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RESUMO

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) € um problema global de saude
publica e estima-se que mais de dois bilhdes de individuos estejam infectados
por HBV em todo o mundo. Entre eles, aproximadamente 240 milhdes estado
cronicamente infectados e 780 mil vém a 6bito em consequéncia desta
infeccdo. O diagndstico laboratorial da hepatite B € realizado através da
pesquisa de antigenos e anticorpos no soro/plasma. A hepatite B oculta é
definida pela presenca de HBV-DNA na auséncia de antigeno de superficie
(S), com ou sem anticorpos detectaveis. Estudos apresentam valores variados
de prevaléncia da infeccéo pelo HBV em pacientes portadores do HIV, porém
coinfec¢bes HBV/HIV sdo bastante comuns devido a terem as mesmas vias
de transmissao, sendo frequentemente descritos casos de hepatite B oculta
em portadores do HIV. O objetivo deste estudo foi identificar a infeccéo pelo
HBV em pacientes portadores do HIV em um grupo de pacientes atendidos
no SUS, assim como pesquisar a hepatite B oculta e estimar a prevaléncia de
coinfeccdes HBV/HIV neste grupo. Participaram do estudo 232 pacientes
portadores do HIV, sendo 202 em tratamento com antirretrovirais e 30 virgens
de tratamento. As amostras de plasma foram submetidas a testes soroldgicos
(HBsAg, anti-HBs e Anti-HBc) e PCR em Tempo Real para deteccéao e
guantificacdo do HBV-DNA. Os resultados demonstraram que 36,6% (85/232)
dos pacientes apresentavam marcadores de exposicdo ao HBV, dos quais
11,8% (10/85) apresentavam HBsAg e/ou HBV-DNA detectados. Esses
valores caracterizam prevaléncia de coinfec¢cdo HBV/HIV de 4,3% (10/232) no
grupo estudado. Do total, 34,5% (80/232) dos participantes encontravam-se
susceptiveis a infec¢do, pois ndo apresentaram marcadores sorolégicos para
o HBV. Anti-HBs isolado foi positivo em 28,9% (67/232), o que caracteriza
imunizacdo. Entre os pacientes virgens de tratamento, 10% (3/30) foram
identificados como portadores de hepatite B oculta, pois as amostras
apresentaram HBV-DNA em baixas concentracfes e auséncia de HBsAg. Os
resultados apresentaram alta prevaléncia da hepatite B em pacientes

portadores do HIV e também demonstram a importancia da associagdo de



técnicas laboratoriais no diagndstico da hepatite B. A técnica de PCR em
Tempo Real, foi uma importante ferramenta utilizada no estudo, pois através
dela foi possivel o conhecimento de casos de hepatite B ndo evidenciados
pela sorologia. O diagnostico da hepatite B em portadores do HIV,
principalmente os casos ocultos, pode auxiliar na administracdo da terapia,
guando indicada, além de identificar potenciais transmissores do HBV nao
detectados nos testes mais comuns de laboratério. Nestes casos, 0 uso da
PCR em Tempo Real como ferramenta de diagnéstico, pode subsidiar acbes
de vigilancia e controle da transmissao do HBV.



ABSTRACT

Hepatitis B virus (HBV) infection is a global health problem. It is estimated that
two billion people are infected with HBV around the world. Among them, it is
possible that chronic infection affects 240 million people and 780,000 die due
this infection. Hepatitis B laboratory diagnosis is accomplished by antigens and
antibodies research in serum/plasma. Occult hepatites B is defined like the
presence of HBV DNA in the serum/plasma of individuals testing HBSAg
negative, with detectable or undetectable antibodies. Several studies report
different values of prevalence of HBV infection in HIV patients. HBV and HIV
co-infections are common because of the same transmission routes of both
virus. Occult hepatitis B is often described in HIV patients. The aim of the study
was to find HBV infection in in a group of HIV patients treated at SUS, identify
the occult hepatitis B virus infection and estimate the prevalence of HBV/HIV
co-infections in this group. The study included 232 patients with HIV, of which
202 on antiretroviral therapy and 30 treatment-naive patients. Plasma samples
were assayed for HBsAg, anti-HBs and anti-HBc serological markers and Real
Time PCR for detection and quantification of HBV-DNA. The results indicated
that 36.6% (85/232) of the patients had HBV exposure serological markers, of
which 11.8% (10/85) had HBsAg and/or HBV-DNA detected. These values
characterize a HBV/HIV co-infection prevalence of 4.3% (10/232) in this group.
Among the no treated individuals, 10% (3/30) had occult HBV infecion due to
detection of HBV-DNA in low concentrations and HBsAg non-detected in their
samples. Of all individuals, 34.5% (80/232) showed no serological markers
and were therefore suscepitveis to HBV infection. Anti-HBs alone was positive
in 28.9% (67/232) which features vaccination. The results indicated a high
prevalence of hepatitis B in HIV patients and also highlighted the importance
of the association of laboratory techniques in the diagnosis of hepatitis B. The
Real Time PCR was an important tool in this study, because through this
technique was possible the knowledge of cases of hepatitis B not evidenced
by serology. The diagnosis of hepatitis B in HIV patients, especially the occult

cases, may assist in the administration of therapy if it is indicated, and identify



potential transmitters of HBV not detected in the most common laboratory
tests. In these cases, the Real Time PCR as a diagnostic tool, can support
surveillance and thus, the control of transmission of HBV.
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1. INTRODUCAO

O processo inflamatorio das células hepéaticas (hepatdcitos) pode ser
provocado por diversos fatores, como alteracdes genéticas, disfuncdes
metabdlicas, exposicdo a agentes infecciosos, medicamentos ou substancias
toxicas, ocasionando hepatite. Esta doenca pode ocasionar a perda de funcéo
do tecido hepatico, levando a graves complicacdes a saude do individuo
(Pereira et al., 2006a).

A causa mais comum da ocorréncia das hepatites é a infecc¢éo viral,
gue pode ser assintomatica ou decorrer desde manifestacdes clinicas
inespecificas, doenca hepatica aguda autolimitada a infeccbes crbnicas.
Cinco tipos distintos de virus causadores de hepatites foram descritos até o
momento sendo A, B, C, D, E. Aléem desses, outros virus como o G e as
variantes TT e SEN foram relacionados com doencas hepaticas, mas estudos
complementares ainda sdo ndo necessarios para que estas evidéncias sejam
confirmadas (Poovorawan et al., 2002; Fonseca, 2010). Em mais de 80% dos
casos, o carcinoma hepatocelular (HCC) esta associado com a cirrose
hepatica, provocada principalmente devido a infec¢bes crénicas por virus da
hepatite B (HBV) e/ou virus da hepatite C (HCV) (Guyot et al., 2006).

O presente estudo discorre sobre o diagndstico das infecées por HBV
em individuos portadores de HIV devido a importancia epidemiolégica dos
casos de coinfec¢do HIV/HBV.

A infeccdo pelo virus da hepatite B (HBV) é um problema global de
salude publica. Estima-se que mais de dois bilhdes de ja se infectaram por
HBV em todo o mundo e, entre eles, aproximadamente 240 milhdes estédo
cronicamente infectados. Cerca de 780.000 pessoas vém a o6bito todos os
anos devido a consequéncias agudas ou crénicas ocasionadas pela infeccéo
por HBV (WHO, 2015a).

A prevaléncia de infec¢do pelo HBV no mundo é muito variada. As
regibes com maior prevaléncia desta infeccdo s&o a Africa Subsaariana e a
Asia Ocidental e calcula-se que entre 5-10% da populacdo adulta esté

cronicamente infectada. No Oriente Médio e Subcontinente Indiano, acredita-
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se que 2-5% da populacdo apresente infeccdo cronica pelo HBV. A
prevaléncia de infec¢do por HBV na Europa Ocidental e na América do Norte
€ menor que 1% e na Regido da Oceania e América Latina, préximo de 2%
(WHO, 2015a; WHO, 2015b).

Em todo o mundo, cerca de 34 milhdes de pessoas vivem com HIV.
O continente africano (em particular a Africa Subsaariana) é a regido mais
afetada, com cerca de 25 milhdes de portadores de HIV (WHO, 2015c).
Acredita-se que, entre os portadores de HIV, pelo menos 5% estejam
coinfectados com HBV (WHO, 2015d).

De acordo com dados do Ministério da Saude (2012), no periodo de
1999 a 2011, foram confirmados 120.343 casos de hepatite B no Brasil. A
regido Sudeste foi responsavel por 36,6% dessas notificacdes (43.673 casos),
dos quais aproximadamente 64,6% eram provenientes do estado de S&o
Paulo.

Desde o inicio da epidemia da infeccéo pelo HIV no Brasil, até junho
de 2015, foram registrados no pais 798.366 casos de AIDS (manifestacao
clinica da infeccao por HIV) no Brasil. A distribuicdo por regido, mostra uma
maior concentracdo de casos nas regides Sudeste e Sul do Brasil,
correspondendo a 53,8% e 20,0% do total de casos identificados desde a
década de 80 até junho de 2015. As regides Nordeste, Centro-Oeste e Norte
correspondem a 14,6%, 5,9% e 5,7% do total dos casos, respectivamente
(Ministério da Saude, 2015).

No Brasil, entre 2000 e 2011, foram declarados no Sistema de
Informacdo de Mortalidade (SIM) 9.659 6bitos por hepatite B, sendo 5.521
como causa béasica e 4.138 como causa associada ao HIV, sendo a maioria
dos casos na Regido Sudeste (47,3%) (Ministério da Saude, 2012). Diversos
estudos apontam valores muito variados de prevaléncia para coinfecces
HIV/HBV no Brasil. Muitos fatores podem estar relacionados as diferencas nas
estimativas, como regides geograficas, grupos de risco, modos de
transmissao e tipo de exposicao (Alter et al., 2006).

Coinfeccbes entre HBV e HIV sdo frequentes, devido as suas

caracteristicas epidemiolégicas semelhantes e por terem as mesmas vias de
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transmissao. A infecgéo por HIV pode ser um fator de risco para a infeccdo
por HBV. O diagnostico para infecgdo por HBV em pacientes identificados
como HIV positivos tem grande importancia terapéutica, principalmente se
realizado antes da terapia antirretroviral (Chu, 2006).

A progressao da hepatite B crénica para doencas hepéticas graves,
como cirrose e HCC, é mais rapida em individuos portadores de HIV do que
naqueles que apresentam apenas HBV, o que pode representar aumento em
indices de mortalidade relacionados a doencas hepaticas (Thio et al., 2013).

Existem casos de infeccdo por HBV em que o antigeno de superficie
(HBsAg) nédo é detectado, porém o HBV-DNA esta detectavel no soro ou
plasma, caracterizando infec¢do oculta pelo virus da hepatite B (OBI). Essa
situacdo pode ocorrer tanto em infecgbes por mutantes do HBV como por
supressao de resposta imune, como em individuos infectados por HIV (Thio,
2010; De La Fuente et al., 2011).

1.1 Caracteristicas estruturais e moleculares do HBV

O virus da Hepatite B € membro prototipo da familia Hepadnaviridae,
género Orthohepadnavirus. Neste género também estdo incluidos os virus
causadores de hepatite B em diversos mamiferos como macacos, esquilos,
marmotas e morcegos. Os hepadnavirus se replicam em hospedeiros
especificos, apesar de muitos estudos sugerirem a transmissdo e
recombinacao entre as diferentes espécies (Bonvicino et al, 2014).

A particula viral HBV apresenta 42 nm de diametro e é constituida de
fita parcialmente dupla de DNA, sendo uma fita longa ou L (-) e uma curta (+).
O genoma possui aproximadamente 3,2 kb e utiliza sua informacgéo genética
para codificar proteinas e seus elementos regulatérios. Apresenta quatro
fases de leitura aberta, “open read frames” (ORFs), denominadas pré-S/S,
pré-C/C, polimerase (P) e X (Galli et al., 2008; Kao, 2011). O HBV é composto
por trés proteinas (S, L e M) que contituem o antigeno de superficie (HBsAQ),
um antigeno interno do “core” (HBcAg), onde localiza-se o &cido nucléico e,

também, o antigeno sollvel (HBeAg), liberado em grandes concentragdes

17



durante a replicacao viral (Seeger e Mason, 2000; Kwon e Lee, 2011) (Figura

1).

HBeAg - HBsAg

_ Proteinas do
" Core (HBcAg)

—  ___DNA

Figura 1. (A) Fases de leitura ORFs do HBV; (B) Antigenos do HBV (Chen,2008; Kao,
2011)

Devido a erros da transcriptase reversa, o genoma do HBV apresenta
altas taxas de substituicdo de nucleotideos durante sua replicacédo. Este fato
€ grande responsavel por mutacbes pontuais, delecbes e insercdes
observadas no genoma do HBV, proporcionando a existéncia dos varios
gendtipos, subgendtipos, mutantes, recombinantes e quasispécies (Kao,
2011).

Recentemente, Besharat e colaboradores (2014) investigaram
diversas possibilidades de mutacées do genoma do HBV, tanto as comuns
como esporadicas e concluiram que as mutacdes sdo potenciais fatores
associados ao estado oculto da infeccdo pelo HBV, uma vez que os virus

mutantes podem néo ser detectados em ensaios laboratoriais de rotina.

1.1.1 Replicacéao Viral

A replicagdo do HBV ocorre especificamente nos hepatdécitos.

Diversos estudos tém descrito direcionadores e determinantes virais
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altamente eficazes que direcionam o virus aos hepatdcitos, porém esse
mecanismo ainda néo é totalmente conhecido (Rodriguez-Farias et al., 2013;
Schieck et al, 2013).

Os Hepadnavirus se replicam através da transcricdo reversa de um
RNA intermediario, o RNA pré-gendmico (pgRNA). Apesar de realizar a
transcricao reversa, os Hepadnavirus diferem dos retrovirus por terem em seu
genoma DNA e ndo RNA (Rodriguez-Farias et al., 2013).

Os virions infecciosos contém no seu nucleo um genoma de fita
parcialmente dupla de DNA, sendo uma fita longa ou L (-) e uma curta (+),
circular, mas ndo covalentemente fechado (“relaxed circular” DNA ou RC-
DNA). O RC-DNA é entdo convertido, no nucleo da célula hospedeira, em um
DNA circular covalentemente fechado (“covalently closed circular DNA” ou
cccDNA). A partir do cccDNA, diversos RNA gendmicos e subgenémicos séo
transcritos pela RNA polimerase, inclusive o pgRNA, que é encapsulado e
reversamente transcrito pela proteina P em novos genomas RC-DNA.
Consequentemente, 0 RC-DNA pode tanto ser utilizado para amplificacédo do
cccDNA intracelular ou ser envelopado e liberado da célula como novas
particulas infecciosas (Beck e Nassal, 2007). A figura 2 representa de forma
simplificada a replicacdo do HBV.

Devido a ser o modelo para a transcricdo do HBV, o cccDNA é
necessario para a manutencao da infeccao. Por ser muito estavel, 0 cccDNA
€ responsavel pela persisténcia da infeccdo durante o curso natural da
infeccdo crbénica pelo HBV, mesmo frente a terapias antirretrovirais
prologadas (Quasdorff e Protzer, 2010). Pouco se sabe sobre o mecanismo
de manutencéo do cccDNA no nucleo dos hepatdcitos. No entanto, tem sido
demonstrado que essas particulas podem ser eliminadas quando hepatdcitos
infectados sédo removidos pela morte mediada por células imunes (Zhang et
al., 2003; Lutgehetmann et al., 2010).
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Figura 2: Representagéo da replica¢éo do HBV. Adaptado de Beck e Nassal, 2007

1.2 Diagnaostico Laboratorial das infec¢cdes pelo HBV

O diagnostico laboratorial da Hepatite B é realizado principalmente
através da deteccdo de antigenos e anticorpos. A fase inicial (aguda) da
infeccdo pelo HBV é comumente diagnosticada pela presenca de antigeno de
superficie do virus da hepatite B (HBsSAQ) e anticorpos contra o antigeno do
“core” da hepatite B (anti-HBc IgG e IgM). Anti-HBc geralmente aparece na
fase aguda da infeccdo pelo HBV e persiste por um longo tempo (Sablon &
Shapiro, 2005). A infeccdo cronica pode ser identificada pela persisténcia
HBsAg no soro do individuo por 6 meses ou mais (Allain et al, 1999; Seeger
& Mason, 2000; Sucupira et al, 2006). O HBeAg é um antigeno que indica a
replicacdo viral, detectado na infeccdo aguda, que pode ser confirmada pela
presenca de HBV-DNA. Assim como o HBeAg, o anti-HBe é importante no
monitoramento e prognéstico da doenca. Os marcadores soroldgicos sao 0s
elementos que permitem a confirmacdo de hepatite B, avaliam infeccfes
agudas e determinam a sua possivel evolucao para a cronicidade (Galli et al,
2008; Sablon e Shapiro, 2005) (Figura 3). A quantificacdo de DNA viral é
realizada durante o tratamento, assim como para avaliar o progndstico da
doenca.

Entre os portadores crénicos do HBsAg, a presenca do HBeAg pode

indicar alta replicacdo viral. Porém, em casos de mutacdo pré-core, a
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pesquisa de HBeAg pode apresentar resultado negativo. Geralmente, a
presenca do anti-HBe indica soroconversao do HBeAg, mas sabe-se que o
anti-HBe é também detectado entre portadores do mutante pré-core. Desta
forma, individuos HBeAg negativos podem apresentar alta replicacdo mesmo
na presenca do anti-HBe. Nestas situacdes, a deteccdo do HBV-DNA pode
ser uma importante ferramenta para o diagndstico de infeccao ativa pelo HBV
(Fonseca, 2007). No histérico das infeccdes pelo HBV, apesar de os perfis
sorolégicos terem padrdes definidos, algumas vezes os marcadores podem
surgir de forma diferenciada ou atipica.

Desta forma, tanto a sorologia quanto a biologia molecular revelam-se
fundamentais ndo apenas para o diagnostico, mas também no seguimento da

infeccao viral e na avaliacdo do estado clinico do paciente.

HBeAg Anti-HBe
Anti-HBc Total
o Anti-HBc IgM
S || HBsAg | ni-rBc g
=
= | Anti-HBs |
Janela
Imunoloégica
B EEE—

Tempo de Infeccéo

Figura 3: Representa¢gdo do comportamento de antigenos e anticorpos durante infeccao
por HBV e janela imunolégica pré-soroconversdo HBsAg/Anti-HBs.
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1.3 Infecgéo oculta pelo HBV

A infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (OBI) € um dos temas mais
desafiadores no campo das hepatites virais. Contudo, varios aspectos da
infeccdo oculta por HBV necessitam de um consenso, incluindo a prépria
definicdo, bem como um método padrdo para a deteccdo baseada em
laboratério (Raimondo et al., 2008).

De acordo com Gerlich (2013), apés infeccao por HBV, segue uma
fase de laténcia de varias semanas sem marcadores detectaveis.
Posteriormente HBV-DNA e HBsAg podem aumentar exponencialmente no
soro. No periodo entre a negativacdo do antigeno de superficie (HBsAQ) e
surgimento do anti-HBs (janela imunolégica) o anti-HBc pode ser o unico
marcador de infec¢do positivo. Desta forma, o anti-HBc IgM é o marcador que
permite diagnosticar uma infeccdo aguda durante a fase pré-soroconversao.
Mesmo com HBsAg indetectavel no soro, o HBV-DNA pode permanecer
detectavel em concentracdes muito baixas. Desta forma, o declinio de HBsAg
ndo deve ser o0 Unico teste a ser considerado como sinal de resolucdo da
infeccdo, pois o virus muitas vezes permanece de forma oculta nos
hepatocitos (Figura 4).

A Associacdo Europeia para os Estudos do Figado (European
Association for the Study of The Liver — EASL), durante um workshop
internacional sobre infeccdo oculta pelo HBV na Itdlia, em 2008, realizou
extensas discussdes que permitiram revisar a virologia e imunologia da OBl e
0 seu diagnodstico. A epidemiologia das infec¢cdes ocultas também foi
discutida, permitindo melhor avaliagdo dos riscos de transmissao por
transfusdo de sangue, transplante de figado, risco de reativacao, condicbes
de imunossupressao, importancia potencial na progressao da hepatite crénica
e 0 seu possivel papel no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(HCC). A sessao final da reunido centrou-se na discussao entre 0s membros
do corpo docente, que produziu uma série de declaracdes e recomendacdes

gue sao hoje utilizadas no meio cientifico (Raimondo et al., 2008; 2010).
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Figura 4: Infeccao oculta pelo HBV: ndo coincide com janela imunoldgica; anti-HBs e anti-
HBc total podem estar ou ndo detectaveis; HBV-DNA detectavel em baixas concentracgoes.

Com base no perfil de anticorpos para HBV, Raimondo e
colaboradores (2008) distinguem a OBI em:

e OBI-soropositiva: HBsAg negativo; anti-HBc e/ou anti-HBs
positivos
e OBI-soronegativa: HBsAg, anti-HBc e anti-HBs negativos

Individuos com  OBI-soronegativa  podem ter  perdido
progressivamente os anticorpos especificos ou os individuos podem néo ter
desenvolvido estes anticorpos desde o inicio da infeccdo. Nas OBI-
soropositivas, 0 HBsAg sérico pode tornar-se negativo ao término da fase
aguda da doenca (meses apos serem portadores de HBsAQ) ou apos anos de
hepatite B crénica HBsAg positivo (Penna et al., 1996; Huo et al., 1998)
(Figura 5).

Observa-se OBl em individuos anti-HBc positivos com infecgéo
cronica pelo HBV, ap6s o declinio de HBsAg para um nivel indetectavel pelos
métodos comumente utilizados, o que as vezes estd associado com o
aparecimento subsequente do anti-HBs (Said, 2011). A OBI é caracterizada
pela presenca de HBV-DNA no figado (com HBV-DNA detectado ou ndo no
soro) em individuos negativos para HBsAg. Quando detectavel, o HBV-DNA

no soro € geralmente muito baixo, ou seja, inferior a 200 Ul/mL.
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Michalak et al., em 2004, descreveram um modelo de infeccdo pelo
Virus da Hepatite da Marmota (WHV), que pode envolver apenas o sistema
linfatico e ndo necessariamente o tecido hepético. Esta situacdo pode persistir
com auséncia de marcadores sorolégicos para o virus, incluindo os anticorpos
antivirais. Nesta mesma investigacao, apds inoculacdo do WHV em diversas
concentragbes em animais experimentais sadios, 0s autores sugerem que a
baixa carga viral pode ocasionar esta infecgdo estritamente linfatica,

caracterizando infec¢éo oculta primaria.

Hepatite B Oculta

HBsAg nao reagente

HBV-DNA inferior a 200 Ul/mL

Soropositiva ’ Soronegativa |
Anti-HBc e/ou anti-HBs
detectaveis

Auséncia de anticorpos

Figura 5: Infec¢des ocultas pelo HBV soropositivas e soronegativas.

A infeccdo pelo HBV néo é considerada oculta se os niveis de HBV-
DNA sdo comparaveis aqueles geralmente detectados em uma infeccéo
sorologicamente evidente. Nestes casos, € possivel que o teste soroldgico
nao tenha detectado de forma satisfatoria o HBsAg. Desta forma, recomenda-
se 0 uso anticorpos anti-HBs multivalentes nos ensaios de deteccdo de
HBsAg, permitindo melhor identificacdo das possiveis variantes do gene S
(Bréchot et al, 2001; Torbenson e Thomas, 2002; Raimondo et al., 2008;
2013).

1.4 Infeccéo pelo HBV em pacientes HIV positivos
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Considerando que o HIV e o HBV compartilham as mesmas vias de
transmissao, a coinfec¢cao HIV/HBV é comumente observada (Li et al., 2012).
Ha algumas evidéncias de que contagens baixas de células T-CD4 aumentam
o0 risco de HCC em coinfectados, mas o mecanismo ainda permanece
desconhecido. Foi observado que essas coinfec¢des tendem a aumentar a
morbidade e a mortalidade em comparagéao aos casos de monoinfec¢ao HIV
ou HBV (Thio, 2010).

A progressdo da hepatite B cronica para cirrose, HCC e doencas
hepaticas para estagio terminal é mais rapida em individuos portadores de
HIV do que naqueles que apresentam apenas HBV, o que representa
significante aumento nas taxas de mortalidade relacionadas a doencgas
hepaticas (Thio et al., 2013).

Células T-CD4 contribuem para o controle da infeccdo por HBV,
facilitando a inducdo e manuteng&o da resposta imune especifica (células B).
Alguns estudos demonstram que infeccdes por HIV estdo associadas a baixa
resposta imune de linfécitos HBV-especificos. Nos pacientes virgens de
tratamento, a resposta HBV-especifica € mais baixa em coinfectados do que
nos HBV-monoinfectados (Chisari et al., 2010; Thio, 2010).

Antes da introducao da terapia antirretroviral (TARV), na maioria dos
individuos coinfectados HIV/HBV o0s 0bitos ocorriam mais devido a
complicagBes clinicas pelo HIV do que HBV (Burnett et al., 2005). Com a
introducédo da TARV, o perfil da doenca sofreu mudancas, com aumento na
proporcdo de mortalidade atribuida ao HBV (Thomas, 2006). Coinfeccdes
HBV/HIV podem impactar sobre a seguranca e eficacia da TARV, exigindo
abordagem integrada para a gestdo adequada dos individuos coinfectados
(Soriano et al., 2006).

Em pacientes coinfectados tem sido observada associacédo entre a
baixa contagem de CD4 e OBI, mas 0s mecanismos que influenciam
diretamente na ocorréncia de OBl mediante baixa contagem CD4 ainda sdo
desconhecidos. Com a TARV é possivel promover a adequacao dos niveis de
CD4, porém mesmo diante de contagens normais dessas células, a doenca

hepatica por HBV pode progredir. Este fato indica que, além da contagem de
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CD4, outros fatores devem ser considerados frente a progressdo da doenca
hepética (Li et al., 2012). Desta forma, a infec¢éo por HIV é considerada fator
de risco para o desenvolvimento de infec¢do oculta por HBV (Mphalele et al.,
2006).

1.5 Tratamento de infec¢cdes pelo HBV e coinfecgcbes HBV/HIV

Este topico discorre a partir das informacfes que constam no
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para o Tratamento da Hepatite
Viral Cronica B e Coinfec¢cfes do Ministério da saude (2011b).

De acordo com o Protocolo supracitado, sao indicados interferon-alfa,
interferon-alfa peguilado, lamivudina, tenofovir, entecavir e adefovir, para o
tratamento da hepatite viral crénica B e coinfec¢cdes com agente Delta, HCV
e HIV.

De forma geral, a TARV em coinfeccbes HBV/HIV tem sido
estruturada com tenofovir e a lamivudina como principais nucleosideos, pois
parecem diminuir o risco de progressao para cirrose e HCC, uma vez que
agem tanto no controle do HIV como do HBV. Outras drogas, como efavirenz
e ritonavir também podem ser utilizadas no auxilio do tratamento. A principal
recomendacdo € optar pelo inicio precoce da TARYV, principalmente em
individuos com baixas contagens de T-CD4 (<350 células/mm3) ou que
desenvolveram cirrose hepatica.

O principal objetivo do tratamento das infeccbes pelo HBV,
principalmente diante de coinfeccbes, € reduzir o risco de progressao da
doenca hepatica para formas graves e, desta forma, reduzir o nimero de
Obitos ocasionados pelo agravamento desta infeccdo. Desta forma, a
avaliacdo de niveis séricos das enzimas hepéaticas e marcadores sorologicos
associados com a pesquisa e quantificacdo do HBV-DNA, permitem o
monitoramento da resposta sustentada dos pacientes diante do tratamento,

gue busca a negativacdo dos marcadores de replicacédo viral.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

o Identificar infec¢é@o pelo virus da hepatite B em individuos HIV positivos
em um grupo de pacientes atendidos no SUS.

2.2 Objetivos Secundérios

e Verificar a ocorréncia de hepatite B oculta em pacientes portadores de

HIV sem tratamento com antirretrovirais.

e Estimar a prevaléncia de coinfeccbes HBV/HIV neste grupo de estudo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

e Critério de inclusao: pacientes portadores de HIV que estivessem ou
ndo em tratamento antirretroviral, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).

e Critérios de exclusédo: pacientes que ndo aceitaram participar do
estudo.

As amostras utilizadas eram provenientes de pacientes portadores de
HIV atendidos pelo Servico de Extensdo ao Atendimento de Pacientes
HIV/Aids (SEAP), que durante o periodo do estudo (junho de 2013 a maio de
2014) estavam sendo atendidos e acompanhados no Instituto de Infectologia
Emilio Ribas (IIER). De cada paciente foram colhidos dois tubos de sangue de
4 mL contendo EDTA, para obtencéo de plasma.

Para a realizacdo do estudo, o projeto foi aprovado quanto ao meérito
cientifico e ética em pesquisa nos comités de ética do Instituto Adolfo Lutz,
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (Anexo 2).

Dados complementares dos pacientes como contagem de TCD4 e
TCDS8, idade e carga viral para HIV foram pesquisados nos prontuarios
através do Sistemas SI3 (IIER) e a pesquisa de tratamento com antirretrovirais

no SICLOM (Sistema de Controle Logistico de Medicamentos).
3.2 Sorologia

Foram realizadas pesquisas do antigeno HBsAg e anticorpos (Anti-
HBs e Anti-HBc Total) e, posteriormente, todas as amostras foram submetidas
a PCR guantitativa em Tempo Real para o HBV no Nucleo de Doencas
Sanguineas e Sexuais do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Somente amostras com

suspeita de infeccéo oculta pelo HBV foram testadas para anti-HBc IgM.
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As amostras que apresentaram HBV-DNA detectado foram
submetidas ao teste de sequenciamento para pesquisa de mutacdes e

resisténcia a antirretrovirais para o HBV.
3.2.1 Pesquisa de HBsSAg

A pesquisa do HBsAg foi feita utilizando-se o teste comercial DiaSorin
Murex HBsAg Version 3 S.p.A (Saluggia-Vercelii, Italia)

O ensaio imunoenzimatico para a deteccéo do antigeno de superficie
do HBV (HBsAg) é um método direto baseado na técnica de ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) e foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Neste ensaio, as amostras foram pré-incubadas em micropogos
revestidos com anticorpos anti-HBs monoclonais de camundongos,
especificos para diferentes epitopos do HBsAg. Anticorpos de cabra anti-HBs
conjugados com peroxidase de rabano foram adicionados aos pog¢os, com
posterior incubacéo. Apos as 2 incubacdes, 0 HBsSAg presente na amostra
fixou-se ao poco, formando um complexo anticorpo-antigeno-enzima-
anticorpo. Na auséncia de antigeno, ndo houve formacéo do complexo. Apés
lavagem para remocao de amostras e conjugados nao ligados, foi adicionada
uma solugdo contendo 5,5-tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de
hidrogénio. Os orificios nos quais as amostras apresentaram HBsSAg, e
consequentemente, ligacdo do conjugado, desenvolveram cor violeta. Apds
interrupcdo da reacdo com &cido sulfurico, a reacdo permaneceu cor de
laranja. A leitura da absorbancia foi realizada em leitora automatica. O limite
de deteccéao do teste, de acordo com os padrdes da Organiza¢cdo Mundial da
Saude, é de 0,09 Ul/mL.

3.2.2 Pesquisa de anti-HBs

A pesquisa do anti-HBs foi feita utilizando-se o teste comercial ETI-
AB-AUK-3 DiaSorin S.p.A. (Saluggia-Vercelii, Italia).
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O método para a determinagdo dos anticorpos anti-HBs é um teste
direto, ndo competitivo, baseado na técnica de ELISA, em que 0S micropogos
séo revestidos de HBsAg. Todo o ensaio foi realizado de acordo com as
instrugOes do fabricante.

As amostras e controles passaram por Varios ciclos de incubacao,
inicialmente com diluente de amostras e depois com conjugado enzimatico
(HBsAg humano associado a peroxidase de rdbano). A Ultima incubacéo
ocorreu apoés adicdo do substrato cromégeno (TMB) em todos 0s pocos. A
interrupcdo da reacéo foi feita com adicdo de &cido sulfarico. A leitura da
absorbancia foi realizada em leitora automatica.

A presenca de anticorpos anti-HBs permitiu que o conjugado
enzimatico se ligasse a fase sélida e a atividade enzimatica foi proporcional a
concentracdo de anticorpos anti-HBs presentes nas amostras e controles.
Uma concentracdo de 10 UI/L é o limite de imunidade clinicamente
reconhecido (concentracdo minima suficiente para a protecdo). Por este
motivo, a absorvancia média do calibrador a 10 UI/L foi escolhida como valor

limite analitico (de cut-off) do dispositivo.

3.2.3 Pesquisa de anti-HBc Total

A pesquisa do anti-HBc Total foi feita utilizando-se o teste comercial
ETI-AB-COREK PLUS DiaSorin S.p.A. (Saluggia-Vercelii, Italia)

Trata-se de um teste imunoenzimatico competitivo, baseado na
utilizacdo de micropocos revestidos com anticorpos monoclonais anti-HBc de
camundongos. Um conjugado enzimatico, constituido por anticorpos
humanos anti-HBc conjugados com peroxidase de rabano, detecta qualquer
complexo HBcAg/anti-HBc capturado. O ensaio foi realizado de acordo com
as instrucdes do fabricante.

No ensaio, as amostras ou controles e o HBcAg contido na solucao
de neutralizagcdo foram incubados com o tampéo de incubacdo nos pocos
revestidos com anticorpo. Anticorpos anti-HBc totais presentes na amostra ou

controle, competiram com anticorpos revestidos no po¢o para o HBCAg
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recombinante. Anticorpos e amostras em excesso na reagao foram removidos
com ciclos de lavagem. Foi adicionado o conjugado e, apds incubacao,
efetuada a leitura da absorbéncia.

A quantidade de conjugado enzimatico ligado na fase sélida através
do HBcAg recombinante e a consequente atividade enzimatica indicaram de
maneira inversamente proporcional os anticorpos anti-HBc totais presentes na
amostra e controles. O limite de deteccdo de acordo com os padrdes Paul-
Ehrlich-Institut é de 0,5 U PEI/mL.

3.2.4 Pesquisa de anti-HBc IgM

A pesquisa de anti-HBc IgM foi realizada com o kit comercial Anti-HBc
IgM Cobas® — Roche Diagnostics (Mannhein, Alemanha). Este € um ensaio
de eletroquimioluminescéncia, baseado no principio de captura, € utilizado na
pesquisa qualitativa de anticorpos contra o antigeno central do HBV (core).
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com instru¢cdes do
fabricante.

Neste ensaio, as amostras foram tratadas com reagente anti-lgG
humano, para bloquear IgG especificos. As amostras tratadas, foram
adicionados anticorpos anti-lgM humanos monoclonais biotinilados (anti-lgM-
biotina), HBcAg marcados com ruténio (HBcAg-ruténio) e microparticulas
revestidas de estreptavidina.

Anticorpos anti-HBc IgM presentes na amostra reagiram com HBCAgQ-
ruténio e Anti-lgM-biotina, formando um complexo “sanduiche”. Este
complexo se ligou a fase sdlida (microparticulas) pela interacédo da biotina com
a estreptavidina. A mistura de reacao foi aspirada para a célula de leitura,
onde as microparticulas foram fixadas magneticamente a um eletrodo e
elementos nao ligados sédo removidos. A aplicacdo de uma corrente eléctrica
ao eletrodo induziu uma emissdo quimioluminescente, medida por um
fotomultiplicador. Os resultados foram determinados automaticamente
comparando o sinal de eletroguimioluminescéncia obtido do produto de

reacdo da amostra com o sinal do valor de cut-off obtido pela calibracdo do
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ensaio. O limite de deteccdo de acordo com os padrfes Paul-Ehrlich-Institut &
de 3 U PEI/mL.

3.3 PCR quantitativo em Tempo Real

Os testes de PCR em Tempo Real foram realizados com os reagentes
Abbott RealTime HBV (Des Plaines, IL, USA). Este ensaio consiste em uma
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para quantificagcdo do DNA do virus
da hepatite B em plasma ou soro de individuos com infec¢éo por HBV. A PCR
guantitativa em Tempo Real é designada para o uso em conjunto com outros
marcadores de laboratorio como indicador de prognostico da doenga e como
auxiliar na avaliagdo da resposta viral a tratamentos antirretrovirais.

O ensaio Abbott RealTime HBV usa tecnologia PCR combinada com
a deteccao fluorescente de tempo real do alvo detectado. A selecdo de uma
regido altamente conservada no gene de superficie (S) propicia a deteccgao
dos gendtipos de A a H, além de mutantes virais HBsSAg e resisténcia a
drogas.

As instrucdes do fabricante informam que o ensaio foi padronizado de
acordo com as diretrizes do Padrdo Internacional para DNA do virus da
hepatite B da Organizacdo Mundial da Saude (Saldanha et al, 1999). Os

resultados séo informados em Unidades Internacionais por mililitro (Ul/mL).

3.3.1 Preparacdo das amostras

A preparacao de amostras foi realizada de acordo com instrucdes do
fabricante, sendo necessario 1 mL de cada amostra (sendo 500 pL utilizados
na reacdo e 500 puL de volume de seguranca). Os reagentes incluidos no
sistema de preparo Abbott mSample Preparation Systempns® foram:

e mWhash 1pna
e mWhash 2pna
e mMicroparticles pna

e mLysis
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e Proteinase K

e Controle Interno

O propésito da preparacao foi extrair e concentrar o DNA alvo para
torna-lo acessivel a amplificacdo. Este processo foi realizado no equipamento
m2000sp, um sistema automatizado de processamento de amostras.

Os reagentes do sistema de preparagcéo Abbott mSample Preparation
Systempna® romperam as particulas virais e expuseram seu material genético,
que foi capturado e lavado para remogao de componentes néo ligados da
amostra. Os acidos nucleicos ligados foram eluidos e transferidos para uma
placa de 96 orificios profundos. O IC foi introduzido no procedimento de
preparagao das amostras e foi processado também junto aos calibradores e

controles.

3.3.2 Reacédo de Amplificacéo

A reacdo de amplificacao foi realizada de acordo com instrucdes do
fabricante. Os reagentes incluidos no sistema de amplificacdo Abbott
RealTime HBV Amplification Reagent Kit® s&o compostos por uma mistura de
reagentes, divididos em trés frascos, sendo:

o Frasco 1. Amplitag Gold Enzime em solucdo tamponada com
estabilizantes

o Frasco 2: oligonucleotideos (4 primers e 3 sondas) e dNTPs em
solucéo tamponada

o Frasco 3: cloreto de magnésio em solucao tamponada.

O objetivo desta reacao foi gerar um produto amplificado do genoma
do HBV em amostras clinicas a partir de uma reacao de PCR. A quantidade
de sequéncia alvo de HBV que estava presente em cada ciclo de amplificacédo
foi medida através de um marcador fluorescente (oligonucleotideo especifico)
ligado ao produto amplificado. O ciclo de amplificacdo ao qual o sinal
fluorescente foi detectado era inversamente proporcional ao registro da
concentracdo de DNA presente na amostra original. Uma sequéncia de DNA

sem conexao com a sequéncia alvo do HBV foi introduzida em cada amostra
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no inicio da preparacdo. Esta sequéncia de DNA foi simultaneamente
amplificada por PCR e serviu como um controle interno (IC) para demonstrar
gue a reacgdo procedeu corretamente para cada amostra (Abbott RealTime
HBV®, 2010).

ApOs a extragdo de &cido nucleico das amostras, controles e,
eventualmente, dos calibradores, o equipamento m2000sp preparou um “mix”
de reagentes de amplificacédo e transferiu para uma placa de 96 orificios. O
produto de cada extracdo também foi transferido para a mesma placa. Esta
placa foi selada com adesivo 6ptico e introduzida no equipamento de leitura
Abbott m2000rt.

3.3.3 Interpretacao dos resultados da PCR em Tempo Real
A concentracdo de DNA do HBV em uma amostra ou controle foi
calculada a partir de uma curva padrdo. O instrumento Abbott m2000rt

informou automaticamente os resultados, em Ul/mL. A Tabela 1 apresenta os

possiveis resultados deste teste e as interpretacoes.

Tabela 1: Interpretacdo dos resultados apresentados pelo equipamento m2000rt

Resultado m2000rt Interpretacéo Descricao

N30 detectado AIVO ndo detectado DNA do HBV nao detectado na amostra
testada

Inferior a 10 Ul/mL Alvo Detectado Resultado calculado esta abaixo do

limite inferior de quantificacédo

Resultado calculado esta dentro do

Entre 10 UI/mL e 10° UI/mL  Alvo Detectado . . ,
intervalo linear do ensaio

Resultado calculado acima da faixa

Superior a 10° Ul/mL Alvo detectado . ;
linear do ensaio
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3.4 Procedimentos para reacao de sequenciamento

3.4.1 Extracdo de DNA do HBV

A extracdo do DNA viral foi realizada utilizando-se o kit comercial
QIAamp® DNA Blood Mini Kit, Qiagen (Germantown, Maryland, USA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Foram utilizados 200 pL de plasma
neste procedimento. Durante o processo de extracdo foram realizadas
diversas centrifugacdes em mini colunas contendo membrana de silica, com
0 uso dos seguintes reagentes:

e Proteinase K

e Buffer AL
e Etanol

e Buffer W1
e Buffer W2
o Buffer AE

Todo o procedimento teve como objetivo a exposicao e a purificacao
do DNA viral presente na amostra. Todos os protocolos continham duas
amostras, uma positiva e outra negativa para o HBV, para controle do

procedimento.

3.4.2 Nested — PCR

As amostras extraidas foram testadas pela Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) em duas etapas, com o propdsito de identificar produtos de
PCR para posterior genotipagem do HBV.

Na primeira etapa da PCR, 10 pL do produto da extracdo foram
adicionados aos tampdes (MgCl., dNTPs, Buffer 10x), agua ultrapura, Taq e
2 primers especificos para regides S e Pol do virus da hepatite B e submetidos
ao ciclo de temperaturas em termociclador para amplificacdo do DNA. Apos a
primeira ciclagem, 10 pL do produto amplificado foi adicionado a outra “mix”
de tampdes (MgCl>, dNTPs, Buffer 10x), agua ultrapura, Taq e outros 2
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primers, também especificos para regides S e Pol e também submetidos aos

ciclos de temperatura em termocliclador (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2: Primers utilizados nos procedimentos da reacéo de sequenciamento

Identificac&o do primer

Sequéncia

12 etapa da PCR

HBS1F (F) (20pmol/uL)

L840 (R) (20pmol/pu

22 etapa da PCR

L)

HBS2F (F) (20pmol/pL)

3LAMI 2 (R) (20pmol/uL)

PCR para Sequenciamento

HBS2F (F) (2pmol/uL)

3’ LAMI 2 (R) (2pmol/uL)

GAG TCT AGACTC GTG GAC TTC

ACCCCATCTTTTTGT TTT GTT AAG

CGT GGT GGACTT CTCTCAATTTTC

GTTTTG TTAGGG TTT AAATG

CGT GGT GGACTT CTCTCAATTTTC

GTTTTG TTAGGG TTT AAATG

F: forward; R: reverse

Tabela 3: Ciclos de temperatura da Nested- PCR

12 etapa da PCR 2% etapa da PCR
Ciclos Temperatura Tempo Ciclos  Temperatura Tempo
1 94°C 1 minuto 1 94°C 1 minuto
94°C 1 minuto 94°C 1 minuto
35 56°C 1 minuto 35 50°C 1 minuto
72°C 1 minuto 72°C 1 minuto
1 72°C 7 minutos 1 72°C 7 minutos
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O produto final da Nested — PCR foi identificado por eletroforese em
gel de agarose (2%) preparado com tampéao TAE 1x e SYBR® Safe DNA Gel
Stain, incluindo os controles positivos e negativos de extragdo/amplificacao.
ApoOs este procedimento, foram verificadas as bandas dos produtos
amplificados no gel e, por semelhanca, identificadas no padréo do DNA Mass
Ladder, também aplicado no gel (Figura 6). O limite minimo de detec¢éo deste
teste é de 300 cépias/mL (aproximadamente 57 Ul/mL).

i Volume de Low DNA Mass Ladder
Fragmento | 2 pl 4 ul 8 ul
2000 2000 pb | 100 ng | 200 ng | 400 ng
1.200
800 1200 pb | 60 ng | 120 ng | 240 ng
400 800 pb 40ng | 80ng | 160 ng
400 b 20n 40n 80n
200 p 9 9 9
100 200 bp 10ng | 20ng | 40 ng
100 bp 5ng | 10ng | 20 ng

Figura 6: Representacé@o do controle Low DNA Mass Ladder de acordo com o volume
de amostra e padr&o utilizados. Adaptado de Invitrogen™ Life Technologies™.

3.4.3 PCR para Sequenciamento

Antes de iniciar os procedimentos do sequenciamento, os produtos
identificados e quantificados na Nested — PCR foram diluidos para obtencéo
de melhores resultados. A diluicdo ideal que foi utilizada fica entre 3ng/2uL e
5ng/2uL.

Assim como na Nested — PCR, foi realizada mix de reagentes,

utilizando o PCR Mix BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Life
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Technologies™ (Foster City, CA, USA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Para cada amostra positiva, foram utilizados dois primers em
reacOes distintas (F e R), como alvo das regibes S e Pol do HBV. Apoés a
ciclagem, a placa contendo os produtos de amplificacdo foi submetida a
precipitacdo para sequenciamento pelo método Etanol/EDTA/Acetato de
Sodio (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, de acordo com as
instrucbes do fabricante). Apds a precipitacdo, o produto foi ressuspendido
com Formamida HI-DI (Life Technologies™) e submetido a equipamento
Sequenciador ABI 3130xl (Life Technologies™).

3.4.4 Andlise de Sequéncias para Pesquisa de Resisténcia
A sequéncia obtida foi submetida as ferramentas e banco de dados

online Genotyping (NCBI) e HBVseq (Stanford University) para identificacao

do gendtipo e pesquisa de resisténcia a antirretrovirais.
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4. RESULTADOS

O estudo foi realizado com 232 pacientes, dos quais 202 estavam em
tratamento com antirretrovirais (TARV) e 30 eram virgens de tratamento
(naive). Participaram 154 pacientes do sexo masculino e 78 do sexo feminino.
A média de idade de todo o grupo de pacientes foi de 48,7 e a mediana de 50
anos. Do sexo masculino, a faixa etaria com maior nimero de participantes
foi de 40 a 49 anos, com 53 pacientes. O maior nimero de pacientes do sexo
feminino encontrava-se na faixa dos 50 a 59 anos, sendo 31 pacientes (Tabela
4).

Tabela 4: Divisdo da populacdo de estudo em faixa etaria e sexo

Faixa Etéaria Sexo Total

(anos) Masculino Feminino

20-29 11 1 12
30-39 14 8 22
40-49 53 27 80
50-59 52 31 83
60-69 21 10 31

>70 3 1 4

Total 154 78 232

A pesquisa de HBsAg, anti-HBc e Anti-HBs foi realizada em todas as
amostras. Do total, 152 (65,5%) pacientes apresentaram marcadores
sorologicos para hepatite B, sendo que anti-HBs foi reagente em 121
amostras (52,1%), Anti-HBc Total em 82 (35,3%) e HBsAg em 7 (3%). Estes
marcadores apareceram tanto de forma isolada como associados (Figura 7).
Os outros 80 pacientes (34,5%) ndo apresentaram nenhum dos marcadores

soroldgicos testados.
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Anti-HBs HBsAg
(121) @)

Anti-HBc
(82)
Figura 7: Representacéo dos marcadores soroldgicos identificados e suas associagées.

Na tabela 5 estdo descritos 0s grupos sorolégicos encontrados no
estudo, assim como 0s pacientes sem nenhum marcador reagente.

O grupo com maior numero de amostras foi composto por individuos
gue nao possuiam nenhum dos marcadores (80 casos).

Anti-HBs isolado foi identificado em 28,9% dos pacientes (67/232). O
HBsAg em foi encontrado em 3% das amostras (7/232), porém apareceu de
forma isolada em 1,3% delas (3/232).

Apés sorologia, foi realizado o teste de PCR em Tempo Real para
pesquisa e quantificacdo de HBV-DNA. O DNA viral foi detectado em 6
amostras, sendo que em apenas 2 foi possivel obter a quantificacdo, com
valores de 30 Ul/mL e 462 Ul/mL. As outras 4 obtiveram resultado detectado
para HBV-DNA, porém abaixo do limite inferior de quantificacédo (<10 UIl/mL).
Trés das amostras com HBV-DNA detectado eram provenientes de pacientes
em TARV e as outras 3 de pacientes naive. As amostras com HBV-DNA
detectado e seus respectivos grupos sorologicos estdo representados na
tabela 6.

Considerando todos os pacientes que apresentaram marcadores de
exposicdo ao HBV, exceto os 67 que apresentaram anti-HBs isolados
(imunizados), a prevaléncia da hepatite B nesta populagéo de estudo foi de
36,6% (85/232) e, desse total, 10 (11,8%) pacientes apresentaram evidéncias

sorolégicas ou moleculares que confirmam a infeccéo pelo HBV (Figura 8).
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Tabela 5: Perfis soroldgicos identificados no grupo de estudo

Perfil de Marcadores

Grupo Sorologico ) ) N® de %
HBsAg Anti-HBs  Anti-HBc Total Amostras
Anti-HBc Total isolado NR NR R 25 10,8
Anti-HBc e Anti-HBs NR R R 53 22,8
Anti-HBs isolado NR R NR 67 28,9
HBsAg e Anti-HBc Total R NR R 3 1,3
HBsAg R NR NR 3 1,3
Todos os marcadores R R R 1 0,4
Sem marcadores NR NR NR 80 34,5
Total 232 100
R: Reagente; NR: N&o reagente
Tabela 6: Amostras com HBV-DNA detectado
Gupo soroogico  'dErifceo | uatiessio | ragy
HBsAg BO-122 <10 Sim
BO-112 462 Sim
HBsAg e Anti-HBc Total BO-105 <10 sim
BO-185 30 Nao
Anti-HBc Total isolado BO-167 <10 NZo
Anti-HBc e Anti-HBs BO-187 <10 Nao
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80 susceptiveis (34,5%)

232 | < | 67 imunizados (28,9%)

3 HBsAg isolado
85 expostos (36,6%) 4 HBsAg + anticorpos
~ 3 HBV-DNA sem HBsAg

—

11,8% (10/85)

Figura 8: Prevaléncia da hepatite B em portadores do HIV na populagéo estudada

De acordo com esses dados, a prevaléncia de coinfec¢do! HBV/HIV
entre os individuos que participaram do estudo foi de 4,3% (10/232).

Dos 80 pacientes sem marcadores sorolégicos para HBV, 6
apresentaram contagem de T-CD4 inferior a 200 células/mm?3 e 22 tinham
carga viral para HIV detectavel (Anexo 3). Uma porcentagem de 15% (12/80)
era virgem de tratamento, dos quais apenas um apresentava contagem de T-
CD4 inferior a 200 células/mm3,

Do grupo de 232 pacientes, 202 (87%) encontravam-se em
tratamento com antirretrovirais (Anexo 4). Todos os pacientes em TARV para
HIV utilizavam pelo menos 2 antirretrovirais. Do total, 79,2% (160/202)
contavam com esquemas terapéuticos que incluiam Lamivudina e/ou
Tenofovir. Os outros 20,8% (42/202) faziam uso de outros antirretrovirais,
como Zidovudina, Efavirenz, Atazanavir, Ritonavir, Lopinavir, Nevirapina,
Didanosina, Entecavir e Fosamprenavir.

Os perfis sorologicos identificados no grupo de pacientes em TARV
estdo apresentados na figura 9. Do total, 7 amostras apresentaram HBsAg
reagente, sendo que o HBV-DNA pbde ser detectado em 3 delas (tabela 7).
Em 3 casos, o HBsAg apareceu de forma isolada e o HBV-DNA foi detectado
em apenas um deles, porém, abaixo do limite inferior de quantificacdo (<10
Ul/mL).

1 Neste estudo, o termo coinfeccéo refere-se aos pacientes portadores do HIV com HBsAg reagente ou
HBV-DNA detectado.
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Figura 9: Perfis sorolégicos identificados do grupo de pacientes em TARV.

0,5%

1,5% 1,5%

‘10,4%
33,7%

23,8%

28,7%

Tabela 7: Amostras que apresentaram HBsAg reagente

m AgHBs isolado (3)

® AgHBs + Anti-HBc (3)
u Anti-HBc isolado (21)
i Anti-HBs isolado (58)

u Anti-HBc + Anti-HBs (48)
4 Todos os marcadores (1)

4 Nenhum marcador (68)

Antirretrovirais

3 © n 3) < =
L(é“ =2 m m Z <ZE g
ge @ o I T 9 & a xg
£E T X 37C TNF Outros = = >= O O ==
c ® o n c c m > Z Q
o © = < < T T3
'E ©

3 65 M X X NR R ND 505 193 <40
105 51 M X X NR R <10 325 768 <40
112 50 M X X NR R 462 825 1464 <40
114 61 M X R R ND 520 1375 <40
122 65 F X X NR NR <10 699 936 <40
123 56 M X X NR NR ND 377 1202 <40
150 64 M X X NR NR ND 508 1168 <40

M: masculino; F: feminino; R: reagente; NR: ndo reagente; ND: ndo detectado

Do total de pacientes, 13% (30/232) eram virgens de tratamento

(Anexo 5). Os perfis sorolégicos deste grupo estdo representados na figura

10. Nota-se que o HBsAg néo foi identificado no grupo de pacientes Naive.

Foi possivel detectar o HBV-DNA em 10% (3/30) das amostras do

grupo Naive. As amostras com HBV-DNA detectado foram testadas para anti-

HBc IgM, apresentando resultado ndo reagente, ou seja, estas 3 amostras sao
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provenientes de pacientes que ndo apresentaram marcadores sorol0gicos
gue indicassem infec¢do aguda ou possivel janela (HBsAg ou anti-HBc IgM),
caracterizando casos de hepatite B oculta (tabela 8).

® Anti-HBc isolado (4)
& Anti-HBs isolado (9)
& Anti-HBs + Anti-HBc (5)

® Nenhum marcador (12)

Figura 10: Perfis sorolégicos identificados do grupo de pacientes virgens de tratamento.

Os grupos de pacientes TARV e NAIVE foram divididos em subgrupos
formados por individuos com resultados de sorologia e HBV-DNA
semelhantes. A partir dai, foi possivel analisar e comparar os resultados
obtidos, conforme representacdo em quadro na figura 11.

As amostras que apresentaram resultado detectado para HBV-DNA
foram submetidas a PCR para tentativa de genotipagem e possivel

identificacdo de mutacdes e resisténcias a antirretrovirais para o HBV.

Tabela 8: Amostras de pacientes virgens de tratamento com HBV-DNA detectado

L N° de HBV-DNA HIV-RNA
Grupo Sorologico amostras (Ul/mL) Cba  CD8 (cépias/mL)
. . 30 661 659 7615
Anti-HBc Total isolado 2 <10 480 240 34513
Anti-HBc e Anti-HBs 1 <10 556 760 14439
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TARV (202)  NAIVE (30)  Total (232)

n % n % n %

Caracteristicas

Individuos susceptiveis a Infec¢ao

pelo HBV 68 33,6 12 40,0 80 34,5

Individuos imunizados contra o HBV 58 28,7 9 30,0 67 28,9

Individuos com evidéncia soroldgica

e/ou molecular de infec¢éo pelo HBV 73 &2 2 = & E3(2

- Anti-HBc Isolado 21 10,4 2 13,3 23 9,9
- Anti-HBc + Anti-HBs 48 23,7 4 16,6 52 22,4
- HBsAg e/ou HBV/DNA 7 3,4 3 10,0 10 4,3
Hepatite B Oculta 0 0 3 10,0 3 1,3

Figura 11: Quadro de representacdo percentual de individuos de acordo com as
caracteristicas soroldgicas e moleculares analisadas.

Apenas a amostra BO-112 foi amplificada e apresentou resultado
positivo na PCR e sequenciamento. A partir da sequéncia obtida, foi
identificado gendtipo D para esta amostra e ndo foram encontradas
mutacdes. N&ao foi possivel obter produto de amplificacdo e,
consequentemente, sequéncias das outras amostras devido a baixa carga

viral, que variaram entre < 10 Ul/mL e 30 Ul/mL.
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia da hepatite B em uma populacéo de estudo é indicada
pelos seus marcadores sorologicos, sendo o anti-HBc Total o principal
marcador epidemiolégico de exposicdo ao HBV. Para fins de vigilancia
epidemioldgica, define-se como caso confirmado de hepatite B, o individuo
gue preencha as condi¢cdes de caso suspeito que apresentem um ou mais dos
seguintes marcadores sorologicos reagentes: HBsAg, anti-HBc IgM, HBeAg,
ou HBV-DNA detectavel (Ministério da Saude, 2012).

Os resultados deste estudo apontam que 36,6% (85/232) dos
individuos apresentaram marcadores sorologicos ou moleculares para o HBV.
Do total, 32,3% (75/232) apresentaram anti-HBc (23 isolados e 52 associados
ao anti-HBs) e 4,3% (10/232) eram HBsAg reagente ou HBV-DNA detectado
(coinfectados).

Os valores de prevaléncia e coinfeccdo do HBV em pacientes
portadores do HIV encontrados no presente estudo sdo proOXimos aos ja
descritos em outros trabalhos realizados no Brasil. Mendes-Correa e
colaboradores (2000), em S&o Paulo, indicaram que 38,6% dos pacientes
apresentaram anti-HBc e 5,7% HBsAg reagentes. Em Ribeirdo Preto,
prevaléncia descrita foi de 40,9% de pacientes expostos ao HBV e 8,5%
coinfectados (Souza et al., 2004). Na Regido Amazobnica foi descrita
prevaléncia de 40,2% de infec¢cdo passada pelo HBV e 6,4% portadores do
HBsAg (Braga et al., 2006). No estado do Mato Grosso, a prevaléncia do HBV
em portadores do HIV foi de 40%, dos quais 36,3% apresentaram anti-HBc e
3,7% HBsAg reagentes (Pereira et al., 2006b). No Ceara, Tavora e
colaboradores (2013), descreveram uma porcentagem de 23% de pacientes
previamente expostos ao HBV e 3,7% coinfectados. Recentemente, em
Goiania, os resultados apontam 33,5% de pacientes com marcadores de
exposicdo ao HBV, sendo 3,8% da populacdo portadora do HBsAg (Brandéo
et al, 2015).

O perfil soroldgico anti-HBc isolado foi identificado em 10,8% (25/232)

dos pacientes. Este valor encontra-se na média descrita em outros estudos
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realizados, como 8,1% em Brandao et al. (2015), 15,8% em Perez-Rodrigues
et al. (2009); 17,5% em Tramuto et al. (2013) e 18,4% em Knéll et al. (2006).

Diversas pesquisas sobre o “status” anti-HBc isolado tém sido
realizadas e muitas teorias ja foram discutidas. Entre elas, a deteccdo de
falsos positivos de anti-HBc e baixos niveis de replicacdo do HBV. O anti-HBc
isolado é descrito com frequéncia entre os individuos portadores do HIV e,
diante disso, aconselha-se monitoramento destes pacientes em intervalos
regulares tanto por sorologias como HBV-DNA, principalmente em casos de
elevacao de transaminases (Knéll et al., 2006, Perez-Rodriguez et al., 2009;
Tévora et al., 2013; Pei et al., 2014).

Conforme exposto nos resultados, foram identificados 121 pacientes
com amostras reagentes para anti-HBs, dos quais 67 apareceram de forma
isolada. O anti-HBs isolado refere-se a soroconversao apos imunizag¢ao contra
0o HBV. Havia pouca informacdo nos prontuarios sobre imunizacdo ou
esquema vacinal dos pacientes, o que limitou as analises neste campo
estudo.

Em Taiwan, um estudo sobre os marcadores sorologicos em
pacientes infectados pelo HIV identificou 18 pacientes virgens de tratamento
com perda de anti-HBs entre os 252 estudados. Aproximadamente 7% da
populacdo de estudo sofreu perda de anticorpos especificos contra HBV
devido a falha imunolégica ocasionada pelo HIV. Os mesmos autores
sugerem gue esses pacientes tendem a ter menor resposta sustentada diante
da TARV em relacéo a pacientes que nao sofreram perda de anti-HBs. Frente
a isso, 0s autores sugerem a busca por esquemas terapéuticos que permitam
tanto a preservacao da imunidade anti-HBs como a reconstituicao da resposta
imune (Sheng et al., 2007).

Em 2006(a), Pereira e colaboradores realizaram um estudo em
Campinas, em que avaliaram a vacinagao de pacientes em estado oculto de
infeccdo pelo HBV. Os autores recomendam que estimular o aparecimento ou
o reaparecimento de anti-HBs pela vacinacdo € um modo de desenvolver a
imunidade contra o HBV, além de ser uma forma de reduzir a transmisséao do

HBV em regides endémicas. Através de sorologia e PCR convencional para
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deteccédo e quantificacdo do HBV, indicaram que possivelmente o HBV-DNA
residual tenha sido eliminado em pacientes com infec¢cdo oculta apos
vacinagdo. Apesar disso, afirmam que pesquisas adicionais devem ser
realizadas para confirmar e concluir que a vacinagdo com soroconversao de
anti-HBs é capaz de eliminar HBV-DNA em pacientes com infeccdo oculta
pelo HBV.

O comprometimento da imunidade ocasionada pela infec¢ao por HIV
também pode influenciar na resposta a imunizacdo contra o HBV. Desta
forma, o esquema de vacinagéao deve ser devidamente realizado e monitorado
para avaliacdo da soroconversdo anti-HBs. Portadores de HIV néao
respondedores a vacina sao altamente suscetiveis a infec¢cdo por HBV e
posterior desenvolvimento de doenca grave, pois o estado imunolégico critico
ocasionado pelo HIV pode influenciar no baixo controle da infecgéo (Landrum
et al., 2012; lIrungu et al., 2013).

Do total de pacientes, foram identificados 34,5% (80/232) ainda
susceptiveis a infeccdo por HBV, pois ndo apresentaram nenhum dos
marcadores testados. Seis destes pacientes (7,5%) apresentaram contagem
de T-CD4 inferior a 200 células/mm?® e possivelmente estavam mais
susceptiveis a infeccdes oportunistas (Anexo 3). Um dos 6 pacientes era
virgem de tratamento, ou seja, estava mais vulneravel a infec¢cao por HBV do
gue aqueles que ja estavam em TARV, uma vez que o tratamento para HIV
também pode controlar a infeccdo pelo HBV. Como ja descrito, com a
imunossupressao ocasionada pelo HIV, anticorpos contra o HBV podem ser
perdidos e os pacientes podem néo responder a imunizacdo contra o HBV.
Além desses fatores, podem ocorrer falhas do esquema vacinal, sendo
necessaria constante avaliagao sorologica e molecular destes pacientes (Said
et al., 2011; Raimondo et al., 2013).

Do total de pacientes em TARV, 79% (160/202) estava em uso de
Tenofovir (TNF) e/ou Lamivudina (3TC) para o HIV, drogas também utilizadas
na terapia de controle do HBV. Este fator pode estar relacionado a rara
ocorréncia de casos ocultos de infec¢éo por HBV em pacientes em TARV para

HIV. (Gatanaga et al., 2013; Price et al., 2013). Ao controlar a replicagéo do

48



HIV, os ARVs podem auxiliar na manutencao do estado imunoldgico, controlar
a infeccdo por HBV e auxiliar na manutengao de anticorpos adquiridos por
exposi¢ao ou imunizagao.

No grupo de pacientes em TARV, 7 pacientes encontravam-se
coinfectados com o HBV pois apresentaram sorologia reagente para HBsSAg
(associados ou ndo a anticorpos). Destes, 3 apresentaram HBV-DNA
detectado, (BO-105, BO-112 e BO-122). Nos trés casos, a TARV incluia o uso
de Lamivudina e Tenofovir, ou seja, 0s pacientes faziam uso drogas que
controlam infecgdes por HIV e HBV.

O prontuério do paciente identificado como BO-105 (sexo masculino,
51 anos), apresentava dados sobre pesquisa de HBV-DNA anteriores a este
estudo. Os registros indicavam variacao na carga viral do HBV nas amostras
testadas, sendo: 69 Ul/mL em 2012, 55 Ul/mL em 2013, 12 Ul/mL em 2014.
A amostra colhida em 2014 para este estudo, apresentou resultado detectado
<10 Ul/mL. E possivel tratar-se de portador cronico do HBV, uma vez que
apresenta resultado também reagente para anti-HBc e HBSAg e o teste de
HBV-DNA tem sido realizado periodicamente. A flutuacdo dos niveis séricos
de DNA do HBV é notada entre pacientes na fase cronica ou de reativacao da
infeccdo (Keeffe et al., 2008).

O paciente identificado como BO-112 (sexo masculino, 50 anos)
também apresentou reagentes os marcadores HBsSAg e anti-HBc Total,
sugerindo infeccéo crénica pelo HBV. No prontuario ndo havia informacao
sobre testes anteriores de sorologia para o HBV, ndo sendo possivel afirmar
h& quanto tempo o paciente vinha apresentando estes marcadores. Pesquisa
de HBV-DNA também néo constava em prontuario, porém na amostra colhida
para o estudo, o resultado obtido no teste foi de 462 Ul/mL, mesmo o paciente
em tratamento com 3TC e TNF. Na tentativa de identificar possiveis mutacdes
resisténcia a essas drogas, a amostra deste paciente foi sequenciada para
pesquisa de resisténcia a antirretrovirais para o HBV, porém, ndo foram

identificadas mutacdes de resisténcia (Ferreira e Borges, 2007).
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Diferente dos dois casos anteriores, a paciente identificada como BO-
122 (65 anos), apresentou HBsAg reagente (sem anticorpos associados) e
HBV-DNA detectado, sendo a quantificacao inferior a 10 Ul/mL. Sabe-se que
a fase inicial da infeccao pelo HBV é comumente diagnosticada pela presenca
de HBsAg e infeccao cronica pela persisténcia HBsAg no soro do individuo
por 6 meses ou mais (Allain et al., 1999; Seeger e Mason, 2000; Sucupira et
al., 2006, Keeffe et al., 2008). Porém, ndo havia informacao sobre sorologias
anteriores para HBV no prontuario para afirmar ha quanto tempo a paciente
apresentava HBsAg reagente.

Diversos fatores podem estar relacionados a presenca de HBV-DNA
e HBsAg nas amostras de pacientes em TARV. Variacdes e mutacdes virais
gue permitem o escape as terapias antivirais sdo clinicamente importantes e
podem estar relacionadas com o estado sorolégico dos pacientes. Identificar
as mutacgdes virais e suas associagbes com as caracteristicas clinicas da
infeccdo por HBV contribuem para melhorias no diagnostico e na terapia.
Outro fator importante a ser considerado € a adesdo do paciente ao
tratamento, pois as falhas podem diminuir a eficacia da medicacédo e a
resposta sustentada (Ministério da Saude, 2008; Yano et al., 2015).

O tratamento da hepatite B tem o0 propdsito de eliminar ou suprimir
significativamente a replicacdo do virus e prevenir a progressao para a cirrose
e o carcinoma hepatocelular (Ferreira e Borges, 2007). A baixa contagem de
T-CD4 na infecgéo pelo HIV pode influenciar na progressao da infeccdo pelo
HBV. A manutencédo de niveis adequados de células T-CD4 é essencial para
a resposta imune especifica ao HBV e eliminacéo viral precoce. A contagem
de T-CD4 pode ser corrigida com a TARV. No entanto, mesmo depois da
recuperacdo da contagem de T-CD4, ha relatos de que a doenca hepatica
relacionada com o HBV pode ainda progredir, 0 que indica que, para além de
baixa contagem de T-CD4, outros fatores devem ser considerados para cada
individuo (Li, 2012).

Com relagéo aos pacientes naive deste estudo, 10% (3/30) obtiveram
resultado detectado para HBV-DNA na auséncia de HBsAg. A carga viral do

HBV foi inferior a 200 UI/mL nos trés casos, sendo uma delas no valor de 30
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Ul/mL e as outras duas abaixo do limiar de quantificagdo (10 Ul/mL). Estas
amostras foram testadas para anti-HBc IgM na tentativa de identificar possivel
janela pré-soroconversao, porém, os resultados obtidos foram negativos.
Partindo da premissa de que “hepatite B oculta é definida como a presenca
de HBV-DNA em sangue com niveis séricos de HBsAg indetectaveis, com ou
sem Anti-HBc ou anti-HBs, fora do periodo de ‘janela’ pré-soroconversao e,
guando detectavel, a concentracdo do HBV-DNA no soro é baixa e
normalmente inferior a 200 Ul/mL” (Raimondo et al., 2008), tratam-se de 3
casos de hepatite B oculta. A ocorréncia de OBI em pacientes virgens de
tratamento € bastante discutido e apresentado na literatura cientifica (Filippini
et al., 2006; Raimondo et al., 2008; Gupta e Singh, 2010).

Diversos autores, em todo o mundo, descreveram resultados
proximos aos deste trabalho, considerando o0s pacientes virgens de
tratamento. Opaleye et al. (Nigéria, 2014) analisaram 188 pacientes
portadores de HIV virgens de tratamento, dos quais 21 foram considerados
coinfectados de forma oculta pelo HBV, resultando em uma porcentagem de
11, 2% de OBI. Na Africa do Sul, Bell e colaboradores em 2012, identificaram
OBI em 15,1% dos individuos estudados. Araujo et al. (2008), no Rio de
Janeiro, identificaram OBl em 14% dos pacientes. Ha também relatos de
porcentagens bastante distintas da obtida no presente estudo. Em um deles,
realizado na Espanha, a porcentagem foi de 0,7% de OBI (Di Lello et al.,
2012). Em outro, na India, a infeccdo oculta pelo HBV foi identificada em
24,5% dos individuos estudados (Gupta e Singh, 2010).

Em um estudo realizado em Campinas, a partir de dados de 159
pacientes HIV positivos (em tratamento ou ndo com antirretrovirais), Jardim e
colaboradores (2008), identificaram 8 amostras (5%) com HBV-DNA
detectado na auséncia de HBsAg, sendo possiveis casos de infeccdo oculta
pelo HBV. Apesar dos autores apresentarem resultados de OBl em pacientes
que estavam ou ndo em tratamento para HIV, é pouco comum encontrar na
literatura cientifica estudos sobre infec¢édo oculta pelo HBV em individuos que

estejam em TARV.
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Durante o curso da infeccdo cronica pelo HBV, podem ocorrer
reativacbes e os chamados “flares”, caracterizados pela exacerbacéo do
estado agudo da doenca. As razdes para a reativagdo do HBV ou ocorréncia
dos “flares” podem estar relacionadas a capacidade de replicagcado do virus
frente ao estado imunossupressor ocasionado por diversos fatores, entre eles,
a infecgao pelo HIV (Perillo, 2001). Os “flares” s&o clinicamente importantes
devido aos graves danos que podem ocasionar ao tecido hepético e, por
consequéncia, levar o individuo a 6bito (Madlonado-Rodrigues, 2015).

Pacientes com infecgao cronica evidente pelo HBV (em especial os
portadores do HBsAQ) tendem a apresentar reativacdo com maior frequéncia.
Em contrapartida, a reativacdo do HBV ocorre mais raramente em pacientes
com OBI, o que n&o diminui o risco da ocorréncia de “flare” neste grupo, uma
vez que apresentam HBV-DNA detectavel, ainda que em baixas
concentracOes (Sagnelli et al, 2014).

O impacto da OBI no prognostico dos pacientes HIV positivos ainda
necessita de maiores estudos, porém ha indicios de que a presenca do HBV-
DNA pode ser um fator de risco na progressdo das doencas hepaticas
(Sagnelli et al, 2014). Em 2006, Filippini e colaboradores acompanharam 86
pacientes portadores do HIV por pelo menos 6 meses, dos quais 17 eram
casos de OBI. Vinte e oito pacientes (32,5%) apresentaram “flare” durante o
seguimento. Este evento foi mais frequente nos 17 pacientes que
apresentaram HBV-DNA detectado do que nos 69 HBV-DNA negativos. Ainda
gue sejam necessarios maiores dados para confirmacéo, os autores sugerem
gue a OBI pode estar associada ao agravamento da doenca hepatica em
pacientes portadores do HIV.

A técnica de PCR em Tempo Real por ser altamente sensivel e
especifica, foi uma ferramenta importante de auxilio no presente estudo, pois
através dela foi possivel a identificacdo dos casos de OBI. Portadores do HBV
nao identificados sorologicamente sédo potenciais transmissores desse virus,
ainda que apresentem baixa carga viral. Além de subsidiar a¢des de vigilancia

e controle da transmissdao do HBV, o diagnostico do HBV em pacientes
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portadores do HIV é de grande importancia terapéutica, principalmente se
realizado antes da terapia antirretroviral (Chu, 2006; Bello et al., 2011).

Os trés casos de OBI neste trabalho foram identificados em pacientes
gue apresentaram sorologia reagente para anticorpos, sendo dois deles com
perfil sorolégico anti-HBc associado a anti-HBs e um anti-HBs isolado. Estes
dados sugerem que a hepatite B oculta pode ocorrer em pacientes que com
sorologia de sugestiva de infeccdo aparentemente resolvida, o que reforca a
necessidade de associacdo de técnicas laboratoriais no diagnéstico das
infec¢des pelo HBV.
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6. CONCLUSOES

o Os resultados demonstraram alta prevaléncia da hepatite B entre os
portadores do HIV neste grupo de estudo, pois 36,6% dos pacientes
apresentaram marcadores sorolégicos e/ou moleculares de exposicdo ao
HBV.

o Considerando que o HBV é uma comorbidade associada ao HIV, os
pacientes que apresentaram coinfeccao (4,3%), podem representar fontes de
transmissao do HBV, uma vez que os dois agravos tém mecanismos comuns
de transmissao.

o Grande porcentagem dos pacientes (34,5%) encontrava-se suscetivel
a infeccdo pelo HBV, sendo importante o reforco na imunizagcdo e o
monitoramento de soroconversao atraves de sorologias.

o A aplicacao de testes moleculares no apoio ao diagnostico da hepatite
B é de grande importancia, pois neste estudo, através da PCR em Tempo
Real, foi possivel identificar infec¢cdes néo evidenciadas através de sorologia.
o Pacientes portadores do HIV virgens de tratamento que apresentaram
hepatite B oculta (10%), podem ser importantes transmissores do HBV néo
identificadas através de sorologia.

o O estudo sugere que a hepatite B oculta pode ocorrer em pacientes
com perfis sorolégicos indicativos de infeccdo resolvida e reforca a
importancia do uso de técnicas moleculares no apoio ao diagnéstico de

infeccdes pelo HBV.
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ANEXO 1

FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

HOSPITAL DAS CLINICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

|. DADOS DE IDENTIFICACAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE:

SEXO: ( )Fem ( ) Masc DATA NASC.: / /
DOC. DE IDENTIDADE Ne¢: CPF:
ENDERECO: NO: APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: - TELEFONE:

2. RESPONSAVEL LEGAL:

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):

SEXO: ( ) Fem ( ) Masc DATA NASC.: / /
DOC. DE IDENTIDADE Ne: CPF:
ENDERECO: NO: APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: - TELEFONE:
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II. DADOS SOBRE A PESQUISA CLINICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
Infeccdo oculta pelo virus da Hepatite B em pacientes infectados por HIV

2. PESQUISADOR: Dra. Maria Cassia Jacintho Mendes Corréa
CARGO/FUNCAO: Médico Assistente

INSC. CONS. REGIONAL N° 52275

UNIDADE DO HCFMUSP: Divisdo Clinica de Moléstias Infecciosas e
Parasitarias - Casa da AIDS

3. AVALIAQAO DO RISCO DA PESQUISA:

(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia
imediata ou tardia do estudo)

SEM RISCO( ) RISCO MINIMO(X) RISCO MEDIO( ) RISCO MAIOR( )
4. DURACAO DA PESQUISA: Doze a dezoito meses.

lll. REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL

1. Justificativa e Objetivos da pesquisa

Hepatite B e HIV séo transmitidos de forma muito parecida. Entdo, € comum
gue alguns portadores do virus HIV também sejam portadores do virus da
hepatite B. Nestes casos, ha maior possibilidade de ocorrer doenca cronica
no figado, pois a imunidade (defesa) do organismo fica mais comprometida.
Os testes comuns de laboratério que detectam a hepatite B sdo os
marcadores soroldgicos, que sdo anticorpos ou 0 virus no sangue do paciente.
Mas, algumas vezes, o virus da hepatite B ndo é detectado por estes exames
comuns. E o que chamamos de hepatite B oculta, ou seja, o virus da hepatite
B existe, porém ndo € encontrado. Para resolver estes casos, existe um
exame que pode ser feito no sangue, que € mais sensivel e pode encontrar o
virus da hepatite B, mesmo que ele esteja em pouca quantidade e néo foi
encontrado nos exames comuns. O objetivo do estudo é saber se o portador
de HIV tem ou né&o o virus da hepatite B, através de um teste que detecta

melhor o virus no sangue.
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2. Procedimentos

Para poder participar deste estudo, vocé precisa ser um adulto portador do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com ou sem marcadores sorologicos
para a hepatite B, seguindo as caracteristicas exigidas pelo protocolo. Caso
vocé aceite participar do estudo, uma amostra de seu sangue sera coletada
para que alguns exames relativos a hepatite B sejam realizados. Sua
participacdo no estudo é voluntaria. Caso vocé prefira ndo participar do
estudo, nao havera qualquer modificagao no seu atendimento médico na Casa
da AIDS.

3. Beneficios

Além de descobrir se o individuo portador de HIV € também portador do virus
da Hepatite B, esse estudo vai permitir que o seu tratamento e o de outras
pessoas sejam feitos, ndo sO para o controle do HIV, mas também para a
hepatite B (caso seja detectado o virus), o que pode diminuir a chance de
ocorrer uma doenca mais grave no figado. Se forem encontrados casos de
hepatite B oculta em pacientes portadores de HIV, significa que este exame
podera ser utilizado em casos onde o virus nao foi encontrado no exame
comum, melhorando ndo s6 a sua qualidade de vida, mas, também, a de
outros pacientes.

4. Desconforto e Riscos

Os riscos envolvidos sédo aqueles observados na coleta de sangue (hematoma
no local da puncéo e dor).

IV. ESCLARECIMENTOS DADOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA:

1. Vocé tera garantia, a qualquer tempo, que recebera as informacfes sobre
procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para

esclarecimentos de qualquer davida.

7

2. Sua participacdo neste estudo é completamente voluntaria. Vocé pode
recusar a participar do estudo ou podera descontinuar sua participagdo do
mesmo, a qualquer momento, sem qualquer penalidade ou perda dos
beneficios aos quais de outra forma faria jus. A Dra. Maria Cassia Corréa ira

prontamente aconselha-lo sobre as opc¢des alternativas de seguimento ou
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tratamento que sejam consideradas apropriadas e o melhor meio de
interromper, de forma bem ordenada, sua participagcdo. Se vocé decidir
interromper sua participacdo no estudo, vocé devera entrar em contato com o
as pessoas responsaveis pelo estudo no telefone (11) 3120-5290, de forma a
permitir que os procedimentos de finalizacdo de sua participagdo no estudo

possam ser iniciados.

3. Sua participacao neste estudo sera mantida em carater confidencial e seu
nome ndo sera revelado a ninguém que nao seja do estudo. Entretanto,
autoridades governamentais nacionais responsaveis pela seguranca e
conduta ética dos estudos com seres humano poderao revisar 0s registros do
estudo, e os registros poderdo ser submetidos a divulgacdo decorrente de
outras ordens ou requisitos governamentais. Caso os resultados deste estudo
sejam publicados na literatura médica, vocé nado sera identificado
nominalmente, sendo sua confidencialidade garantida em todas as ocasides.
O comité de ética podera ter acesso direto ao seu prontuario médico para
verificacdo dos procedimentos de finalizacdo de sua participacdo no estudo

possam ser iniciados.

4. Vocé compreende que a Dra. Maria Cassia Corréa tem o direito de
interromper sua participacdo neste estudo, caso vocé nédo siga as instrucdes
do mesmo, ou se considerar que esta interrupcdo seria de maior beneficio
para vocé. Caso seja descoberta qualquer nova informacéo significante sobre
sua doenca enquanto este estudo estiver sendo desenvolvido, vocé sera
imediatamente informado e poderd decidir continuar ou interromper sua

participacao.

5. Caso vocé venha apresentar indicacéo de internacédo hospitalar, durante o
periodo de estudo, ela sera feita preferencialmente no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da USP, enfermaria de Moléstias Infecciosas e

Parasitarias.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA
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Vocé serd incentivado a fazer perguntas, em qualquer ocasido durante o
estudo. Caso vocé tenha perguntas sobre o estudo ou sobre seus direitos
como paciente, por favor, entre em contato com a Dra. Maria Cassia Jacintho
M. Corréa, médica na Casa da AIDS, no telefone (11) 3120-5290. Vocé
também poderd tirar suas duvidas e obter mais informagfes entrando em
contato com Comité de Etica em Pesquisa (CEPIAL), pelo telefone (11) 3068-
2859.

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
NENHUMA
VIl. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO:

Eu li este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tive a oportunidade
de discuti-lo com um dos membros da pesquisa. Todas as minhas perguntas
foram respondidas. Eu fui informado (a) sobre os riscos e beneficios e

concordo de livre e espontanea vontade em participar deste estudo.

Eu entendo que posso sair do estudo a qualquer momento e que iSSO nao

afetard meu tratamento futuro.

Sao Paulo, de de

Assinatura do paciente ou seu representante legal

Data / /

Assinatura do Investigador que obteve o Consentimento, sob carimbo
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ANEXO 2

g 2 Plataforma
INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:  Infecgdo oculta pelo virus da Hepatite B em pacientes infectados por HIV
Pesquisador:  Regina Célia Moreira

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 03049612.4.1001.0059

Instituicdo Proponente:  Instituto Adolfo Lutz

Patrocinador Principal: Fundagdo de Amparo a Pesquisa de S&o Paulo ((FAPESP))
Instituto Adolfo Lutz

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer:  226.393
Data da Relatoria:  21/03/2013

Apresentacéo do Projeto:

Idem ao parecer anterior.

Objetivo da Pesquisa:

Idem ao parecer anterior.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Idem ao parecer anterior.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Foi realizada a modificacdo sugerida em relacéo ao objetivo secundario no projeto "Avaliar a resposta ao
tratamento da hepatite oculta frente as diferentes terapias”. Este objetivo foi retirado porque houve um erro
no envio do arquivo, pois tratava-se de uma das propostas iniciais do trabalho que, posteriormente, havia
sido abandonada por ser inviavel.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Néo foi necessario promover alteragdes nos termos de apresentagao obrigatoria.

Recomendagdes:

Nada a declarar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado sob o ponto de vista ético.

Endereco: Av. Dr. Amaldo 355 - 3° andar - Sala 90

Bairro: CEP: Cerqueira César 01.246-902
UF: Municipio: SP SAO PAULO
Telefone: (11)3068-2859 Fax:  (11)3085-3505 E-mail:  cepial@ial.sp.gov.br
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et

INSTITUTO ADOLFO LUTZ/SES

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com o item IX. 2 da Resolugédo CNS n° 196/1996 - cabe ao pesquisador: a)desenvolver o
projeto conforme delineado; b)elaborar e apresentar os relatorios parciais e final; c)apresentar dados
solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d)manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da
pesquisa, contendo fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP;
e)encaminhar os resultados para publicacéo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao
pessoal técnico participante do projeto; f)justificar, perante o CEP, interrupgdo do projeto ou a néo
publicacéo dos resultados.

Os relatorios parciais deverdo ser encaminhados ao CEPIAL a cada seis meses a partir do inicio da
pesquisa.

SAO PAULO, 22 de Marco de 2013

Assinador por:
Luz Marina Trujillo

(Coordenador)
Endereco: Av. Dr. Amnaldo 355 - 3° andar - Sala 90
Bairro: CEP:  Cerqueira César 01.246-902
UF: Municipio: ~ SP SAO PAULO
Telefone:  (11)3068-2859 Fax:  (11)3085-3505 E-mail:  cepial@ial.sp.gov.br
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M E D l C [ NA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DEPARTAMENTO DE MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS

IES' j} 100 ANOS
1212 N2

Sdo Paulo, 03 de setembro Je 2012.

Parecer apresentado a reunido da Comissdo de Etica e Pesquisa do Depto de Moléstias Infecciosas e

Parasitarias em 03/09/2012.

Ref.: Projeto de Pesquisa: “Infecgdo oculta pelo virus da hepatite B em portadores do HIV”.
Pesquisador Responsavel e Executante: Dra. Maria Cassia Jacintho Mendes Correa

Entidade externa envolvida: Instituto Afiolfo Lutz.

Patrocinio: FAPESP. Valor do financiamento: 27.594,00.

Prazo pesquisa — 12 meses.

Trata-se de um projeto multicéntrico retrospectivo e prospectivo que pretende avaliar a presenga de
infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (definida pela presenga do DNA-VHB em sangue ou tecidos em
pacientes com auséncia de marcadores soroldgicos sugestivos de infec¢do ativa — niveis séricos de HBsAg
indetectdveis, com ou sem Anti-HBc ou anti-HBs, fora do periodo de “janela imunoldgica”) em pacientes co-
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Hepatite B oculta ocorre principalmente em
individuos anti-HBC positivos com infeccdo crénica pelo HBV, apos declinio do HBsAg para um nivel
indetectével pelos métodos comumente utilizados. A PCR em tempo real para detec¢do do HBV-DNA pode
ser um teste ultrasensivel, capaz de diagnosticar os casos de infecgdo oculta por HBV em pacientes co-
infectados pelo HIV.

Estudos prévios realizados no Brasil mostraram a presenga de infecgdo oculta por HBV e sua alta
freqliéncia em pacientes HIV positivos, sendo necessario o rastreamento destes casos, tanto para prevencdo
de progressdo para doenga hepatica cronica nos pacientes co-infectados HBV/HIV, como para prevengdo de
transmissdo da doenga.

Sele¢do da Amostra:

Serdo selecionados pacientes HIV positivos na Casa da AIDS que ndo estejam e nunca estiveram em
tratamento para a hepatite B até o momento da coleta de sangue. Serdo entdo analisadas amostra

previamente triadas na Casa da AIDS quanto ao perfil soroldgico. A confirmagdo da sorologia seréa realizada
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N A FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
DEPARTAMENTO DE MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS

MEDICI
ISP 28

no laboratério de hepatites do IAL, e somente ap6s a confirmacao, as amostras serdo testadas pela‘técnica
de PCR em tempo real para o HBV.

Serdo analisadas 200 amostras j triadas com os seguintes perfis:

Grupo 1 — 100 amostras — pacientes co-infectados pelo HBV/HIV com perfil sorolégico Anti-HBc
reagente, Anti-HBs ndo reagente, e HBsAg ndo reagente;

Grupo 2 — 100 amostras — pacientes co-infectados pelo HBV/HIV sem marcadores sorolégicos para HBV
(Anti-HBc, Anti-HBs, e HBsAg ndo reagentes);

Avaliagdo infecgdo oculta pelo HBV:

Para a realizagdo do PCR em tempo real sera utilizado um kit comercial (Qlamp® DNA Blood Mini Kit,
Qiagen).

Resultados esperados:

Identificar os casos de hepatite B oculta e avaliar a eficicia desta técnica em relagdo a outras ja
utilizadas na rotina laboratorial. Os resultados poderdo subsidiar a Vigildncia Epidemioldgica na adequagdo
de medidas de prevencdo e controle dessa infecgdo na populagdo estudada.

Documentos apresentados:

- Cadastro on-line de pesquisa

- Projeto de pesquisa

- Termo de colaborag3o do Instituto Adolfo Lutz (Laboratério de Hepatites e Nucleo de

Doencas Sanguinea e Sexuais)

- Conselho técnico-cientifico — CTC/IAL

- Termo de consentimento livre e esclarecido

- Avaliagdo de interesse institucional — Servico de Extensdo ao Atendimento de
Pacientes HIV/AIDS — Casa da Adis - Divisdo de Moléstias Infecciosas e Parasitarias,
atestando auséncia de conflito com outro projeto da instituigdo.

Serdo avaliados os pacientes atendidos sequencialmente no servi¢o. As amostras (soro ou plasma) serdo
coletadas de forma aleatéria, de pacientes inicialmente que alegam ser HIV positivos apenas, sem
marcadores soroldgicos para HBV. Posteriormente, os pacientes serdo divididos nos grupos apresentados no
projeto, sendo o grupo 1 constituido apenas por amostras de pacientes HIV positivos com Anti-HBc¢ isolado e

o grupo 2 apenas HIV positivo, sem marcadores para HBV.”

74



FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
DEPARTAMENTO DE MOLESTIAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS

ME
(5P 00

O referido projeto tem finalidade académica e constitui projeto de dissertacdo de mestrado da aluna

Samira Julien Calux.
A aluna participara da selecdo e convocagdo dos pacientes participantes. A orientagdo do projeto é

responsabilidade da Profa Regina Célia Moreira. A Dra. Maria Céssia Mendes Corrréa é pesquisadora
convidada e participara da convocacdo dos pacientes incluidos.

O projeto esta planejado satisfatoriamente, é relevante e ndo ha questdes éticas pendentes.

Aprovado.
A Comiss3o aprovou o presente projeto com base no parecer do relator.

ke

Prof2 Maria Aparecida Shikanai Yasuda
Coordenadora da Comissdo de Etica e Pesquisa
do Depto de Moléstias Infecciosas e Parasitarias
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ANEXO 3

Pacientes com perfil de susceptibilidade ao HBV

§8 L. fs il g 32
89 §f W g &e g 3g o Ig
BO-2 F 45 X X X NR NR NR ND 433 852 0,51 <40
BO-9 M 49 X X X X NR NR NR ND 1168 741 1,58 <40
BO-12 F 50 X X X NR NR NR ND 537 1273 0,42 <40
BO-17 F 52 X X X NR NR NR ND 632 1087 0,58 88
BO-20 F 5 X X X NR NR NR ND 449 1206 0,37 <40
BO-22 F 4 X X X NR NR NR ND 391 492 0,79 <40
BO-23 F 64 X X X X NR NR NR ND 871 682 1,28 44
BO-25 M 43 X X NR NR NR ND 823 1117 0,74 <40
BO-27 M 50 X X NR NR NR ND 613 535 1,15 <40
BO-33 M 51 X X NR NR NR ND 361 1160 0,31 <40
BO-35 M 52 X NR NR NR ND 333 1027 0,32 96287
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] 2 S . N & = - 0% . = © -
g5 © 5 3 5 5 % 3 = 3 8 & . . 5 ZE
38 - w7 z xr 2 2 O Tg
BO-44 M 40 X X X NR NR NR ND 1283 1403 0,91 <40
BO-47 M 39 X X X NR NR NR ND 655 925 0,71 <40
BO-56 F 51 X X NR NR NR ND 811 641 1,27 <40
BO-59 F 66 X X X X X NR NR NR ND 540 357 1,51 <40
BO-61 F 60 X X X NR NR NR ND 909 1033 0,88 53
BO-62 M 47 X X X X NR NR NR ND 139 375 0,37 350
BO-64 M 45 X X X NR NR NR ND 768 1296 0,59 2116
BO-65 F 62 X X NR NR NR ND 427 664 0,64 <40
BO-67 M 45 X X NR NR NR ND 494 734 0,67 <40
BO-68 F 67 X X X NR NR NR ND 1009 1362 0,74 43
BO-71 F 37 X X X X NR NR NR ND 1042 571 1,82 <40
BO-74 M 40 X X X NR NR NR ND 1057 781 1,35 <40
BO-79 F 52 X X X X NR NR NR ND 261 746 0,35 <40
BO-81 F 58 X X X X NR NR NR ND 769 627 1,23 <40
BO-82 M 49 X X X NR NR NR ND 666 724 0,92 <40
BO-86 M 43 X X X NR NR NR ND 719 787 0,91 <40
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] 2 S . N & = - 0% . = © -
g5 © 5 3 5 5 % 3 = 3 8 & . . 5 ZE
38 - w7 z xr 2 2 O Tg
BO-87 F 42 X X X X NR NR NR ND 491 810 0,61 <40
BO-89 M 55 X X X NR NR NR ND 475 917 0,52 <40
BO-94 F 3 X X X X NR NR NR ND 1262 1763 0,72 <40
BO-97 F 52 X X X X NR NR NR ND 725 306 2,37 <40
BO-99 F 47 X NR NR NR ND 378 411 0,92 <40
BO-100 F 62 X X NR NR NR ND 818 578 1,42 <40
BO-110 F 57 X X X NR NR NR ND 563 597 0,94 <40
BO-113 M 52 X X NR NR NR ND 780 678 1,15 <40
BO-116 F 47 X X X NR NR NR ND 1068 1363 0,78 <40
BO-117 M 50 X X NR NR NR ND 563 1501 0,38 <40
BO-127 M 49 X X NR NR NR ND 735 1245 0,59 <40
BO-129 F 42 X X NR NR NR ND 508 636 0,80 <40
BO-130 M 54 X X X X NR NR NR ND 178 910 0,20 12976
BO-132 M 63 X X X X NR NR NR ND 351 1352 0,26 <40
BO-133 M 20 X X X X NR NR NR ND 672 665 1,01 <40
BO-136 F 48 X X X X NR NR NR ND 305 694 0,44 2511

78



] 2 S . N & = - 0% . = © -
g5 © 5 3 5 5 % 3 = 3 8 & . . 5 ZE
38 - w7 z xr 2 2 O Tg
BO-141 F 651 X X NR NR NR ND 518 896 0,58 <40
BO-144 M 52 X X NR NR NR ND 884 491 1,80 <40
BO-149 F 54 X X X X NR NR NR ND 584 1036 0,56 <40
BO-151 M 42 X X NR NR NR ND 429 294 1,46 <40
BO-152 F 55 X X X NR NR NR ND 311 802 0,39 <40
BO-154 M 41 X X X X NR NR NR ND 41 634 0,06 47378
BO-157 M 70 X X X NR NR NR ND 368 686 0,54 <40
BO-165 M 66 X X X X NR NR NR ND 757 916 0,83 <40
BO-166 F 4 X X X NR NR NR ND 637 728 0,88 <40
BO-168 F 53 X X X NR NR NR ND 71 759 0,09 50
BO-170 M 57 X X NR NR NR ND 494 856 0,58 <40
BO-173 M 54 X X X NR NR NR ND 686 614 1,12 <40
BO-176 M 30 NR NR NR ND 858 1251 0,69 14328
BO-179 F 32 NR NR NR ND 918 1070 0,86 9685
BO-181 F 48 NR NR NR ND 507 1583 0,32 12023
BO-182 M 28 NR NR NR ND 435 1315 0,33 21683
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] 2 S . N & = - 0% . = © -
g5 © 5 3 5 5 % 3 = 3 8 & . . 5 ZE
38 - w7 z xr 2 2 O Tg
BO-183 M 38 NR NR NR ND 549 809 0,68 14735
BO-186 F 57 NR NR NR ND 604 817 0,74 <40
BO-188 M 29 NR NR NR ND 537 1333 0,40 12545
BO-189 F 40 NR NR NR ND 399 1124 0,35 17246
BO-191 M 30 NR NR NR ND 628 533 1,18 10261
BO-194 F 31 NR NR NR ND 751 1317 0,57 101
BO-199 F 43 X X X NR NR NR ND 836 537 1,56 <40
BO-200 F 50 X X X NR NR NR ND 911 979 0,93 <40
BO-201 M 49 X X NR NR NR ND 545 681 0,80 <40
BO-202 M 53 X X X X X NR NR NR ND 403 650 0,62 <40
BO-203 M 42 X X X NR NR NR ND 1002 2109 0,48 <40
BO-209 F 47 X X X NR NR NR ND 409 1124 0,36 <40
BO-210 M 43 X X NR NR NR ND 394 684 0,58 <40
BO-212 M 59 X X X X NR NR NR ND 730 636 1,15 <40
BO-215 F 30 X X NR NR NR ND 965 952 1,01 <40
BO-216 F 581 X X X X NR NR NR ND 139 1221 0,11 2946655
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R 8 S . N & = - 0% . = © -
g5 © 5 3 5 5 % 3 £ 3 8 8 . . 5 ZE
38 - w7 z xr 2 2 O Tg
BO-217 F 46 X X NR NR NR ND 861 861 1,00 <40
BO-219 F 71 X X NR NR NR ND 897 1227 0,73 <40
BO-225 F 53 X X X X X NR NR NR ND 524 866 0,61 <40
BO-228 M 36 NR NR NR ND 672 1381 0,49 114755
BO-230 M 32 NR NR NR ND 52 300 0,17 1640821

F: feminino; M: masculino; NR: ndo reagente; ND: ndo detectado.
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ANEXO 4

Pacientes em tratamento com antirretrovirais

SE . i3 fisizig s st
2 o d T = © . . E
é g 3 § g “é E g § g g g g § Anti-HBs HBsAg A”Ttgt';lBC ngﬂg'ﬁz H('?J\I//}E])'C')A CD4 cD8 % ;g
S5 T N g K % - 5:5 O I§
BO-1 F 57 X X X X NR  NR R ND ND 138 459 0,30 1312
BO-2 F 45 X X X NR  NR NR ND ND 433 852 0,51 <40
BO-3 M 65 X X X NR R R ND ND 595 193 3,08 <40
BO-4 M 58 X X X NR R ND ND 527 551 0,96 <40
BO-5 M 58 X X X R NR NR ND ND 656 542 1,21 89
BO-6 F 42 X X X R NR NR ND ND 926 1096 0,84 <40
BO-7 M 45 X X X NR NR R ND ND 614 866 0,71 <40
BO-8 M 43 X X R NR NR ND ND 628 943 0,67 <40
BO-9 M 49 X X X X NR  NR NR ND ND 1168 741 1,58 <40
BO-10 M 44 X X X X R NR NR ND ND 238 95 2,50 <40
BO-11 F 63 X X X R NR NR ND ND 955 730 1,31 <40
BO-12 F 50 X X X NR  NR NR ND ND 537 1273 0,42 <40
BO-13 F 56 X X X NR AR R ND ND 1828 1876 0,97 <40
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BO-14 F 55 X X X X R NR NR ND ND 1219 401 3,04 <40
BO-15 M 40 X X NR NR R ND ND 784 952 0,82 <40
BO-16 F 35 X X X X R NR NR ND ND 414 715 0,58 <40
BO-17 F 52 X NR NR NR ND ND 632 1087 0,58 88
BO-18 M 66 X X R NR NR ND ND 1353 555 2,44 48
BO-19 F 61 X X X R NR NR ND ND 398 369 1,08 <40
BO-20 F 55 X X NR NR NR ND ND 449 1206 0,37 <40
BO-21 M 69 X R NR R ND ND 473 749 0,63 <40
BO-22 F 4 X X X NR NR NR ND ND 391 492 0,79 <40
BO-23 F 64 X X X X NR NR NR ND ND 871 682 1,28 44
BO-24 M 45 X X X R NR NR ND ND 921 989 0,93 <40
BO-25 M 43 X X X NR NR NR ND ND 823 1117 0,74 <40
BO-26 M 47 X X X NR NR R ND ND 279 430 0,65 <40
BO-27 M 50 X X X NR NR NR ND ND 613 535 1,15 <40
BO-28 M 45 X X X R NR R ND ND 629 524 1,20 <40
BO-29 M 50 X X NR NR R ND ND 819 1360 0,60 <40
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R S kW g £ & 2 o F ) Tg
BO-30 F 48 X X R NR NR ND ND 590 1189 0,50 <40
BO-31 M 66 X X X X NR  NR R ND ND 894 1285 0,70 52
BO-32 M 55 R NR NR ND ND #DIV/0!
BO-33 M 51 X X X X NR  NR NR ND ND 361 1160 0,31 <40
BO-34 M 61 X R NR R ND ND 968 906 1,07 <40
BO-35 M 52 X NR  NR NR ND ND 333 1027 032 96287
BO-36 M 42 X X X X X R NR R ND ND 983 1762 0,56 <40
BO-37 M 62 X R NR R ND ND 513 1587 0,32 <40
BO-38 M 55 X X X X NR  NR R ND ND 210 794 0,26 280
BO-39 M 59 X X X X X NR  NR R ND ND 828 654 1,27 <40
BO-40 M 49 X X X NR R ND ND 1591 1438 1,11 <40
BO-41 M 46 X X X R NR R ND ND 661 711 0,93 <40
BO-42 F 53 X X X R NR NR ND ND 588 807 0,73 <40
BO-43 F 41 X X X R NR R ND ND 674 612 1,10 <40
BO-44 M 40 X X NR  NR NR ND ND 1283 1403 0,91 <40
BO45 M 57 X X X R NR NR ND ND 414 1673 0,25 <40
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BO-46 M 42 X X X R NR NR ND ND 616 624 0,99 <40
BO-47 M 39 X X X NR  NR NR ND ND 655 925 0,71 <40
BO-48 F 52 X X X X R NR R ND ND 477 887 0,54 <40
BO-49 M 48 X X R NR NR ND ND 363 496 0,73 <40
BO-50 M 44 X X R NR R ND ND 720 1686 0,43 <40
BO-51 M 52 X X X R NR R ND ND 902 1327 0,68 <40
BO-52 F 43 X X X X R NR NR ND ND 487 579 0,84 <40
BO-53 F 50 X X X R NR NR ND ND 565 675 0,84 <40
BO-54 M 25 X X X R NR NR ND ND 1192 1374 0,87 5035
BO-55 F 53 X X NR  NR R ND ND 1430 702 2,04 <40
BO-56 F 51 X X NR  NR NR ND ND 811 641 1,27 <40
BO-57 M 41 X X X R NR NR ND ND 650 590 1,10 <40
BO-58 M 52 X NR  NR R ND ND 528 1456 0,36 <40
BO-59 F 66 X X X X NR NR NR ND ND 540 357 1,51 <40
BO-60 M 36 X X X R NR NR ND ND 722 1648 0,44 370
BO-61 F 60 X X X NR  NR NR ND ND 909 1033 0,88 53
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BO-62 M 47 X X X X NR  NR NR ND ND 139 375 0,37 350
BO-63 M 53 X X X X R NR NR ND ND 146 112 1,30 <40
BO-64 M 45 X X X NR  NR NR ND ND 768 1296 0,59 2116
BO-65 F 62 X X X NR  NR NR ND ND 427 664 0,64 <40
BO-66 M 52 X X X R NR R ND ND 469 2969 0,16 6403
BO-67 M 45 X X X NR  NR NR ND ND 494 734 0,67 <40
BO-68 F 67 X X NR  NR NR ND ND 1009 1362 0,74 43
BO-69 F 58 X X R NR NR ND ND 1475 457 3,23 <40
BO-70 M 55 X X X X NR NR ND ND 813 939 0,87 <40
BO-71 F 37 X X X X NR  NR NR ND ND 1042 571 1,82 <40
BO-72 M 57 X X X X NR  NR ND ND 1057 781 1,35 <40
BO-73 M 51 X X X X R NR R ND ND 806 1244 0,65 <40
BO-74 M 40 X X NR  NR NR ND ND 1057 781 1,35 <40
BO-75 M 40 X X X R NR R ND ND 358 727 0,49 <40
BO-76 M 46 X X X R NR R ND ND 1038 1616 0,64 <40
BO-77 M 48 X X X R NR ND ND 939 1383 0,68 <40
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BO-78 M 48 X X X R NR NR ND ND 535 775 0,69 <40
BO-79 F 52 X X X X X NR  NR NR ND ND 261 746 0,35 <40
BO-80 M 57 X X X X R NR NR ND ND 562 826 0,68 <40
BO-81 F 58 X X X NR  NR NR ND ND 769 627 1,23 <40
BO-82 M 49 X X X NR  NR NR ND ND 666 724 0,92 <40
BO-83 F 54 X X X R NR NR ND ND 702 1092 0,64 <40
BO-84 F 41 X X X R NR NR ND ND 738 970 0,76 <40
BO-85 M 62 X X X X NR  NR R ND ND 721 1408 0,51 <40
BO-86 M 43 X X X NR  NR NR ND ND 719 787 0,91 <40
BO-87 F 42 X X X X NR  NR NR ND ND 491 810 0,61 <40
BO-88 M 45 X X X R NR R ND ND 607 370 1,64 <40
BO-89 M 55 X NR  NR NR ND ND 475 917 0,52 <40
BO-90 M 55 X R NR R ND ND 367 1362 027 76393
BO-91 F 35 X X R NR NR ND ND 1394 589 2,37 <40
BO-92 F 53 X X R NR NR ND ND 1161 993 1,17 <40
BO-93 M 52 X X X R NR R ND ND 392 687 0,57 <40
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BO-94 F 35 X X X X NR  NR NR ND ND 1262 1763 0,72 <40
BO-95 M 52 X X X X R NR R ND ND 218 1183 0,18 193
BO-96 M 41 X X X R NR NR ND ND 585 777 0,75 88
BO-97 F 52 X X X X NR  NR NR ND ND 725 306 2,37 <40
BO-98 M 45 X X R NR R ND ND 851 619 1,37 <40
BO-99 F 47 X X NR  NR NR ND ND 378 411 0,92 <40
BO-100 F 62 X X NR  NR NR ND ND 818 578 1,42 <40
BO-101 M 53 X X X X R NR R ND ND 301 1310 0,23 <40
BO-102 M 65 X NR ND ND 470 416 1,13 <40
BO-103 M 53 X X R NR ND ND 573 811 0,71 <40
BO-104 M 44 X X X NR NR ND ND 721 836 0,86 <40
BO-105 M 51 X X X X X NR R Detectado <10 325 768 0,42 <40
BO-106 M 44 X X X NR R ND ND 85 895 0,09 1147
BO-107 F 46 X X X R NR NR ND ND 588 339 1,73 <40
BO-108 M 51 X X X NR  NR ND ND 500 761 0,66 897
BO-109 M 50 X X R NR R ND ND 398 874 0,46 <40
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BO-110 F 57 X X X NR  NR NR ND ND 563 597 0,94 <40
BO-111 M 49 X X X NR NR R ND ND 581 1303 0,45 <40
BO-112 M 50 X X X NR R R Detectado 462 825 1464 0,56 <40
BO-113 M 52 X NR  NR NR ND ND 780 678 1,15 <40
BO-114 M 61 X X R R R ND ND 520 1375 0,38 <40
BO-115 M 53 X X R NR R ND ND 610 513 1,19 <40
BO-116 F 47 X X X NR  NR NR ND ND 1068 1363 0,78 <40
BO-117 M 50 X X X NR NR NR ND ND 563 1501 0,38 <40
BO-118 F 69 X X R NR R ND ND 967 893 1,08 <40
BO-119 M 58 X X NR AR ND ND 718 1262 0,57 117
BO-120 M 48 X X X NR NR ND ND 562 1653 0,34 232
BO-121 M 44 X R NR NR ND ND 890 1084 0,82 <40
BO-122 F 65 X NR NR Detectado <10 699 936 0,75 <40
BO-123 M 56 X X NR R NR ND ND 377 1202 0,31 <40
BO-124 M 40 X X NR ND ND 944 1203 0,78 <40
BO-125 M 52 X X X X R NR R ND ND 546 1334 0,41 <40
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BO-126 M 47 X X X X R NR R ND ND 941 1245 0,76 <40
BO-127 M 49 X X NR  NR NR ND ND 735 1245 0,59 <40
BO-128 F 55 X X R NR NR ND ND 264 905 0,29 <40
BO-129 F 42 X X NR  NR NR ND ND 508 636 0,80 <40
BO-130 M 54 X X X X NR AR NR ND ND 178 910 020 12976
BO-131 M 51 X X R NR NR ND ND 1059 712 1,49 <40
BO-132 M 63 X X NR AR NR ND ND 351 1352 0,26 <40
BO-133 M 20 X NR  NR NR ND ND 672 665 1,01 <40
BO-134 M 34 X R NR R ND ND 646 1354 0,48 <40
BO-135 M 50 X X R NR ND ND 1023 832 1,23 <40
BO-136 F 48 NR  NR NR ND ND 305 694 0,44 2511
BO-137 M 51 X R NR NR ND ND 229 530 0,43 <40
BO-138 M 60 X X X NR  NR ND ND 442 571 0,77 80
BO-139 M 38 X X R NR R ND ND 673 959 0,70 <40
BO-140 F 44 X X R NR NR ND ND 732 800 0,92 <40
BO-141 F 51 X X X NR  NR NR ND ND 518 896 0,58 <40
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BO-142 M 43 X X X R NR NR ND ND 733 1411 0,52 <40
BO-143 M 64 X X R NR NR ND ND 792 1335 0,59 <40
BO-144 M 52 X X X NR  NR NR ND ND 884 491 1,80 <40
BO-145 M 32 X X R NR R ND ND 323 1595 020 68374
BO-146 F 52 X X X R NR NR ND ND 1219 524 2,33 71
BO-147 F 48 X X X R NR NR ND ND 1439 928 1,55 <40
BO-148 M 60 X X NR  NR R ND ND 1593 1228 1,30 <40
BO-149 F 54 X X X NR  NR NR ND ND 584 1036 0,56 <40
BO-150 M 64 X NR R NR ND ND 598 1168 0,51 <40
BO-151 M 42 X NR  NR NR ND ND 429 294 1,46 <40
BO-152 F 55 X X NR  NR NR ND ND 311 802 0,39 <40
BO-153 M 73 X NR  NR R ND ND 579 745 0,78 <40
BO-154 M 41 X X NR  NR NR ND ND 41 634 0,06 47378
BO-155 F 45 X R NR R ND ND 722 862 0,84 1639398
BO-156 F 46 X R NR NR ND ND 584 921 0,63 <40
BO-157 M 70 X X X NR  NR NR ND ND 368 686 0,54 <40
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BO-158 M 50 X X X X R NR NR ND ND 613 430 1,43 <40
BO-159 M 44 X X R NR R ND ND 744 970 0,77 <40
BO-160 M 49 X X X R NR R ND ND 644 577 1,12 <40
BO-161 M 63 X R NR NR ND ND 583 975 0,60 <40
BO-163 M 49 X R NR R ND ND 748 1088 0,69 <40
BO-164 M 54 X X X NR  NR R ND ND 685 646 1,06 <40
BO-165 M 66 X X X X NR  NR NR ND ND 757 916 0,83 <40
BO-166 F 44 X X X NR  NR NR ND ND 637 728 0,88 <40
BO-168 F 53 X X X NR NR NR ND ND 71 759 0,09 50
BO-170 M 57 X X X NR  NR NR ND ND 494 856 0,58 <40
BO-173 M 54 X X NR  NR NR ND ND 686 614 1,12 <40
BO-174 M 64 X X R NR ND ND 922 1293 0,71 <40
BO-177 M 44 X R NR R ND ND 35 962 0,04 524994
BO-195 F 54 X X R NR NR ND ND 778 617 1,26 <40
BO-196 F 45 X X X X R NR NR ND ND 361 626 0,58 <40
BO-197 M 54 X X R NR NR ND ND 855 883 0,97 <40
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BO-198 M 52 X X X X X R NR R ND ND 485 1013 0,48 <40
BO-199 F 43 X X NR  NR NR ND ND 836 537 1,56 <40
BO-200 F 50 X X X NR  NR NR ND ND 911 979 0,93 <40
BO-201 M 49 X X X NR  NR NR ND ND 545 681 0,80 <40
BO-202 M 53 X X X X X NR NR NR ND ND 403 650 0,62 <40
BO-203 M 42 X X X NR  NR NR ND ND 1002 2109 0,48 <40
BO-204 F 21 X X X X R NR NR ND ND 617 766 0,81 169032
BO-205 M 40 X X X R NR R ND ND 737 959 0,77 <40
BO-206 M 39 X X R NR NR ND ND 236 159 1,48 <40
BO-207 M 63 X X X X R NR R ND ND 1176 709 1,66 <40
BO-208 F 53 X X R NR NR ND ND 596 323 1,85 <40
BO-209 F 47 X X X NR NR NR ND ND 409 1124 0,36 <40
BO-210 M 43 X X X NR  NR NR ND ND 394 684 0,58 <40
BO-211 M 54 X X R NR NR ND ND 659 405 1,63 <40
BO-212 M 59 X X X X NR  NR NR ND ND 730 636 1,15 <40
BO-213 M 52 X X X R NR R ND ND 503 458 1,10 <40
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BO-214 F 42 X X X X R NR NR ND ND 421 596 0,71 <40
BO-215 F 30 X X NR NR NR ND ND 965 952 1,01 <40
BO-216 F 51 X X X X NR NR NR ND ND 139 1221 0,11 2946655
BO-217 F 46 X NR NR NR ND ND 861 861 1,00 <40
BO-219 F 71 X X X NR NR NR ND ND 897 1227 0,73 <40
BO-220 M 67 X X R NR R ND ND 550 550 1,00 <40
BO-221 M 43 X X X X R NR NR ND ND 217 790 0,27 101
BO-222 M 47 X X R NR NR ND ND 1090 1135 0,96 <40
BO-223 M 55 X R NR R ND ND 1751 1601 1,09 <40
BO-224 M 56 X R NR NR ND ND 536 582 0,92 <40
BO-225 F 53 X X X X X NR NR NR ND ND 524 866 0,61 <40
BO-226 M 63 X X R NR NR ND ND 386 1038 0,37 <40
BO-227 M 40 X X R NR NR ND ND 890 560 1,59 <40

F: feminino; M: masculino; R: reagente; NR: ndo reagente; ND: ndo detectado.
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ANEXO 5

Pacientes portadores do HIV virgens de tratamento

Identificacéo

Anti-HBc

Pesquisa

Quantificacéo

Quantificagéo

do Paciente Sexo Idade Anti-HBs HBsAg Total HBV-DNA H(?_JY/}IT:])BA CD4 CD8 CD4/CD8 (CI-(!JIF\)/i-aRSI/\In,:\L)

BO-162 M 52 R NR NR ND ND 68 602 0,11 456

BO-167 M 47 NR NR R Detectado <10 480 740 0,65 34513
BO-169 M 71 NR NR R ND ND 419 1914 0,22 <40

BO-171 M 27 NR NR R ND ND 441 1590 0,28 7271

BO-172 M 22 R NR NR ND ND 308 = = 78000
BO-175 M 24 R NR R ND ND 728 878 0,83 434067
BO-176 M 30 NR NR NR ND ND 858 1251 0,69 14328
BO-178 M 24 R NR NR ND ND 612 3301 0,19 538445
BO-179 F 32 NR NR NR ND ND 918 1070 0,86 9685

BO-180 M 60 R NR R ND ND 141 578 0,24 25084
BO-181 F 48 NR NR NR ND ND 507 1583 0,32 12023
BO-182 M 28 NR NR NR ND ND 435 1315 0,33 21683
BO-183 M 38 NR NR NR ND ND 549 809 0,68 14735
BO-184 M 25 R NR NR ND ND 64 525 0,12 510828
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Quantificacéo

Quantificagéo

'gﬁ”;gg:ﬁf‘g Sexo Idade Anti-HBs HBsAg A”Tt(i)‘;FC ngﬂgﬁ: H(EEJ\I//}E])SA CD4 CD8 CDA4/CD8 (Cl_(!)lp\)/i;;\Rs'/\ln?L)
BO-185 M 38 NR NR R Detectado 30 661 659 1,00 7615
BO-186 F 57 NR NR NR ND ND 604 817 0,74 <40
BO-187 F 40 R NR R Detectado <10 556 760 0,73 14439
BO-188 M 29 NR NR NR ND ND 537 1333 0,40 12545
BO-189 F 40 NR NR NR ND ND 399 1124 035 17246
BO-190 M 32 R NR R ND ND 587 - . 26551
BO-191 M 30 NR NR NR ND ND 628 533 1,18 10261
BO-192 M 21 R NR NR ND ND 652 454 144 671
BO-193 M 36 R NR R ND ND 335 978 0,34 313420
BO-194 F 31 NR NR NR ND ND 751 1317 057 101
BO-218 F 40 R NR NR ND ND 485 1168 0,42 7929
BO-228 M 36 NR NR NR ND ND 672 1381 0,49 114755
BO-229 M 22 R NR NR ND ND 685 1218 0,56 23996
BO-230 M 32 NR NR NR ND ND 52 300 017 1640821
BO-231 F 55 R NR NR ND ND 1338 581 2,30 <40
BO-232 F 32 R NR NR ND ND 346 1182 0,29 66454

F: feminino; M: masculino; R: reagente; NR: ndo reagente; ND: ndo detectado
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