qual o seu nome:

Qual o seu endereco:

Qual a data do seu nascimento:
Idade em anos:

(1- <30 anos, 2- 30 a 39, 3- 40 a 49, 4- 50 a 59, 5- > 60)

Sexo:

(1-masculino, 2-feminino.)

Qual o seu estado civil:

(1-solteiro, 2-casado, 3-separado, 4- vitivo)

Qual a sua ocupacao:
Ha quanto tempo faz diélise:

(1- < de 05 anos e 2- > de 05 anos)

Ja fez transplante renal?

(1-Sim, 2- Nao)

Vocé € vacinado para Hepatite B?

(1- Sim, 2- Nao, 3- Ignorado)

Voceé ja recebeu transfusao sangiiinea e/ou hemoderivados (plaquetas, fatores de
coagulacdo,...):

(1- Sim, 2- Nao)



Quantas:

(1- 1-5, 2- 6-10, 3- > 10, 4- Ignorado)

Ja fez alguma tatuagem:

(1- Sim, 2- Nio)

Voceé ja usou ou usa droga injetavel:

(1-Sim, 2- Nio)

Cocaina intranasal com canudo:

(1-Sim, 2- Nao)

Voceé usa preservativo (camisinha) nas praticas sexuais?

(1- Usa todas as vezes, 2 - usa as vezes, 3- ndo usa, 4- nunca teve relacao)

Vocé sempre realizou hemodidlise nesta clinica?

(1-Sim, 2- Nao)

RESULTADOS

SOROLOGIA (ELISA):
HBsAg:

anti-HBc total:
anti-HBs:

PCR:HBV-DNA:

SEQUENCIAMENTO:
Gendtipo:

Subtipo:

Mutagao:
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Short Communications. Short Communications are reports on a single subject which should
be concise but definitive. Pairs or sequences of papers will not be allowed. The scope of this
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subjects of interest to the readers of the Journal. It should contain: an abstract of no more
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Communication.



Instructions To Authors

INSTRUCTIONS FOR CONTRIBUTORS

AIMS AND SCOPE. Journal of Medical Virology provides a means of rapid publication of original
scientific papers on fundamental as well as applied research concerning viruses affecting humans.
These include reports describing the characterisation, diagnosis, epidemiology, immunology and
pathogenesis of human virus infection, as well as basic studies on virus morphology, genetics,
replication and host-cell interactions.

MANUSCRIPTS should be submitted via the on-line system at http://mc.manuscriptcentral.com/jmv
. Please note: This journal does not accept Microsoft WORD 2007 documents at this time. Please use
WORD’s "Save As" option to save your document as an older (.doc) file type. Authors may select an
Editor to process the manuscript: Professor Arie J. Zuckerman, c/o Editorial Office, University
College London Medical School, Royal Free Campus, Rowland Hill Street, London NW3 2PF, UK;
or Dr Brian W.J. Mahy, c/o Mailstop C12, National Center for Infectious Diseases, Centers for
Disease Control and Prevention, 1600 Clifton Road, Atlanta, GA 30333, USA. Manuscripts should
be typed double spaced throughout, with line numbering. Number all pages in sequence and begin
each section on a new page. Manuscripts should be divided into the following sections:

TITLE PAGE. This should contain the complete title of the paper; the names, titles, and affiliations
of all authors (lists of degrees and diplomas should not be included); the institution at which the
work was performed; the name, address, telephone, and fax number for all correspondence; and a
shortened title, not more than 40 characters, to be used as a running head.

ABSTRACT. This should be a factual condensation of the entire work and include statements of the
problem, method of study, results, and conclusions. The abstract may not exceed 250 words.

KEY WORDS. Supply a list of three to six key words (without repeating words in the title),
pertinent to the article, which will appear below the abstract and will be included in the index at the
end of the volume.

VIRUS NOMENCLATURE. Each virus should be identified at least once, preferably in the
Introduction or Materials and Methods section, using formal family, genus, and species terms, and
where possible by using a precise strain designation term as developed by an internationally
recognized specialty group or culture collection. Please note that the word type is not used before
species designations that include a number. Formal terms used for virus families, genera, and
species, should be those approved by the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV):
Van Regenmortel, M.H.V., Fauquet, C.M., Bishop, D.H.L., Carstens, E.B., Estes, M.K., Lemon,
S.M., McGeoch, D.J., Maniloff, J., Mayo, M.A., Pringle, C.R., and Wickner, R.B. Virus Texonomy,
Classification and Nomenclature of Viruses, Seventh ICTV Report, Academic Press. This volume
also includes standard abbreviations for species. Once formal taxonomic names have been given in a
paper, vernacular terms may be used.

Formal taxonomic nomenclature
In formal taxonomic usage, the first letters of virus order, family,subfamily, genus and species
names are capitalized and the terms are printedin italics. Other words in the species name are not
capitalized unless theyare proper nouns or parts of nouns, for example West Nile virus . Informal
usage, the name of the taxon should precede the term for the taxonomicunit; for example: "the family

Paramyxoviridae ," "the genus Morbillivirus ."The following represent examples of full formal
taxonomic terminology:
1 Order Mononegavirales ,Family Rhabdoviridae , genus Lyssavirus , Species Rabies
virus .
2 Family Poxviridae ,subfamily Chordopoxvirinae , genus Orthopoxvirus , species

Vaccinia virus



3 Family = Picornaviridae  ,genus  Enterovirus ,  species  Poliovirus
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia
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Baixar livros de Servico Social
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