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1. INTRODUGCAO

A hepatite B é uma das infeccBes virais mais prevalentes em humanos, sendo,
mundialmente, considerada um sério problema de saude publica. Estima-se que um terco da
populacdo mundial ja entrou em contato com o virus e que aproximadamente 400 milhdes
destas estejam cronicamente infectadas. A forma crénica dessa doenca é responsavel por altos
niveis de morbi-mortalidade, ja que representa um risco elevado para o desenvolvimento de
cirrose e carcinoma hepatocelular, além de constituir um potencial reservatorio da infeccédo
(Brasil 2008, Carey 2009, Kew 2010).

O HBYV esta classificado na familia Hepadnaviridae e género Orthohepadnavirus. A
particula viral apresenta 40-42 nm de didametro, sendo constituida externamente pelo envelope
viral e, internamente, pelo nucleocapsideo icosaédrico. O genoma deste virus € DNA circular
de fita parcialmente dupla, com cerca de 3,2Kb (aproximadamente 3.200 pares de bases-pb),
organizado em quatro unidades de leitura aberta (Open Reading Frame - ORF): Pré-S/S, Pré-
CIC, P e X, que codificam as proteinas estruturais e ndo estruturais do virus (ICTV 2009,
Liang 2009, Doo & Ghany 2010).

Devido as divergéncias observadas no genoma do HBYV, foi realizada uma
classificacdo em gendtipos, sendo atualmente denominados de A a H (Cao 2009). Além disso,
nos ultimos anos, outros dois tém sido propostos (I e J) (Huy et al 2008, Tatematsu et al
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2009). No Brasil, os genotipos A, D e F sdo os mais prevalentes (de Castro et al., 2001; Teles
et al. 2002, Araujo et al., 2004; Sitnik et al. 2004, Oliveira et al. 2005, Motta-Castro et al
2005, Ferreira et al 2006, Mello 2007, Motta-Castro et al 2008, Matos et al 2009). A
identificacdo de genotipos do HBV apresenta grande importancia do ponto de vista
epidemioldgico e clinico, ja que alguns autores sugerem que estes podem influenciar na
progressao da doenca hepatica e interferir no tratamento da infec¢do (Mahtab et al 2008, Lin
& Kao 2011).

O diagndstico soroldgico da infeccdo pelo HBV inclui a deteccdo dos marcadores
especificos, com a detecgdo de antigenos HBs e HBe, e dos seus respectivos anticorpos (anti-
HBs e anti-HBe), além do anti-HBc (IgM/Total). Resumidamente, 0 HBsAg indica infec¢do
presente pelo HBV e a positividade ao seu anticorpo correspondente, o anti-HBs, sugere
imunidade e recuperacgdo. Ja o anti-HBc é considerado marcador de exposicdo prévia a este
virus. Ainda, a deteccdo do HBeAg e anti-HBe, pode ser utilizada no acompanhamento da
infeccdo, sendo sugestivos de elevada e baixa replicacdo viral, respectivamente (Fonseca
2007, Liang 2009).

Adicionalmente, o HBV DNA pode ser encontrado no soro de individuos com
infecgdo aguda ou cronica, sendo associado a replicacdo viral. Assim, técnicas moleculares,
como por exemplo, a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), a analise quantitativa (carga
viral) e seglienciamento do genoma (parcial/completo), tém sido cada vez mais empregadas
no diagnostico da infeccdo pelo HBV (Fonseca 2007, Liaw & Chu 2009).

Em individuos cronicamente infectados pelo HBV, pode ser observada a ocorréncia de
perfil atipico, caracterizado pela deteccdo do HBV DNA no figado e/ou soro, na auséncia do
marcador HBsAg. Este aspecto é conhecido como infeccdo oculta pelo HBV, que pode ser
classificada em soropositiva (anti-HBc e/ou anti-HBs positivos) ou infeccdo oculta
soronegativa (anti-HBc e anti-HBs negativos) (Raimondo et al 2008, Said 2011). A
importancia desse quadro atipico advém do significante impacto em varios contextos clinicos:
possibilidade de reativagdo da doenca em um estado de imunossupresséo, transmissao atraves
de transfusdes sanguineas ou transplantes de Orgdos, além de favorecer a progressdo da
fibrose hepatica e carcinoma hepatocelular (Chemin et al. 2001, Conjeevaram & Lok 2001,
Raimondo et al. 2003, 2007,2008, Said 2011).

O estudo da co-infeccdo HBV-HIV apresenta grande relevancia, uma vez que ha
modifica¢bes no perfil clinico, com implicagcdes na terapéutica e prognostico da hepatite B.

Alguns autores relataram que a co-infec¢cdo com o HIV diminui a persisténcia de anticorpos



anti-HBs (Vento et al. 1989, Horvath et al. 1994, Moss et al. 2003). Além disso, estudos
sugerem que a infeccdo pelo HIV favorece episodios de reinfeccdo e reativacdo do HBV e
ainda, o aparecimento de perfis sorologicos atipicos, sendo que muitos deles apresentam
positividade somente para o marcador anti-HBc (Burnett et al. 2008, Machado et al. 2006,
Mallet et al. 2011).

A prevaléncia da infeccdo oculta pelo HBV tem sido estudada em diferentes
populacdes e os pesquisadores tém utilizado diferentes padrbes laboratoriais. Por isso, 0s
dados da prevaléncia desse tipo de infec¢do, no mundo, sdo bastante divergentes. Em estudos
realizados em varios paises, na populagdo HIV-soropositiva, sob uso de terapia antiretroviral,
a prevaléncia global da infeccdo oculta pelo HBV varia de 0 a 33% (Neau et al. 2005,
Mphahlele et al. 2006, Torres-Baranda et al. 2006, Rai et al. 2007, Azadmanesh et al. 2008,
Ramia et al. 2008, Ramenzani et al. 2010). Considerando ainda os estudos estrangeiros, que
foram realizados nos pacientes HIV-soropositivos virgens de tratamento, a variagdo na
prevaléncia dessa infeccdo é de 2,9 a 88,4% (Shire et al. 2004, Filippini et al. 2006, Firnhaber
et al. 2009, Morsica et al. 2009, Stuart et al. 2009, Gupta & Singh 2010, N’dri-Yoman et al.
2010, Reuter et al. 2010). Em relacdo aos dados publicados do Brasil, os estudos ja realizados,
nesta populagdo, investigaram individuos sob tratamento antiretroviral e verificaram indices
variando de 5 a 20% nos Estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Jardim et al. 2008, Araujo et
al. 2008, Santos et al. 2003, Sucupira et al. 2006).

A co-infeccdo HBV-HIV ainda € pouco estudada no Brasil e, até o presente momento,
informacdes sobre a caracterizacdo de genotipos do HBV em individuos co-infectados no
Brasil, permanecem escassas, sendo inexistentes os dados de infec¢do oculta pelo HBV em
pacientes HIV soropositivos, virgens de tratamento, do nosso Pais. Assim, a presente pesquisa
buscou investigar as caracteristicas moleculares do HBV em individuos infectados pelo HIV,

sem tratamento antiretroviral prévio, em Goiania-Goias.

2. OBJETIVOS

» ldentificar os gendtipos do virus da hepatite B em pacientes HBV-HIV co-infectados
em Goiania, Goias;
» Determinar o indice de infeccdo oculta pelo HBV nos individuos com positividade

isolada ao anti-HBc.



3. METODOLOGIA

Delineamento do Estudo e populacédo - Estudo observacional, analitico, de corte
transversal. A populacdo da presente pesquisa foi selecionada a partir da populacédo total do
projeto que foi constituida de 505 individuos HIV soropositivos, virgens de tratamento
antiretroviral. Estes pacientes foram encaminhados/atendidos no hospital de referéncia para
doencas infecciosas em Goiania-Goias (Hospital de Doencas Tropicais Anuar - Auad), no
periodo de um ano (abril 2009/abril 2010). Os individuos que concordaram em participar da
investigacdo foram entrevistados sobre dados socio-demogréficos e fatores de risco
associados a infec¢cdo pelo HBV. Em seguida, foram coletados 10 mL de sangue. As amostras

foram separadas e estocadas a -20°C até a realizacdo dos ensaios.

Testes soroldgicos — No periodo anterior a esta pesquisa, todas as amostras foram
triadas para os marcadores sorologicos HBsAg, anti-HBc e anti-HBs pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando-se reagentes comerciais. Apds esta triagem, foram
identificadas 29 amostras reagentes ao HBsSAg e 26 com positividade isolada ao anti-HBc, as

quais foram selecionadas para a analise molecular.
Deteccdo do HBV-DNA

e Extracdo do HBV-DNA- As amostras HBSAQ reagentes e aquelas com
positividade isolada ao anti-HBc foram submetidas a extracdo do DNA do HBV, realizada em
duas etapas, conforme descrito por Niel et al. (1994). A primeira consistiu na adi¢do de 250 pl
do soro em 80 pl de solucdo de lise, sendo esta composta por solu¢do A (Tris 200 mM, SDS
1% NaCl 700 mM, EDTA 20 mM e tRNA 0,1 mg/mL) e solucdo B (proteinase K 2 mg/mL
dissolvida em solucdo de CaCl 0,36 mM; o pH final foi ajustado para 9,0 utilizando HCI). Os
soros, juntamente com a solucdo de lise, foram incubados por 4 horas a 37 °C. O DNA viral
foi extraido pelo uso de fenol/cloroférmio e apds centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e
transferido para tubos contendo etanol. Este produto foi mantido a -20°C durante a noite. A
segunda etapa da reacdo consistiu na centrifugacdo do material e a formacdo de um
precipitado. Em seguida, adicionou-se etanol a 70%, os tubos foram secos (aspirador a vacuo)

e o material foi ressuspenso em 30 pl de agua miliQ autoclavada.

e Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) — Apos a extracdo do DNA, o
mesmo foi submetido a uma semi-nested PCR, para amplificacdo da regido Pré-S/S do

genoma do HBYV, que foi realizada em duas etapas de acordo com Motta-Castro et al. (2005).



Para a primeira, denominada PCR-1, utilizou-se os primers PS1 e S2/S22 (Invitrogen) e para
a segunda (PCR-2) foram empregados os primers PS1 e SR (Invitrogen).

e Eletroforese em gel de agarose — Ao gel de agarose preparado a 1% em
tampdo TBE (Tris-Borato EDTA), foi acrescentado brometo de etideo em uma concentracdo
final de 0,5 pg/mL. Os produtos obtidos durante a PCR-2 e 0 marcador de peso molecular
(100pb — Invitrogen) foram misturados ao corante azul de bromofenol, aplicados ao gel e
submetidos a eletroforese. Em seguida, as bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta com

auxilio de um transluminador.

Genotipagem - As amostras HBV-DNA positivas foram genotipadas por analise do
polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restricdo (RFLP), conforme Aradjo et al. (2004).
Resumidamente, ao produto amplificado para a regido Pré-S/S, foram adicionadas as enzimas
(BamHl, Stul e EcoRI) o que permite a identificacdo dos gendétipos A, D e F do HBV.

Processamento e anélise dos dados - Os dados das entrevistas e os resultados dos
testes moleculares foram digitados em microcomputador e, quando necessario, analisados no
programa “Epiinfo 67, desenvolvido pelo “Centers for Disease Control and Prevention”,

Estados Unidos da América.

4. RESULTADOS

4.1. Deteccdo do HBV-DNA e gendtipos em individuos infectados pelo HIV em Goiénia-
Goias

A Tabela 1 mostra os dados moleculares das 29 amostras HBsAg positivas. O HBV
DNA foi detectado em 69% (20/29) das amostras HBsAg reagentes. Apds a realizacdo da
genotipagem (RFLP), o gendtipo A foi encontrado em 15 amostras (75%), sendo também
encontrados 0s gendtipos F(20%; 4/29) e D (5%; 1/29). Ainda, dentre estes individuos

estudados, a idade variou de 26 a 67 anos e a maioria pertencia ao sexo masculino (68,9%).



Tabela 1- Caracteristicas moleculares das 29 amostras HBsAg positivas

Paciente Sexo Idade HBV-DNA Genotipo
V-18 F* 34 - -
V-19 M** 30 + F
V-68 M 60 + A

V-109 M 27 + A
V-114 F 43 + A
V-121 F 56 - -
V-129 M 38 + A
V-132 M 67 - -
V-193 F 53 + D
V-246 M 40 + A
V-252 M 50 + A
V-256 M 38 + A
V-262 M 38 + F
V-263 F 46 + F
V-270 M 33 - -
V-292 M 34 + A
V-296 M 28 - -
V-298 F 38 + A
V-299 F 46 + A
V-300 M 26 + A
V-301 M 31 - -
V-349 M 47 + A
V-399 F 55 - -
V-433 M 29 + A
V-462 F 48 + A
V-466 M 28 - -
V-478 M 30 - -
V-495 M 52 + F
V-498 M 29 + A

*F= Feminino; **M= Masculino



4.2. Infeccéo oculta pelo HBV em individuos infectados pelo HIV

A figura 1 ilustra o indice de infeccdo oculta pelo virus da hepatite B dentre as 26
amostras com positividade isolada ao anti-HBc. O HBV-DNA foi detectado em seis destas
amostras, o que resultou numa taxa de 23,1% (IC 95%: 9,75-44,0) para infeccdo oculta pelo

HBV na populagéo estudada.

m HBV-DNA Positivo
B HBV-DNA Negativo

Figura 1- Indice de infeccdo oculta pelo HBV em 26 amostras com positividade isolada para
anti-HBc

5. DISCUSSAO

O Brasil é um pais constituido por uma populacéo altamente miscigenada e apresenta
variacfes nas prevaléncias para o HBV entre as diferentes regides geogréaficas. Assim, a
identificacdo dos gendtipos circulantes tem grande relevancia, pois contribui para o
conhecimento da epidemiologia desta infeccdo em nosso Pais. Os gendtipos A, D e F sdo 0s
mais prevalentes no Brasil (de Castro et al., 2001; Teles et al. 2002, Araujo et al., 2004;
Carrilho et al. 2004, Sitnik et al. 2004, Oliveira et al. 2005,Motta-Castro et al 2005, Ferreira et
al 2006, Mello 2007, Motta-Castro et al 2008, Matos et al 2008, Matos et al 2009) e, acredita-
se que a presenca destes trés gendtipos seja um reflexo da formagdo da populacdo brasileira.
O genotipo A, provavelmente foi introduzido no Pais através do trafico de escravos africanos
(séculos XV1 e XIX). A alta prevaléncia do gendtipo D na Regido Sul, pode ser relacionada ao
fluxo de imigrantes europeus, provenientes da Italia e Alemanha (Inicio século XX). Além

disso, 0 genotipo F, caracteristico das popula¢es amerindias, seria originario da populagéo



nativa do Brasil (Mello et al., 2007). No presente estudo, dentre as 20 amostras HBV-DNA
positivas, houve predominancia do gendtipo A (75%), sendo também identificados os
gendtipos F(20%) e D (5%). Este resultado era esperado e confirma a circulacdo
predominante destes genotipos na populacéo brasileira, bem como em nossa Regiéo.

O aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular tem contribuido para o
esclarecimento de muitos aspectos das infecgdes virais, como por exemplo a demonstracao da
ocorréncia de infeccdo oculta pelo virus da hepatite B, situacdo onde o DNA deste virus pode
ser encontrado no tecido hepatico e/ou no sangue de individuos HBsAg negativos (Raimondo
et al. 2007, 2008, Said 2011). Alguns autores descrevem que a infec¢do oculta pelo HBV é
mais frequentemente observada em pacientes com perfil anti-HBc isolado (Chemin et al.
2001). No Brasil, em individuos HBV-HIV co-infectados, os indices de infeccdo oculta,
considerando o estrato da populacdo com reatividade isolada ao anti-HBc, descritos até o
momento variam de 6,7% a 30% (Jardim et al. 2008, Araujo et al. 2008, Santos et al. 2003,
Sucupira et al. 2006). Assim, a prevaléncia de infeccdo oculta pelo HBV encontrada na
presente investigacdo (23,1%) esta dentro da variacdo observada em pacientes brasileiros co-
infectados. Ainda, este indice foi semelhante ao verificado por Gupta & Singh (2010) em
pacientes HBV-HIV co-infectados e virgens de tratamento antiretroviral na india (24,5%).

Assim, estes achados sugerem que o monitoramento molecular pode ser utilizado para

uma melhor triagem e acompanhamento clinico dos pacientes HBV-HIV co-infectados.

6. CONCLUSOES

¢ Os genotipos A (75%), F (20%) e D (5%) do HBV foram detectados em individuos
infectados pelo HIV em Goiania-Goias, confirmando a circulacdo e predominancia destes em

nossa Regido;

¢ Observou-se um elevado indice de infeccdo oculta pelo HBV nos pacientes HIV
soropositivos com reatividade isolada ao anti-HBc (23,1%), sendo este semelhante ao

verificado em outros estudos envolvendo esta populacéo.
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