&
IO
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PROGRAMA DE POS-GRAQUAQAO EM MEDICINA TROPICAL
E SAUDE PUBLICA

TATIANE CINQUINI MORAES

Prevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite B em uma populagéo
institucionalizada portadora de doenca mental

Goiania
2013



TERMO DE CIENCIA E DEAAUTORIZA(;AO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS (TEDE) NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goias
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacfes
(BDTD/UFG), sem ressarcimento dos direitos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o
documento conforme permissfes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou
download, a titulo de divulgacdo da producdo cientifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [X] Dissertacao [ ] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacao

Autor (a): | Tatiane Cinquini Moraes

E-mail: tatycinquini@yahoo.com.br

Seu e-mail pode ser disponibilizado na pagina? [X]Sim [ 1Néo

Vinculo empregaticio do autor Servidor Pablico

Agéncia de fomento: Conselho Nacional de Desenvolvimento | Sigla: | CNP
Cientifico e Tecnolo6gico Q

Pais: | Brasil UF: [GO  [CNPJ:. |

Titulo: | Prevaléncia da infec¢do pelo virus da hepatite B em uma populacgdo institucionalizada
portadora de doenca mental

Palavras-chave: virus da hepatite B, infecgdo oculta, populag&o institucionalizada, portadores
de doenca mental

Titulo em outra | Prevalence of hepatitis B virus infection in a institutionalized mental illness
lingua: population

Palavras-chave em | Hepatitis B virus, occult infection, institutionalized population, mental illness
outra lingua:

Area de concentracio: | Microbiologia

Data defesa: (dd/mm/aaaa) 17/04/2013

Programa de P6s-Graduagao: Medicina Tropical e Saude Publica

Orientador (a): | Prof2. Dr?. Divina das Déres de Paula Cardoso

E-mail: | divina@prppg.ufg.br

Co-orientador (a):* | Profe, Dr2. Fabiola Sousa Fiaccadori

E-mail: | fabiolsf@gmail.com

*Necessita do CPF quando ndo constar no SisPG
3. Informagdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberacéo total do documento [ x ] SIM [ 1NAO!

Havendo concordancia com a disponibilizacdo eletrénica, torna-se imprescindivel o
envio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF ou DOC da tese ou dissertagéo.

O sistema da Biblioteca Digital de Teses e Dissertacfes garante aos autores, que 0S
arquivos contendo eletronicamente as teses e ou dissertagdes, antes de sua disponibilizacéo,
receberdo procedimentos de seguranga, criptografia (para ndo permitir copia e extragdo de
contetido, permitindo apenas impressao fraca) usando o padrdo do Acrobat.

Data: / /

Assinatura do (a) autor (a)

! Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensio deste
prazo suscita justificativa junto a coordenacgdo do curso. Os dados do documento ndo serdo
disponibilizados durante o periodo de embargo.


mailto:tatycinquini@yahoo.com.br
mailto:divina@prppg.ufg.br
mailto:fabiolsf@gmail.com

TATIANE CINQUINI MORAES

Prevaléncia da infeccéo pelo virus da hepatite B em uma populagéo
institucionalizada portadora de doenca mental

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina
Tropical e Salde Publica da Universidade
Federal de Goias para obtencdo do
Titulo de Mestre em Medicina Tropical
e Salde Publica.

Orientador: Prof2. Dr. Divina das Dores de Paula Cardoso

Co-orientador: Profd. Dr2. Fabiola Souza Fiaccadori

Goiania
2013



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao (CIP)

GPI/BC/UEG

M827p

Moraes. Tatiane Cinquini.

Prevaléncia da infecg¢do pelo virus da hepatite B em
uma populagio mstitucionalizada portadora de doenca
mental [manuscrito] / Tatiane Cinquini Moraes. - 2013,

85f -1l figs.. tabs.

Onentadora: Proff. Dr*. Divina das Déres de Paula
Cardoso; Coorentadora: Prof* Dr®. Fabiola Souza
Fiaccadon.

Dissertagdo (Mestrado) — Umiversidade Federal de
Goias, Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica.
2013.

Bibliografia.

Inclui lista de figuras. quadros. tabelas. siglas e
abreviaturas.

Apéndices e anexo.

1. Hepatite B — Virus. 2. Pessoa com doen¢a mental —
Hepatite B - Vimus. 3. Hepatite B - Perfil
soroepidemuologico. I Titulo.

CDU: 616.36-002




Programa de P6s-Graduacédo em Medicina Tropical e Saude Pablica
da Universidade Federal de Goiés

Aluno (a): Tatiane Cinquini Moraes

Orientador (a): Profd. Dr2 Divina das Déres de Paula Cardoso

Co-orientador (a): Prof?. Dr2, Fabiola Souza Fiaccadori




DEDICATORIA...

Dedico este trabalho aos pacientes e funcionarios da Vila
Sao José Bento Cottolego, sem 0s quais este estudo néo

seria possivel.

“Nem a Lua precisa do corpo inteiro para encantar o

mundo.” (Autor Desconhecido)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por tudo o que sou, 0 que tenho e 0 que espero. Agradeco por dar

propdsito @ minha vida, me iluminar nas decisGes e me guiar por caminhos corretos.

Agradeco aos meus pais por serem a minha referéncia e estarem sempre presentes na

minha vida de uma forma indispensavel.

Agradeco a Prof®. Divina das Dores de Paula Cardoso e a Prof®. Fabiola Souza

Fiaccadori pela oportunidade e pela orientagéo.

Agradeco a Prof® Sheila Araljo Teles e a Prof®. Megmar Aparecida dos Santos Carneiro

pelo auxilio na analise dos resultados.

Agradeco aos componentes da banca de qualificacdo deste trabalho: Megmar Aparecida

dos Santos Carneiro, Sheila Araujo Teles, Regina Maria Bringel Martins.

Minha gratiddo e meu muito obrigada aos alunos de Iniciacdo Cientifica do Laboratorio

de Virologia Humana, em especial ao italo e ao Marielton.

Aos amigos de perto e de longe, obrigada pelas palavras de apoio, pelo incentivo e,

principalmente, pelos momentos de descontracéo.

Agradeco a todos que estiveram comigo durante a realizagdo deste trabalho, pela

convivéncia e por tudo que compartilhamos e aprendemos.

Vi



SUMARIO

FIGURAS, QUADROS, TABELAS E ANEXOS ......ccccoviiiiiinene s X
SIGLAS E ABREVIATURAS ..ottt xii
RESUMO ..o bbbttt bbb bbb Xiv
ABSTRACT oottt e et et st r e te e ne e nes XV
L INTRODUGAOD ..ottt n st en sttt ne st 1
1.1 Breve NISTOMCO ...cveviiieeiiciciee e 1
1.2 Virus da hepatite B ........ccocoiiiiiiiiieieese e 2
1.2.1 Classificacdo e estrutura morfol0giCa ..........cccccvvveeivereiiesie e 2
1.2.2 Organizagdo gendmica € ProteiCa .......ccccvvevreeireerieseerieeieesreeseesieseeseeene s 4
1.2.3 Variabilidade do VHB .........coooiiiieiieccceee e e 6
1.2.3.1 Variabilidade gendmica/antigéniCa ...........c.ecereruenereninenesiee e 6
1.2.3.2 IMULAGOES ...cvveeieie ittt ettt ettt e a et e naeetaennae e 7
1.2.4 RepPliCaCa0 VIral ........ccveiiiiiiei e 9
1.2.5 Evolucgdo da infeccao pelo VHB .........cccccooiiiieiicce e 11
1.2.6 Infecgio oculta Pelo VHB..........ccoviiiiieece e 13
1.2.7 Diagnostico laboratorial da infec¢do pelo VHB ... 16
I = oo (=T oo TTo] [oTo | T USSR 18
IR T I =V 01 11T T PSR SS 18
1.3.2 Distribuicéo da infec¢do pelo VHB .........ccccoiiiiiiniiiceeec e 19
1.3.2.1 Prevaléncia da infec¢do oculta pelo VHB ..., 22
1.3.2.2 Distribuicd0o d0os genOLtIPOS ........ccccoveiieiiieieeesie e 23
1.3.3 Hepatite B e portadores de doenca mental ............ccccoovevevieiecce e, 25
1.4 Prevencéo e controle da infecg@o pelo VHB ... 26
2 JUSTIFICATIVA ettt bt neeneene s 30
BOBUIETIVOS ...ttt sttt ettt te e r e ne e 31

Vil



3.1 ODJELIVO QBIAI ..o 31

3.2 Objetivos SPECITICOS ....cviviiiiiiirierieie et 31
B IMETODOS ..ottt 32
4.1 Local e populagio de EStUAOD ..........ccoerireeiiieie e 32
4.2 AMOSIFAGRIM ...ttt ettt ettt b e b e e b et e e s ae e e nbeeabeeennee e 33
G =1 (0o (o] [o o | T USSR 33
4.3.1 Deteccdo dos marcadores SOrolOgiCos ........c.covveieeveeiiesiesieeie e 33
4.3.1.1 Detecgdo do HBsAQ € do anti-HBS ... 34
4.3.1.2 DetecGao do anti-HBC .......cocoiiiiiiiiicc e 34
4.3.1.3 Detecgdo do anti-HBC IgM ........cccoveiiiiiiicc e 35
4.3.1.4 DeteCCa0 A0 HBEAQ «...veeveeeecieece ettt 35
4.3.1.5 DetecGao do anti-HBE ..o 36
4.3.2 Detecgao do DNA VIFAl ... 36
4.3.2.1 EXtrac80 do DNA VIFal .......ccveiiiiiiiice et 37
4.3.2.2 Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) ......ccccccvvvveveeveciie s 37
4.3.2.3 Detecg@o dos produtos da PCR ........cccevviieiiiie e 38
4.3.3 Sequenciamento geNOIMICO .........coiuiirieierieieniesie et 38
4.3.3.1 Purificagdo do produto da PCR .........ccccceiiieiiiiiie e 38
4.3.3.2 Reacao de SeqUENCIAMENTO ......ccveiveeiveiieiieecieesie et 38
4.3.3.3 Analise fIlOGENALICA .......oviviieeieieeee e 39
4.3.4 ANALISE ESALISTICA ...veveveivecieeeeieiee et 39
SRESULTADOS ..ottt sttt sttt nean e 40
5.1 Caracteristicas da populacao estudada .............ccceevveieeiieviesiese e 40
5.2 SOTOPIEVAIENCIA ..o 42
5.2.1 Fatores associados a infecGao pelo VHB ..., 43
5.3 DetecGao do DNA VITal .....c.ooviiiiiicecccce e 44
5.4 1dentificacao d0S gENOLIPOS .......ocveiveiiiiieieieieie ettt 45
B DISCUSSAD ..ottt 47
7 CONCLUSAO ..ottt 52

viii



8 REFERENCIAS



FIGURAS, QUADROS, TABELAS E ANEXOS

FIGURAS
Figura 1. Microscopia eletrdnica das particulas associadas ao VHB .......................

Figura 2. Representacdo esquematica da particula viral completa (particula de

Figura 3. Estrutura gendmica do VHB ..o
Figura 4. Esquema do ciclo replicativo do VHB ...,
Figura 5. Curso soroldgico da infec¢do pelo VHB ...,
Figura 6. Prevaléncia da infeccdo pelo VHB em criancas de 5-9 anos de idade, no
ANO A8 2005 ..ottt bbb reens
Figura 7. Prevaléncia da infeccdo pelo VHB em adultos de 14 a 49 anos de idade,
oI Lo TN (=0 RSP SR
Figura 8. Distribuicdo mundial dos genotipos do VHB ...........cccocveveiieiiciecccsnne
Figura 9. Distribuicdo dos gendtipos A, D e F do VHB nas diferentes regifes
0] 22 R | [T SRS ORPRTRSSR

Figura 10. Arvore filogenética de parte das regides S e pré-S2, incluindo as seis
amostras isoladas de pacientes institucionalizados portadores de doenca mental
(em negrito) e 20 sequencias do GenBank representativas dos diferentes
GENOLIPOS 0O VHB ...

QUADROS

Quadro 1. Sequencia de iniciadores utilizados Na PCR ..........ccccccoveveiiececie e

TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas de 333 pacientes institucionalizados
portadores de doenga Mental ............cccooveiieii e
Tabela 2. Prevaléncia dos marcadores soroldgicos para o VHB nos 333 pacientes
institucionalizados portadores de doenga mental ............cccocevvviiiiiincicnc e
Tabela 3. Fatores associados & infeccdo pelo VHB em pacientes
institucionalizados portadores de doenga mental .............cccooeviniinnninie e
Tabela 4. Analise multivariada dos fatores associados a infeccdo pelo VHB em
pacientes institucionalizados portadores de doenga mental ..............ccccceevveeerennen.

Tabela 5. Caracteristicas socio-demograficas dos seis pacientes que

4
6

11
13

21

21
24

25

46

37

41

42

43

44



apresentavam positividade 80 DNA VIFal .......cccooeiiiiiiiiin e 45
Tabela 6. Perfil sorol6gico dos seis pacientes que apresentavam positividade ao

DINA VITAL ..ottt et et e 45
ANEXOS

Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido .........cccoovveveeiieecieciec e, 79
ANEXO 2. QUESTIONATIO ...eeuveiiiiciiie ettt re et e sre e sbeesbeesbeesnreens 82
Anexo 3. Aprovacio pelo Comité de Etica em PeSQUISA ............cvvveeeeveeeereeeseenens 84

Xi



SIGLAS E ABREVIATURAS

ALT — alanina aminotransferase

AgAu — antigeno Austrélia

Anti-HBc — anticorpo contra o antigeno do core do virus da hepatite B
Anti-HBe — anticorpo contra o antigeno “e”do virus da hepatite B
Anti-HBs — anticorpo contra o antigeno de superficie do virus da hepatite B
cccDNA — covalently closed circular DNA

CDC — Center for Disease Control and Prevention
DNA — &cido desoxirribonucleico

DHBYV - duck hepatitis B virus

dNTP — desoxirribonucleotideo

EDTA — &cido etilenodiamino tetracético

GSHV — ground squirrel hepatitis virus

HBCcAg — antigeno do core do virus da hepatite B
HBeAg — antigeno “e” do virus da hepatite B
HBXAg — antigeno “x”do virus da hepatite B

HCC — carcinoma hepatocelular

IFN - interferon

KDa — kilodalton

MgCl;, — cloreto de magnésio

MRNA — RNA mensageiro

NaCl — cloreto de sodio

nm — nandmetro

OMS — Organizac¢do Mundial de Saude

pb — pares de bases

PCR - reacdo em cadeia pela polimerase

PgRNA - RNA pré-genémico

RNA — acido ribonucleico

RT — transcriptase reversa

SDS - sulfato duodecil de sodio

STHBV- stork hepatitis B virus

TMB — tetrametilbenzidina

Xii



TRIS — tris-hidroxido-metil-amino-metano
VHB - virus da hepatite B

WHYV — woodchuck hepatitis virus
WMHBY - woolly monkey hepatitis B virus

Xiii



RESUMO

A hepatite B representa um grande problema de satde publica no Brasil e no
mundo, devido ao nimero de individuos acometidos e as complicacGes resultantes das
formas aguda e cronica da infecgdo. Individuos institucionalizados portadores de doenca
mental representam um grupo em risco para aquisicdo da infeccéo pelo virus da hepatite
B (VHB). Neste sentido, o presente estudo objetivou investigar o perfil
soroepidemioldgico e molecular da infeccdo pelo VHB em uma populagdo
institucionalizada portadora de doenga mental do Estado de Goiéas. Foi realizada a coleta
sanguinea de 333 pacientes, no peridodo de Julho/2011 a Janeiro/2012, sendo as
amostras submetidas ao ensaio imunoenzimatico para detecdo dos marcadores de
infeccdo pelo VHB (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc) utilizando kits comerciais. A
prevaléncia global da infeccéo pelo VHB foi de 12,9%, com um indice de positividade
isolada para 0 marcador anti-HBc de 4,2%. Apenas trés individuos foram reagentes para
o marcador de infeccdo ativa pelo VHB (HBsAQ), resultando em uma positividade de
0,9%. Somente 4,2% (14/333) da populagdo estudada apresentaram evidéncia
soroldgica de vacinagdo prévia contra o virus da hepatite B e, a suscetibilidade ao VHB,
caracterizada pela auséncia de qualquer marcador, foi observada em 82,9% da
populacdo. A andlise multivariada mostrou o sexo (masculino) e as unidades de
internacbes — F (pacientes do sexo masculino, adultos jovens, cadeirantes) e G
(pacientes do sexo masculino, adultos, psiquiatricos) — como fatores associados a
infeccdo pelo VHB. Em adicdo, procedeu-se a pesquisa do VHB-DNA nas amostras
com perfil anti-HBc isolado (N=14), HBsAg positivas (N=3), anti-HBc/anti-HBs
(N=26) bem como naquelas anti-HBs isoladas (N=14). Assim, 57 amostras foram
submetidas a técnica de PCR. Trés amostras com perfil anti-HBc isolado, uma anti-
HBc/anti-HBs e uma anti-HBs isolado foram positivas para VHB-DNA, resultando em
um indice de infeccdo oculta pelo VHB de 9,2% (5/54). A analise filogenética das
amostras VHB-DNA positivas identificou todas como gendtipo A. Os resultados
encontrados demonstram uma importante prevaléncia da infeccdo pelo VHB na
populacdo estudada, destacando-se a necessidade de elaboracéo e adogdo de estratégias
de prevencdo e controle da infeccdo pelo VHB, bem como de um continuo
monitoramento dos pacientes VHB-DNA positivos para acompanhamento e elucidacao

do estado da infeccéo.
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ABSTRACT

Hepatitis B is a major public health problem worldwide due to the number of
individuals affected and the complications resulting from acute and chronic forms of
infection. According to the literature, institutionalized individuals suffering from mental
disorders represent a group at risk for acquisition of hepatitis B virus (HBV) infection.
In this sense, the present study aimed to investigate the molecular and
seroepidemiological profile of HBV infection in a population of institutionalized
mentally disturbed in state of Goias. Blood samples from 333 patients were collected in
period of July/2011 to January/2012, and the samples were subjected to enzyme
immunoassay for detection of HBV markers infection (HBsAg, anti-HBs, anti-HBc)
using commercial kits. The overall prevalence of HBV infection was 12.9%, with an
index of isolated positivity for anti-HBc marker of 4.2%. Only three individuals were
positive for the marker of active HBV infection (HBsAQ) resulting in a 0.9% positivity.
Only 4.2% (14/333) of the study population had serologic evidence of previous
vaccination against HBV and the susceptibility to HBV, characterized by the absence of
any marker, was observed in 82.9% of the population. Multivariate analysis identified
sex (male) and the inpatient unit - F (male patients, young adults, wheelchair users) and
G (males patients, adults, psychiatric) - as a factor associated with HBV infection. In
addition, we proceeded the HBV-DNA detection in the samples with profile anti-HBc
alone (N = 14), HBsAg positive (N = 3), anti-HBc/anti-HBs (N = 26) and those anti-
HBs alone (N = 14). Thus, 57 samples were subjected to PCR. Three samples with
profile anti-HBc alone, one anti-HBc/anti-HBs and one anti-HBs alone were positive
for HBV-DNA, resulting in an index of occult HBV infection of 9.2% (5/54).
Phylogenetic analysis of HBV-DNA positive samples identified all as genotype A. The
results show a significant prevalence of HBV infection in this population, highlighting
the need for improvement in strategies for HBV infection prevention and control, as

well as a continuous monitoring of HBV positive patients.
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1 INTRODUCAO

1.1 Breve historico

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) considera como hepatite viral o
processo infeccioso do figado ocasionado por agentes virais que apresentam tropismo
primario pelo 6rgdo (WHO 2012b).

A descricdo da sindrome se inicia com Hipdcrates cerca de 300 — 400 anos antes
de Cristo, quando se admitia sua origem infecciosa, o que foi gradativamente
confirmado durante periodos de guerra, nos quais militares eram acometidos por
epidemias com igual quadro clinico (Krugman 1976, Reuben 2002, Alter 2003a).

Outro relato importante de doenca ictérica ocorreu no ano de 1883, em
trabalhadores, na Alemanha, ap6s receberem vacina contra variola preparada a partir de
linfa humana (Lurman 1885 apud Reuben 2002). Ainda, com o advento da insulina
parenteral em 1922, relata-se grande nimero de casos de ictericia devido ao uso comum
de lancetas para dosagem da glicemia (Flaum et al. 1926 apud Krugman 1976). Esses
dois ultimos fatos levaram a suspeicdo de que a transmisséo fosse por via parenteral. No
entanto, a transmissdo da hepatite por via parenteral a partir de soro humano foi
somente estabelecida no final dos anos 30, quando estudos sugeriram que a adicdo de
soro humano em vacinas bem como o uso de lanceta, seria um veiculo de transmissao
da doenca ictérica (Krugman 1976, Reuben 2002, Fonseca 2010).

Finalmente por volta dos anos 40, devido ao temor de que a doenca ictérica, ao
afetar os militares, colocasse as a¢bes da Segunda Guerra Mundial em risco, estudos a
cerca da epidemiologia da doenca se intensificaram, tendo sido, desta forma,
identificadas duas doencas clinicamente similares, porém epidemiologicamente
diferentes. Baseando-se em suas rotas de transmissdo, foram denominadas “hepatite
infecciosa”, transmitida pela rota fecal-oral, com periodo de incubagdo curto, e “hepatite
parenteral”, a qual apresentava periodo de incubagdo longo”. MacCallum propds entdo
que a nomenclatura fosse substituida por “hepatite do tipo A” e “hepatite do tipo B”,
respectivamente, sendo estas adotadas e utilizadas até os dias de hoje (MacCallum
1947).

Considerando a hepatite tipo B, elucidacdes a respeito de sua etiologia comegam
a ser desvendadas por volta dos anos 60 quando o geneticista americano Baruch



Blumberg, estudando anticorpos contra lipoproteinas séricas em pacientes
transfundidos, identificou no soro pertencente a um aborigene Australiano, a presenca
de um antigeno reagente ao anticorpo referido. Esse antigeno foi entdo denominado de
antigeno Austrdlia (AgAu) e apos o completo estabelecimento de sua associacdo a
sindrome hepdtica, foi renomeado como antigeno associado a hepatite (Blumberg et al.
1965, Prince 1968). Posteriormente, apds visualizagdo do virus por microscopia
eletrbnica, e a constatacdo de que este antigeno estava localizado no envelope viral,
passou a ser chamado de antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) (Dane
et al. 1970, Hollinger 1996, Alter 2003a).

Estudos posteriores demonstraram que a particula viral completa era composta
ainda por um &cido nucleico e uma camada proteica formada pelo antigeno entdo
denominado “c” (HBcAg) (Dane et al. 1970, Almeida et al. 1971). Adicionalmente,
foram descritos outros antigenos e anticorpos associados a infec¢do pelo VHB (Magnius
& Espmark 1972, Alberti et al. 1978).

1.2 Virus da hepatite B

1.2.1 Classificacdo e estrutura morfologica

O VHB ¢ o virus protétipo da familia Hepadnaviridae, a qual compreende 0s
géneros Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus (ICTV 2012). O género
Orthohepadnavirus agrupa virus infectantes de mamiferos: VHB (virus da Hepatite B),
WHYV (virus da hepatite de marmotas), GSHV (virus da hepatite de esquilos) e WMHBV
(virus da hepatite B de macacos). O género Avihepadnavirus agrupa virus aviarios,
infectando patos, garcas e cegonhas: DHBV (virus da hepatite B de patos), HHBV (virus
da hepatite B de garcas) e STHBV (virus da hepatite B das cegonhas) (Pult et al. 2001,
ICTV 2012).

Estudos por microscopia eletrdnica mostraram que o VHB pode ser encontrado
no soro de individuos infectados sob trés formas morfoldgicas (Figura 1) (Dane et al.
1970, Gerber et al. 1974). Duas delas consideradas particulas ndo infecciosas, com
didametro de 22nm e constituidas por lipideos derivados da célula hospedeira e proteinas

de superficie viral. Admite-se que sejam encontradas circulando no sangue de



individuos infectados pelo VHB em uma concentracéo significativamente maior que a
particula completa (Hollinger 1996, Lee 1997, Doo & Ghany 2010).

A particula viral completa, ou particula de Dane, com cerca de 42nm de
diametro, apresenta morfologia esférica e possui um envoltorio externo ou envelope,
composto por lipidios de origem celular e proteinas de origem viral. Internamente ao
envelope, 0 VHB apresenta o nucleocapsideo ou core, constituido pelo capsideo e pelo
genoma viral. O capsideo apresenta simetria icosaédrica e didmetro aproximado de
27nm. E formado por 180 capsOmeros compostos pelo antigeno “c” (HBcAg)
(Hollinger 1996, Lee 1997). Ao genoma viral associa-se a enzima DNA polimerase
(Gerlich & Robinson 1980) (Figura 2).

Figura 1. Microscopia eletrénica das particulas
associadas ao VHB (Lee 1997).



Envelope

Capsideo

Polimerase

VHB

Figura 2. Representagdo esquematica da
particula viral completa (particula de Dane)
(adaptada de Elgouhari et al. 2008).

1.2.2 Organizacdo genémica e proteica

O genoma do VHB é constituido por uma molécula de DNA circular de fita
parcialmente dupla com cerca de 3200 pares de base (pb). A fita externa é completa, de
polaridade negativa, enquanto a fita interna é incompleta e apresenta polaridade positiva
(Seeger & Mason 2000). A circularidade do DNA ¢é mantida pelo pareamento de bases
das terminagdes 5’ de ambas as fitas. Essa regido contém duas sequéncias repetidas de
11 nucleotideos denominadas DR1 e DR2, que desempenham papel essencial na
replicacdo viral, assim como na integracdo do DNA do VHB ao genoma do hospedeiro
(Wei et al. 2010).

O genoma do VHB contém quatro regifes de leitura aberta denominadas pré-
SIS, pré-CIC, P e X, que codificam proteinas estruturais e ndo estruturais. As regides S e
C possuem mais de um cddon de iniciacdo, gerando diferentes produtos (Liang 20009,
Doo & Ghany 2010) (Figura 3).

Assim, o gene S ¢ dividido nas regides pré-S1, pré-S2 e S, codificando as
proteinas de superficie do envelope viral, denominadas L (large), M (middle) e S

(small), respectivamente (Lee 1997, Seeger & Mason 2000).



A proteina L, codificada a partir do primeiro cédon de iniciacdo, possui massa
molecular de aproximadamente 39 kDa e desempenha papel importante na montagem e
infecciosidade do virus. E altamente imunogénica e se acredita que contenha o sitio de
adsorcéo do virus ao hepatocito (Lee 1997, Hollinger 2007).

A proteina M, codificada a partir do segundo codon, possui cerca de 31 kDa.
Admite-se também ser esta altamente imunogénica, mas sua funcdo ndo est ainda bem
estabelecida (Lee 1997, Hollinger 2007).

A proteina S, denominada antigeno de superficie viral — HBsAg, é codificada
pela regido S. Essa proteina possui cerca de 24 kDa e apresenta uma regido bem
conservada, o determinante antigénico “a”, com capacidade de induzir anticorpos
neutralizantes capazes de proteger contra a infeccdo pelo VHB, sendo utilizada no
desenvolvimento de vacinas (Lee 1997, Seeger & Mason 2000, Block et al. 2007).

Adicionalmente, as proteinas L, M e S apresentam uma distribuicdo variada
considerando o virus e as particulas subvirais. Assim, as particulas subvirais sdo
principalmente constituidas pela proteina S, com quantidades variaveis de proteina M.
A proteina L estd presente em menor propor¢do, ou mesmo ausente nessas particulas
(Block et al. 2007). Em oposto, nos virus completos, hd predominancia da proteina L
em relacdo a M e S. Considerando-se que a proteina L seja o dominio de ligacdo do
virus ao receptor celular, esta distribuicdo das proteinas de superficie impede que ocorra
a competicdo entre particulas subvirais e virus completo pelo receptor celular (Hollinger
2007).

O gene C possui as regides pré-core e core que codificam as proteinas “e”
(HBeAg) e “c” (HBCAQ), respectivamente (Liang 2009). O HBeAg é proteina secretada
e importante marcador de replicacdo viral, sendo seus niveis correlacionados com a
viremia pelo VHB (Perrillo et al. 1982, Block et al. 2007). Monémeros de HBCAg se
organizam formando o capsideo viral. O HBCcAg € ainda detectado no hepatécito, €
altamente imunogénico e, assim, capaz de induzir a formacao do anticorpo denominado
anti-HBc (Seeger & Mason 2000, Elgouhari et al. 2008).

A regido X codifica a proteina denominada x (HBxAg). Embora sua func¢do ndo
esteja bem definida, admite-se que HBxAg tenha funcdo regulatoria, ativando a
transcrigdo de genes virais e celulares, sendo necessaria para a infecgdo produtiva pelo
VHB e contribuindo no potencial oncogénico do virus ao alterar a expressao de genes
da célula hospedeira. Adicionalmente, acredita-se que a proteina possa atuar na

regulacdo do ciclo celular, estimular a transducdo de sinais, modular a atividade



apoptotica celular e interferir no reparo do DNA (Seeger & Mason 2000, Bouchard &
Schneider 2004, Wei et al. 2010, Kew 2011).

A regido P € a maior do genoma, se sobrepondo as outras regides, e codifica a
polimerase viral. A proteina é dividida em quatro dominios, com fungdes distintas: (1)
dominio amino-terminal, envolvido na iniciacdo da sintese da fita de polaridade
negativa; (2) regido espacadora, aparentemente sem funcéo definida, separa 0 dominio
terminal do proximo dominio (3) dominio transcriptase reversa (RT), responsavel pela
sintese do genoma; e (4) dominio H ou carboxi-terminal, com acédo de ribonuclease, que
degrada 0 RNA pré-genémico (pgRNA) (Seeger & Mason 2000, Doo & Ghany 2010,
Wei et al. 2010).

2
—
=

E X {154 aa)

Figura 3. Estrutura gendmica do VHB (Lee 1997).

1.2.3 Variabilidade do VHB

1.2.3.1 Variabilidade genémica/antigénica

O VHB pode ser classificado de acordo com a heterogeneidade da proteina S, a
qual conta com o determinante antigénico comum, a, e dois pares de determinantes
mutuamente exclusivos, d/y e w/r, especificados por substituicdes dos aminoacidos
localizados nas posicOes 122 e 160, respectivamente (Brancroft et al. 1972, Le Bouvier

1972). Desta forma, o VHB apresenta quatro principais subtipos sorologicos (adw, ayw,



adr e ayr) e nove subtipos secundarios quando se considera a subespecificidade dos
determinantes w (wl-w4) e q (q+/g-) (adw2, adw4, aywl, ayw?2, ayw3, ayw4, adrg+,
adrg-, ayr) (Couroucé-Pauty et al. 1983).

Em adicdo, de acordo com a divergéncia entre as sequéncias génicas das
amostras de VHB, gendtipos tém sido admitidos a partir de diferenga na sequencia de
nucleotideos maior que 7,5% (Okamoto et al. 1988). Neste contexto pelo menos oito
gendtipos do VHB, designados de A a H, foram identificados (Norder et al. 1992,
Stuyver et al. 2000, Arauz-Ruiz et al. 2002). Dois novos gendtipos (I e J) foram
propostos, mas ainda requerem estudos adicionais para sua definigdo (Huy et al. 2008,
Tatematsu et al. 2009).

Estudos indicam uma associacdo entre subtipos e gendtipos do VHB. De forma
geral, amostras adw sdo encontradas nos gendtipos A, B, F, G e H; adr e ayr no
genotipo C; e ayw nos genotipos D e E (Arauz-Ruiz et al. 1997, Norder et al. 2004).

Considera-se subgeno6tipos quando amostras do VHB, pertencentes a um mesmo
gendtipo, apresentam diferencas nucleotidicas de 4-7,5% (Kay & Zoulim 2007,
Kramvis et al. 2008). Desta forma, o genétipo A conta com sete subgendtipos (A1-A7),
0 B com nove (B1-B9), o C com doze (C1-C12), o D com oito (D1-D8) e o F com
quatro subgendtipos (F1-F4) (Chekaraou et al. 2010, Kurbanov et al. 2010, Hubschen et
al. 2011, Mulyanto et al. 2011, Thedja et al. 2011).

Genotipos e subgendtipos apresentam distribuicdo geografica caracteristica,
podendo estar relacionados a origem étnica de cada populacdo (Norder et al. 2004,
McMahon 2009, Thedja et al. 2011). Adicionalmente, estudos tém explorado uma
possivel relacdo entre os genotipos de VHB e a gravidade da doenca hepatica e/ou o
perfil de resposta ao tratamento (McMahon 2009, Lin & Kao 2011). No entanto, ndo
existem dados suficientes para que se possa atribuir um valor preditivo de gravidade a

um gendtipo especifico (Dény & Zoulim 2010).

1.2.3.2 Mutac6es

A DNA polimerase do VHB (transcriptase reversa) apresenta baixa fidelidade e
baixa atividade de revisdo/corre¢do devido a auséncia da atividade de exonuclease.
Neste sentido, a estratégia de replicacdo do VHB propicia a ocorréncia de muta¢Ges no

genoma viral, e consequentemente, a producdo de uma heterogeneidade de sequencias
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nucleotidicas (Gunther 2006, Hollinger 2007, Ocana et al. 2011). A maioria destas
mutacOes ndo sdo mantidas e propagadas na progénie viral, no entanto, em pacientes
cronicamente infectados, variantes do VHB, apresentando uma clara relagédo
filogenética, coexistem, gerando o conceito de quasispécies (Locarini 2004, Kay &
Zoulim 2007, Alesting 2011).

Mutacdes clinicamente importantes também tém sido descritas em vérias regides
do DNA viral, sendo as principais descritas nas regides pre-S e pré-C/C. Na regido S, a
substituicdo de uma glicina por uma arginina na posicdo 145, € a principal mutagéo
associada ao escape vacinal (Carman et al. 1990). Outras mutacGes também tém sido
descritas na mesma regido, as quais podem levar a reducéo da afinidade de anticorpos
monoclonais direcionados ao determinante “a” e a uma menor reatividade das amostras
virais durante a realizacdo de testes diagnosticos (Torresi 2002). Delecdes ao longo da
regido pré-S, de comprimentos variaveis, tém sido associadas a ocorréncia de doenga
hepatica progressiva (Alesting 2011). J& a substituicdo de uma tirosina por uma cisteina
na posicdo 100 tem sido frequentemente encontrada em pacientes com perfil HBSAg
negativo e anti-HBc positivos, estando em alguns casos associada a infeccdo oculta pelo
VHB (Gutiérrez et al. 2004, Motta-Castro et al. 2008, Mello et al. 2011).

Alguns pacientes carreadores cronicos do VHB, com doenga hepética ativa,
apresentam sorologia negativa para o marcador HBeAg embora com altos niveis de
viremia. A substituicdo de uma guanina por uma alanina na posicdo 1896 resulta na
inclusdo de um codon de parada na regido pré-C do genoma viral, impedindo a
expressdo do HBeAg (Akahabe et al. 1990, Qin et al. 2009, Alesting 2011). Na regido
promotora basal do core, a substituicdo de adenina por timina na posicdo 1762 e de
guanina por adenina a posicdo 1764 reduz a transcricdo do mRNA e, consequentemente,
a secrecdo de HBeAg, além de aumentar a replicacdo viral (Okamoto et al. 1994, Laras
2002, Qin et al. 2009). MutacBes nesta mesma regido também tém sido associadas ao
risco aumentado de desenvolver inflamacéo grave, cirrose e hepatocarcinoma (HCC)
(Kao et al. 2003).

A pressdo seletiva imposta pela terapia antiviral pode levar a selecédo de VHB
contendo mutacGes no gene da polimerase viral que conferem resisténcia as drogas
antivirais. As principais mutagdes associadas a este perfil ocorrem no motivo YMDD
(tirosina-metionina-aspartato-aspartato) presente no dominio C da polimerase viral (Kay

& Zoulim 2007). Adicionalmente, a sobreposigéo de regides de leitura aberta observada



no genoma do VHB faz com que mutag0es que ocorram no gene da polimerase possam

afetar também o gene S, e vice-versa (Hollinger 2007, Pondé 2010, Wei et al 2010).
Mutacbes também tém sido descritas na regido X do genoma do VHB e

associadas a ocorréncia de hepatocarcinoma, sugerindo um potencial papel destas

mutacgdes na carcinogénese (Yeh et al. 2000, Chen et al. 2005).

1.2.4 Replicacgao Viral

O VHB é um virus que apresenta tropismo por células hepaticas. A infeccéo se
inicia com a adsorcdo do virus a membrana do hepatdcito pela interacdo entre proteinas
do envelope viral e receptores celulares especificos (Klingmuller & Schaller 1993)
(Figura 4). Embora varios candidatos a receptor celular para o VHB tenham sido
propostos, ainda ndo se conhece a real identidade do receptor ou complexo receptor
celular, de forma que parte do processo de ligacdo do virus ao hepatocito permanece
desconhecido. Isso se deve em parte a auséncia de linhagens celulares susceptiveis a
infeccdo pelos hepadnavirus (Seeger & Mason 2000, Block et al. 2007, Glebe 2007).
Em relag&o ao virus, a por¢do N-terminal da proteina L do envelope parece ser essencial
para mediar a ligacao virus-célula (Lepere-Douard et al. 2009).

Apds a adsorcdo, a particula viral é internalizada para o citoplasma, por
endocitose, onde ocorre a liberagdo do DNA viral. A forma circular do DNA viral é
levado ao ndcleo, onde as polimerases, viral e do hospedeiro, reparam a fita
parcialmente dupla formando uma estrutura de DNA circular covalentemente fechado
(cccDNA), a qual serve de molde para a transcricdo de todos 0s mRNAs virais (Seeger
& Mason 2000, Sohn et al. 2009, Doo & Ghany 2010).

Os mRNAs séo transportados para o citoplasma onde ocorre a traducdo das
proteinas virais, a montagem do nucleocapsideo e a replicacdo do DNA viral (Hollinger
2007).

O processo de replicagédo requer o encapsidamento do pgRNA, juntamente com
a polimerase viral, pelas particulas do core. Assim, apos a formacéo do nucleocapsideo,
a transcri¢do reversa € iniciada, utilizando a enzima polimerase viral como iniciadora
(Wang & Seeger 1992, Wei et al. 2010). Ocorre entdo a sintese da fita negativa com
posterior degradacdo do pgRNA pela ribonuclease viral (dominio H da polimerase).

Esta nova fita de DNA ¢ usada como molde para sintese da fita complementar, de



polaridade positiva, incompleta. Finalmente a particula de DNA fita parcialmente dupla
é circularizada (Doo & Ghany 2010).

Uma vez completa a sintese do genoma viral, o nucleocapsideo adquire a
membrana lipidica a partir do reticulo endoplasmatico ao qual estdo aderidas as
proteinas de superficie do virus, formando a particula completa, particula de Dane, que
é secretada do hepatécito. Alternativamente, a particula viral imatura pode ser
transportada novamente ao nucleo e repetir o processo, formando novas moléculas de
cccDNA, sendo este 0 modo pelo qual os niveis de cccDNA podem ser aumentados na
auséncia de re-infeccdo da célula (Block et al. 2007, Liang 2009, Doo & Ghany 2010).

A presenca do cccDNA é essencial na manutencdo da infeccdo pelo VHB.
Admite-se que o cccDNA resida no nacleo dos hepatdcitos infectados na forma de DNA
episomal estavel, ndo integrado ao genoma do hospedeiro (Seeger & Mason 2000,
Zoulim 2005, Block et al. 2007), sendo 0 seu nimero estimado em um a 50 por cada
hepatocito (Tuttleman et al. 1986). Como o cccDNA serve de molde para a sintese de
MRNA viral, sua estabilidade nos hepatdcitos significa fonte constante de particulas
virais, podendo persistir no nucleo do hepatécito durante toda a vida da célula. Neste
sentido tem sido admitido que a persisténcia do cccDNA tenha papel importante na
reativacdo da doenca apOs interrupcdo da terapia antiviral e em casos de
imunossupressao, bem como no desenvolvimento de resisténcia a drogas (Block et al.
2007, Doo & Ghany 2010).

Adicionalmente, o genoma do VHB pode se integrar ao genoma do hospedeiro
de forma aleatéria, embora esta integracdo ndo seja necessaria para gque ocorra a
replicacdo viral (Block et al. 2007, Doo & Ghany 2010).
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Figura 4. Esquema do ciclo replicativo do VHB (adaptado de Bouchard & Navas-
Martin 2011).

1.2.5 Evolucao da infeccdo pelo VHB

Acredita-se que o curso da infeccdo pelo VHB, bem como seu desfecho clinico,
seja modulado pela resposta imune do hospedeiro (Villeneuve 2005, Palmore et al.
2009). No contexto, ap0s a infec¢do, 0 VHB apresenta um periodo de incubacéo de dois
a trés meses, seguido de um periodo prodrémico (menos de duas semanas) (Dény &
Zoulim 2010). Segue-se a este periodo a denominada fase aguda que pode ser
assintomatica ou sintomatica (Chang 2007, Dény & Zoulim 2010) (Figura 5).

A infeccdo sintomatica pelo VHB pode resultar em melhora progressiva do

quadro clinico, com completa recuperacdo do dano hepético, ou evoluir rapidamente
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para insuficiéncia hepatica devido a uma acentuada resposta imune do hospedeiro, que
ocorre em cerca de 1% dos pacientes, em quadro clinico denominado de hepatite
fulminante, sendo este quadro responsavel por um alto indice de mortalidade (Lee 1993,
Chang 2007, Elgouhari et al. 2008, Dény & Zoulim 2010).

Em alguns individuos ocorre a progressao para o estado de portador crénico do
virus quando o organismo ndo consegue eliminar o virus (Figura 5). Na hepatite crénica
progressiva, como consequéncia do quadro inflamatorio desencadeado pelo VHB, pode
ocorrer fibrose hepatica e subsequente cirrose e HCC. A evolugéo para cirrose ocorre
em 2 a 5% dos pacientes HBeAg positivos e, em pacientes cirréticos, 2,5 a 3%
desenvolvem HCC (Fattovich et al. 2004, Elgouhari et al. 2008, Carey 2009).

Alguns pacientes cronicamente infectados podem ainda apresentar um controle
imunoldgico da infec¢do que os define como “carreadores assintomaticos ou inativos”
do HBsAg. Esta condicdo é geralmente associada a um desfecho favoravel ao longo do
tempo, com baixo risco de desenvolvimento de cirrose e HCC (Elgouhari et al. 2008,
Dény & Zoulim 2010). Por outro lado, portadores assintomaticos da infec¢do pelo
VHB, aguda ou cronica, sdo considerados, epidemiologicamente, 0s maiores
reservatorios da infeccdo, uma vez que representam uma das principais fontes de
transmissdo do virus a individuos susceptiveis (Alter 2003b).

Considera-se que o desenvolvimento da infec¢do cronica pelo VHB possa ser
dependente da idade do individuo quando da infeccdo. Neste sentido, tem sido
observado que a maioria das infecgdes pelo VHB em adultos (90 a 95%) evolui para a
cura, enquanto aproximadamente 90% das infec¢Ges transmitidas verticalmente
evoluem para a cronicidade, uma vez que 0 sistema imune de neonatos nao esta
completamente desenvolvido ao nascimento (Chang 2007, Carey 2009).

Adicionalmente, tem sido admitido que fatores do virus como a carga viral, 0
genotipo e a presenca de mutacdes podem afetar o curso natural da infeccdo pelo VHB,
a carcinogénese e a eficacia de estratégias antivirais, bem como fatores do hospedeiro,
incluindo a presenca de co-morbidades, sexo, estado imune, antecedentes genéticos e
co-infeccdo por outros virus hepatotropicos, além da idade (Lee 1997, Elgouhari et al.
2008, Carey 2009, McMahon 2009, Hsu et al. 2011).
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Figura 5. Curso soroldgico da infeccdo pelo VHB (Brasil 2008).

1.2.6 Infeccéo oculta pelo VHB
Embora seja aceito que o diagndstico da infec¢do pelo VHB tenha como base a

deteccdo do marcador HBsSAg no soro, estudos tém demonstrado, por técnicas de

biologia molecular, a presenca da chamada “infec¢ao oculta pelo VHB” (Asim et al.
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2010, Panigrahi et al. 2010, Yuan et al. 2010). Esta entidade clinica corresponde a uma
forma particular de hepatite B cronica, onde embora 0 HBSAg se apresente negativo,
ocorre persisténcia do genoma viral no figado, com o DNA detectavel ou nao no soro,
(Raimondo et al. 2008).

Acredita-se que a base molecular da infeccdo oculta pelo VHB esteja
relacionada a estabilidade e a persisténcia, por longo tempo, das moléculas de cccDNA
viral nos hepatocitos, o0 que, juntamente com a longa meia vida destas células,
implicaria na possibilidade da infeccdo pelo VHB persistir ao longo do tempo (Zoulim
2005, Ocana 2011, Raimondo et al. 2013). Nesses casos, o0 sistema imune do hospedeiro
conseguiria suprimir a replicacdo viral de forma eficaz (Palmore et al. 2009).

Ha evidéncias de que fatores relacionados ao hospedeiro atuem na inducdo e
manutencdo da infeccdo oculta pelo VHB (Raimondo et al. 2013). Neste sentido,
demonstrou-se que isolados virais envolvidos na ocorréncia de infeccdo oculta
recuperam completamente a capacidade de replicacdo, transcricao e sintese de proteinas
qguando fora do microambiente hepatico do hospedeiro (Pollicino et al. 2007).

Outras teorias tém sido propostas a cerca dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da infeccdo oculta, sendo uma delas relacionada a possibilidade de
mutacdes em regides do genoma do VHB que inibiriam a producdo de HBsSAg ou
levariam a producdo da proteina “S” antigenicamente modificada. Essas mutagdes
poderiam alterar a integridade estrutural da proteina e afetar a ligacdo ao anti-HBs
utilizado nos ensaios imunoenzimaticos e, consequentemente, sua deteccdo in vitro
(Raimondo et al. 2007, Raimondo et al. 2008, El et al. 2010, Pondé et al. 2010).

Outra possibilidade seria a existéncia de imunocomplexos formados pela ligacao
do HBsAg ao anti-HBs, impossibilitando a deteccdo do marcador por ensaios
imunoenzimaticos (Pondé et al. 2010, Schmeltzer & Sherman 2010).

Em casos de co-infeccdo, a replicacdo do VHB também pode ser suprimida.
Neste sentido especula-se que proteinas do core do virus da hepatite C possam atuar
como proteinas regulatérias, reduzindo a capacidade de replicagdo do VHB e a
producdo de HBsSAg, o que compromete sua deteccdo no soro de pacientes co-
infectados, com o estabelecimento da infeccdo oculta associada a0 mecanismo de
interferéncia viral (Shih et al. 1993, Schuttler et al. 2002, Raimondo et al. 2005,
Raimondo et al. 2007). Por outro lado, individuos positivos para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), frequentemente apresentam infecgdo oculta pelo

VHB, no entanto, ndo existem evidéncias de um possivel efeito direto do HIV na
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atividade do VHB (Gutiérrez-Garcia 2011). Ainda, outros agentes infecciosos como o
Schistosoma mansoni sdo admitidos como potencialmente inibidores do VHB (McClary
et al. 2000).

Dentro do grupo de pacientes que apresentam infeccdo oculta, é possivel
observar diferencas baseadas no perfil dos marcadores soroldgicos (Raimondo et al.
2008, Ocana et al. 2011, Candotti et al. 2012). Assim, embora a infec¢do oculta pelo
VHB seja frequentemente observada em pacientes com anticorpos contra o VHB (anti-
HBc e/ou anti-HBs), mais de 20% dos individuos que apresentam infeccdo oculta séo
negativos para todos os marcadores soroldgicos da infeccdo pelo virus (Torbenson &
Thomas 2002, Allain et al. 2009, Stramer et al. 2011). Neste sentido, a positividade para
os marcadores anti-HBs e anti-HBc na infeccdo oculta pelo VHB tem sido estimada em
35% e 42%, respectivamente (Torbenson & Thomas 2002, Raimondo et al. 2008).
Considera-se ainda que individuos VHB-DNA positivos que apresentam anti-HBc como
unico marcador sorolégico sejam mais infecciosos do que aqueles que também
apresentam anti-HBs (Allain & Cox 2011).

O significado clinico da infeccdo oculta pelo VHB ainda ndo estd bem
estabelecido, no entanto, em termos de salde publica, a importancia clinica esta no risco
de transmissdo do VHB, principalmente através de transfusdes de sangue e doacdes de
Orgdos, uma vez que a pequena quantidade de VHB-DNA presente no soro de
individuos com infec¢do oculta é suficiente para infectar o receptor susceptivel (Asim et
al. 2010, Allain & Cox 2011, Ocana et al. 2011, Raimondo et al. 2013).

Considerando que na infecgdo oculta pelo VHB o virus mantém sua atividade
replicativa e transcricional, bem como a habilidade de sintetizar proteinas, embora em
niveis mais baixos, sua importancia clinica também tem sido associada com o risco de
reativacdo da doenca em estado de imunossupressao e consequente desenvolvimento da
doenca hepatica (Pollicino et al. 2007, Raimondo et al. 2007, Kusumoto et al. 2009,
Palmore et al. 2009). A atividade viral pode ainda determinar moderada, embora
continua, condicdo de inflamacdo, o que contribuiria para a progressdo da doenca para
cirrose e/ou HCC (Raimondo et al. 2005, Raimondo et al. 2007, Schmeltzer & Sherman
2010, Raimondo et al. 2013).
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1.2.7 Diagnostico laboratorial da infec¢do pelo VHB

A deteccdo de marcadores soroldgicos especificos da infec¢do pelo VHB, como
antigenos (HBsAg, HBeAg) e anticorpos (anti-HBs, anti-HBc e anti-HBe), pode ser
realizada através de ensaios imunoenzimaticos. J& a utilizacdo de técnicas moleculares
como a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e o sequenciamento do genoma viral
tem possibilitado a avaliacdo qualitativa e quantitativa do DNA do VHB (Chevaliez &
Pawlotsky 2009, Liang 2009, Dény & Zoulim 2010).

Considerando os marcadores sorologicos da infeccdo pelo VHB, tem-se que a
presenca do HBsAg pode preceder o aparecimento dos sintomas, sendo o primeiro
marcador a ser detectado no soro de pacientes infectados. Em caso de recuperacao
clinica este marcador desaparece, sendo substituido por seu anticorpo especifico (anti-
HBs), o qual pode persistir por toda a vida e conferir imunidade protetora (Brasil 2008,
Elgouhari et al. 2008, Carey 2009, Edey et al. 2010).

O marcador anti-HBc IgM, normalmente, é detectavel no inicio dos sintomas e
desaparece com a resolucdo da infeccdo, periodo em que se torna detectavel a fracdo
IgG, de forma que o marcador anti-HBc persiste por toda a vida (Lee 1997, Liang
2009).

Neste sentido, em caso de recuperacao clinica, o diagnostico de infeccdo passada
pelo VHB é feito pela deteccdo do anti-HBs e anti-HBc (Lee 1997, Carey 2009, Dény &
Zoulim 2010). No entanto, 10% a 15% dos pacientes que se recuperam da infeccéo pelo
VHB ndo desenvolvem anti-HBs, assim, o anti-HBc tem sido considerado o marcador
universal de exposicdo ao VHB, enquanto o marcador anti-HBs fornece informac6es a
cerca da imunidade ao VHB (Tabor et al. 1981, Liang 2009).

A fase aguda da infeccdo também € marcada pela deteccdo do antigeno HBeAg,
cuja presenca estd associada a replicacdo viral e a alta transmissibilidade do virus. O
declinio dos niveis de HBeAg e a deteccdo de anti-HBe indicam a diminuicdo ou
auséncia de replicacdo viral e, na infeccdo aguda, associa-se a uma provavel resolucédo
da infeccdo (Elgouhari et al. 2008, Chevaliez & Pawlotsky 2009, Liang 2009).

Quando da infecgéo cronica, observa-se a persisténcia por mais de seis meses do
marcador HBsAg, podendo ainda ser detectados os marcadores anti-HBc e HBeAg ou
anti-HBe (Pungpapong et al. 2007, Elgouhari et al. 2008, Carey 2009). Reducdo dos
niveis de HBeAg espontaneamente ou devido ao tratamento, € um importante indicador

da evolucdo da doenca. Desta forma, a soroconversdo do HBeAg normalmente confere
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um desfecho favoravel, enquanto a soroconversdo tardia, ou a auséncia desta, pode
acelerar a progresséo para cirrose (Block et al. 2007). Adicionalmente, a detecgdo do
marcador anti-HBc IgM, em baixos niveis, pode indicar a reativacdo viral durante a
infeccdo cronica (Pondé 2013).

O DNA viral pode ser encontrado no soro de individuos com infec¢do aguda ou
cronica, sendo associado a replicacdo do virus (Lee 1997, Elgouhari et al. 2008).
Técnicas moleculares que detectam e/ou quantificam o DNA viral no soro e em tecidos,
como a hibridizacdo do acido nucléico e a PCR, sdo cada vez mais utilizadas no
diagnostico da infeccdo pelo VHB. A sensibilidade de algumas destas técnicas permite a
deteccdo do VHB-DNA antes mesmo do aparecimento dos marcadores soroldgicos,
inclusive nos casos onde ha mutacdes no genoma viral (Chevaliez & Pawlotsky 2009,
Liang 2009). Além disso, a detec¢do e quantificacdo do HBV-DNA tem sido essencial,
especialmente para indicacdo e monitoramento do tratamento (Loomba & Liang 2007,
Dény & Zoulim 2010).

Adicionalmente, analise do polimorfismo de comprimento dos fragmentos de
restricdo (RFLP) e o seqlienciamento gendmico, sdo técnicas utilizadas para a
determinacdo de gendtipos e subgenoétipos virais. Este Gltimo permite ainda, a detec¢do
de mutagdes, como aquelas relacionadas a diminuicdo da susceptibilidade a antivirais
(Chevaliez & Pawlotsky 2009).

Considerando a infeccdo oculta pelo VHB, ainda ndo existe um método
diagnéstico padronizado disponivel. Desta forma, o teste padrdo ouro para deteccdo da
infeccdo oculta pelo VHB é a deteccdo do DNA viral a partir do tecido hepético,
realizado por técnicas de alta sensibilidade e especificidade como a PCR (Raimondo et
al. 2008, Ocana et al. 2011). No entanto, sendo as amostras de tecido hepético
disponiveis apenas em uma minoria dos casos, a analise do soro/plasma € a abordagem
mais comum para identificagdo dos casos de infeccdo oculta pelo VHB. Por outro lado,
deve-se levar em conta que a infec¢do oculta pelo VHB é caracterizada por periodos
transitdrios de viremia alternados com periodos nos quais 0 DNA viral é indetectavel no
soro (Chemin et al. 2009).

Considera-se ainda, que em casos onde as técnicas de alta sensibilidade para
deteccdo do DNA viral ndo estejam disponiveis, testes sorologicos para a detec¢do do
marcador anti-HBc devem ser utilizados na identificacdo de individuos com potencial
infeccdo oculta pelo VHB em situagdes de doacdo de sangue, tecidos ou 6rgdos bem

como em casos nos quais se faz necessario a utilizacdo de terapia imunossupressiva
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(Hollinger 2008, Raimondo et al. 2008, Candotti & Allain 2009, Urbani et al. 2010).

Desta forma, a detec¢do dos marcadores soroldgicos e moleculares do VHB tem
sido rotineiramente utilizada em casos de suspeita clinica, na determinacdo da fase da
infeccdo e do progndstico da doenca, no controle da transmissdo vertical, em
investigacOes a cerca da etiologia de cirrose e cancer, no acompanhamento de
desenvolvimento de resposta vacinal, em estudos epidemioldgicos, na triagem de
produtos sanguineos, na indicacdo de tratamento, na avaliacdo da resposta a terapias
antivirais e no conhecimento a cerca das amostras virais circulantes (Kuhns & Busch
2006, Elgouhari et al. 2008, Chevaliez & Pawlotsky 2009, Liang 2009, Dény & Zoulim
2010).

Além dos métodos mencionados acima, exames inespecificos podem auxiliar no
diagnostico da hepatite B, indicando o grau de comprometimento hepatico. Sdo eles:
dosagem de aminotransferases, bilirrubina, proteinas séricas, fosfatase alcalina, gama-

glutamiltransferase, atividade de protrombina e alfafetoproteina (Brasil 2005).

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Transmissao

Admite-se que a transmissdo do VHB ocorra pelas vias parenteral/percutanea,
sexual e vertical (McMahon 2009, Kwon & Lee 2011). O VHB tem sido identificado
em diversos fluidos corporais, sendo o sangue e 0 sémen considerados 0s espécimes
infecciosos (Alter 2003b, Kidd-Ljunggren 2006). Além disso, a estabilidade do VHB
em superficies ambientais favorece sua transmissdo por objetos inanimados (Bond et al.
1981).

Assim, a exposicdo parenteral e de mucosas a sangue contaminado representa
fator de risco para aquisicao da infeccdo pelo VHB (Elgouhari et al. 2008, Kwon & Lee
2011). Neste contexto, a transmissdao pode ocorrer pelo compartilhamento de objetos
perfurocortantes contaminados como laminas de barbear e depilar, escova de dente,
alicate de unha, materiais para colocacdo de piercing, confeccdo de tatuagens e
instrumentos para uso de drogas injetaveis. Também a transmissao pode ocorrer por
acidentes com exposicdo a material biologico, por procedimentos cirurgicos,

odontoldgicos e de hemodialise que ndo seguem normas de biosseguranca e de controle
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da infeccdo além de transfusdo de sangue e hemoderivados (Alter 2003b, Brasil 2005,
Kwon & Lee 2011). N&o obstante, a infeccdo pelo VHB adquirida a partir de
procedimentos transfusionais tem se tornado rara nos paises desenvolvidos devido a
implantacdo da triagem soroldgica ao virus, bem como por procedimentos de biologia
molecular permitindo a identificagdo do DNA viral (Franco et al. 2012).

Embora o mecanismo exato de transmissdo ndo seja conhecido, o contato
interpessoal frequente com individuos cronicamente infectados, durante longo periodo
de tempo, também representa fator de risco para aquisicdo da infeccdo pelo VHB
(Bernier et al. 1982). Neste sentido, em areas de alta endemicidade para o0 VHB, estudos
sugerem a circulacdo viral no ambiente familiar, considerando-se o nimero de membros
e de carreadores do VHB, o compartilhamento de itens de higiene pessoal e a exposi¢do
a fluidos corpores contaminados. Tal fato demonstra a importancia do contato
interpessoal na disserminacdo do virus, bem como da possibilidade de transmissdo em
ambientes fechados (Brasil et al. 2003, Lobato et al. 2006).

Em adicdo, a transmissdo sexual da hepatite B persiste como problema de salde
publica de dificil intervencdo, sendo a rota mais frequente de transmissdo do VHB entre
adultos. Neste sentido, entre individuos com conduta de risco como multiplicidade de
parceiros sexuais e pratica de sexo sem preservativo, tém sido observados indices
elevados de prevaléncia para este agente (Heng et al. 1995, Alter 2003b).

A transmissdo vertical pode ocorrer durante a gestacdo (transplacentaria), no
momento, ou mesmo apds o parto (Jonas 2009). No momento do parto, o VHB é
transmitido em 70% a 90% dos casos cujas gestantes apresentam replicacdo viral, no
entanto, a transmissao perinatal ocorre em menos de 5% dos casos em que a mae,
embora HBsAgQ positiva, ndo apresenta marcadores indicativos de replicacdo do virus
(Chang 2007, Wiseman et al. 2009, Kwon & Lee 2011). Considera-se por outro lado
que criancgas nascidas de méaes HBsAg positivas que ndo se tornam infectadas durante o
periodo perinatal, permanecem sob risco de se infectarem durante a infancia quando néo
vacinadas (Beasley & Hwang 1983, Xu et al. 1985).

1.3.2 Distribuicéo da infecc¢éo pelo VHB

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de dois

bilhGes de pessoas no mundo apresentam evidéncias de infec¢do recente ou passada
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pelo VHB, das quais, mais de 240 milhdes sdo portadores cronicos. Adicionalmente,
estima-se que cerca de 600 mil individuos morram anualmente por complicagdes
hepaticas relacionadas a este virus (Dény & Zoulim 2010, Ott et al. 2012, WHO 2013).

A distribuicdo da infec¢do pelo VHB varia no mundo de acordo com a regido
geogréfica e a populagdo estudada (Figuras 5 e 6). Em areas de alta endemicidade, onde
a prevaléncia do HBsAg ¢ superior ou igual a 8%, como a Africa sub-saariana, estima-
se que mais da metade da populacgéo seja infectada em algum momento da vida, sendo a
transmissdo do VHB no periodo perinatal ou na infancia, a principal forma de infeccéo
nestes paises. Nas regides de endemicidade intermediéria, que compreendem parte das
Américas do Sul e Central, bem como parte da Europa e da Asia, onde a aquisicio da
infeccdo pelo VHB ocorre em individuos de todas as idades, a prevaléncia do HBsAg
varia de 2 a 7% e 20 a 50% da populacdo apresenta marcadores sorolégicos de infecgédo
prévia pelo virus. Areas como a América do Norte, Europa Ocidental, Australia e parte
da Ameérica do Sul apresentam baixos niveis de endemicidade, estando a prevaléncia do
HBsA(g abaixo de 2%, de forma que apenas uma minoria da populacdo entra em contato
com o virus. Nestas areas, a transmissao ocorre, principalmente, entre adultos com
comportamentos de risco como o uso de drogas, realizagdo de procedimentos invasivos
e préaticas sexuais desprotegidas (Alter 2003b, Elgouhari et al. 2008, Carey 2009,
Franco et al. 2012, Ott et al. 2012).

Como um todo, estima-se que 45%, 43% e 12% da populacdo mundial viva em
areas de endemicidade alta, intermediaria e baixa, respectivamente (Carey 2009). Ainda,
dentre os portadores cronicos da infeccdo pelo VHB, 78% vivem na Asia, 16% na
Africa, 3% na América do Sul e os 3% restantes na Europa, América do Norte e
Oceania (Dény & Zoulim 2010).

Segundo estudo conduzido por Ott et al. (2012), entre os anos de 1990 e 2005
houve uma diminuicdo na prevaléncia do HBsAg, em todas as regides do mundo, nas
faixas etarias mais jovens, o que estaria intimamente relacionado com a disponibilidade

da vacina contra o virus da hepatite B.
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Figura 6. Prevaléncia da infeccdo pelo VHB em criancas de 5-9 anos de idade, no ano
de 2005 (adaptada de Ott et al. 2012).
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Figura 7: Prevaléncia da infeccdo pelo VHB em adultos de 14 a 49 anos de idade, no
ano de 2005 (adaptada de Ott et al. 2012).
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No Brasil, embora indices variaveis de prevaléncia para o HBSAg sejam
observados em diferentes regides e em diferentes grupos populacionais, o inquérito de
base populacional encomendado pelo Ministério da Salde e realizado em capitais
brasileiras, no ano de 2005, definiu o Brasil como regido de baixa endemicidade para o
VHB, considerando a prevaléncia de 0,37% para HBsAg e de 7,4% para anti-HBc
(Brasil 2010a). Em adicdo, de acordo com o Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificacdo, em 2011 foram confirmados cerca de 14.000 casos de hepatite B no Brasil,
sendo 396 notificados no estado de Goias. Destes, 55 correspondem a forma aguda da
doenca, 339 a forma crénica ou de portador e dois & forma fulminante (Brasil 2013).
Ainda no Estado de Goiés, segundo Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude, de
2000 a 2011 foram notificados 180 6bitos tendo como causa basica a hepatite B (Brasil
2012a).

Desde a década de 90, estudos de soroprevaléncia da infecgdo pelo VHB tem
sido conduzidos na regido Centro-Oeste em diferentes grupos populacionais. Estes
demonstraram percentuais variando de 5,3 a 12,8% em populagdes saudaveis como
primodoadores de sangue, adolescentes de baixa renda e a populacdo em geral (Martelli
et al. 1990, Oliveira et al. 2006, Pereira et al. 2009, Anjos et al. 2011). Em diferentes
populacbes em risco como presidiarios, profissionais de saude, pacientes e profissionais
de unidades de hemodialise, pacientes com evidéncia de hepatite, anestesiologistas,
hemofilicos, dentistas, usuarios de drogas ndo injetaveis, comunidade afro-brasileira
isolada, pacientes com tuberculose, os percentuais variam de 6,0 a 63,4%, evidenciando
a circulacdo do VHB na regido (Martelli et al. 1990, Azevedo et al. 1994, Borges et al.
1997, Teles et al. 1998, Lopes et al. 2001, Silva et al. 2002, Teles et al. 2002, Carneiro
& Daher 2003, Tavares et al. 2004, Silva et al. 2005, Ferreira et al. 2006, Paiva et al.
2008, Ferreira et al 2009, Matos et al. 2009, Aires et al. 2012, Barros et al. 2013).

1.3.2.1 Prevaléncia da infeccéo oculta pelo VHB

Como referido, aspecto importante a ser considerado é o da ocorréncia de
infeccdo oculta pelo VHB. Esta situagéo foi inicialmente descrita na década de 70 e tem
sido reportada por estudos desenvolvidos em diferentes regides do mundo, usando
técnicas moleculares, com indices variando de 0%, em pacientes saudaveis, como

doadores de sangue, a 80%, em grupos em risco como os hemofilicos e portadores de
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hepatite C cronica (Koike et al. 1998, Arababadi et al. 2009, Yuen et al. 2010, Wolff et
al. 2012).

A disparidade observada entre os resultados apresentados por diversos estudos a
cerca da infeccdo oculta pelo VHB tem sido admitida em funcdo das diferencas entre as
populacbes estudadas, a prevaléncia do VHB na populacgdo e, também, a sensibilidade
do método utilizado no diagnéstico (Schmeltzer & Sherman 2010).

No Brasil existem relatos de ocorréncia da infeccdo oculta pelo VHB em
diferentes populagdes. Assim, estudo realizado na Amazonia Brasileira mostrou indice
de 17% para a infecgdo oculta pelo VHB (Junior et al. 2008) enquanto que no Rio de
Janeiro, estudo feito com pacientes em hemodidlise, dos quais metade apresentavam
anticorpos para 0 VHC, o indice de infeccdo oculta foi de 15% (Motta et al. 2010). Em
um estudo sentinela, de base populacional, conduzido na zona rural da Bahia, area de
endemicidade moderada para o VHB, foi encontrado indice de positividade para 0 DNA
viral de 18% nos individuos com positividade isolada para o marcador anti-HBc
(Almeida et al. 2008). Em Goias a prevaléncia observada entre pacientes com
tuberculose foi de 14,4% e, e entre doadores de sangue, de 16,1% (Almeida 2007, Aires
et al. 2012).

1.3.2.2 Distribuicdo dos genotipos

Quando se aborda os genétipos e subgendétipos do VHB, observa-se que estes
apresentam distribuicdo geografica caracteristica, e ainda, admite-se uma possivel
relacdo a origem étnica de cada populacdo (Figura 7) (Norder et al. 2004, McMahon
2009, Thedja et al. 2011).

O gendtipo A esta amplamente distribuido, sendo mais prevalente na Africa sub-
saariana, no norte da Europa, no oeste da Africa, nas Américas do Sul e do Norte
(Pereira et al. 2009, Kurbanov et al. 2010, Lin & Kao 2011). Isolados pertencentes aos
gendtipos B e C sdo mais frequentemente encontrados no sudeste da Asia, China, Japo
e Australia (Utama et al. 2009, Kurbanov et al. 2010, Candotti et al. 2012). O gen6tipo
D apresenta distribuicdo mundial, e predomina nas regides do Mediterraneo, Europa, e
india (Norder et al. 2004, Kay & Zoulim 2007, Norouzi et al. 2012, Sayan & Dogan
2012). J& 0 gen6tipo E é restrito & Africa (McMahon 2009, Valente et al. 2010), e o
gendtipo F é encontrado entre populacdes da America do Sul e America Central (Arauz-
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Ruiz et al. 1997, Kay & Zoulim 2007, Pereira et al. 2009, Lin & Kao 2011). O gendtipo
G tem sido descrito na Franca, Estados Unidos, México e Alemanha (Norder et al.
2004). O gendtipo H é encontrado principalmente na América Central (Arauz-Ruiz et al.
2002, Kao 2002, Kurbanov et al. 2010). Por fim, o genotipo | foi identificado no Vietnd
e Laos, e 0 gendtipo J em ilhas do Japdo (Huy et al. 2008, Tatematsu et al. 2009).

HBV/A HBV/E
# HBV/B 1 HBV/F
B HBV/C 1 HBVH
[CJHBV/D | HBV/G

Figura 8. Distribuicdo mundial dos genotipos do VHB (Kurbanov et al. 2010).

Desta forma, os gendtipos B e C sdo prevalentes nas areas de alta endemicidade,
como os paises da Asia, onde a transmissdo perinatal ou vertical desempenha um
importante papel na disseminacdo do VHB, enquanto o0s demais genotipos sao
frequentemente encontrados em areas de endemicidade baixa ou intermediaria, onde a
transmissdo horizontal é a principal via de disseminacéo do virus (Kao 2002, Lin & Kao
2011).

No Brasil, estudos de genotipagem do VHB apontam a circulacdo de amostras
genotipos A, B, C, D, F e G, refletindo a mistura de ragas e culturas no Pais (Sitnik et al.
2004, Bottecchia et al. 2008). No entanto, destaca-se a predominancia dos gendtipos A,
D e F (Figura 8) (Motta-Castro et al. 2005, Mello et al. 2007, Alcalde et al. 2009,
Ferreira et al. 2009, Pereira et al. 2009, Becker et al. 2010, Aires et al. 2012,
Albuquerque et al. 2012, Dias et al. 2012, Nabuco et al. 2012, Moura et al. 2013).
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H Genotipo A
Genétipo D
[] Genétipo F

Figura 9. Distribuicdo dos genétipos A, D e F do VHB nas diferentes
regibes brasileiras (Mello et al. 2007).

1.3.3 Hepatite B e portadores de doenca mental

Considerando o aspecto da sanidade mental, a Organizacdo Mundial da Saude
estima a existéncia de 450 milhdes de pessoas que sofram de algum tipo de desordem,
as quais compreendem um amplo espectro de problemas, com diferentes sintomas,
sendo geralmente caracterizadas por uma combinacdo de alteracbes dos pensamentos,
das emocdes, do comportamento e do relacionamento interpessoal (WHO 2011).

Segundo a literatura, individuos portadores de distirbios mentais representam
um grupo em risco para aquisi¢cdo da infeccdo pelo VHB em fungdo do comportamento
especial que apresentam e da baixa percepcao de riscos (Sawayama et al. 2000, Campos
et al. 2008). Estes individuos geralmente apresentam comportamento higiénico

deficitério, atitudes agressivas ou mesmo demonstragdo excessiva de afetividade.
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Alguns apresentam ainda déficit imunoldgico associado ao problema mental (Asensio et
al. 2000).

Sendo a desordem mental uma doenca cronica, muitos dos individuos
acometidos necessitam de longos periodos de hospitalizacdo/institucionalizagdo. Dentro
destas instituicdes os cuidados com a salde podem ser precérios, programas de
prevencdo, diagnoéstico e tratamento podem ser limitados (Campos et al. 2008). Além
disso, a institucionalizacdo promove a formacdo de um grupo fechado, com pouco
contato externo, o que, associado aos comportamentos de risco, facilita a transmissao do
VHB com subsequente risco de infeccdo para pacientes e profissionais da salde
suscetiveis, sendo que a duracdo da permanéncia na instituicdo tem sido considerada
fator de risco para a aquisi¢do da infeccdo pelo VHB (Asensio et al. 2000, Sawayama et
al. 2000).

Neste sentido, e considerando a populacdo de individuos portadores de doenca
mental, indices variaveis de prevaléncia da infeccdo pelo VHB tém sido referidos na
literatura (Campos et al. 2008). Estudos realizados na Espanha, Brasil, Estados Unidos e
india detectaram os marcadores de infeccéo pelo VHB em aproximadamente 80%, 22%,
24% e 3% dos pacientes, respectivamente (Asenio et al. 2000, Souza et al. 2004, Pirl et
al. 2005, Carey et al. 2007). Ainda, Cramp et al. (1996) ao comparar a prevaléncia da
infeccdo pelo VHB entre individuos portadores de doenca mental institucionalizados e

ndo institucionalizados, encontrou indices de 50,9% e 26,5%, respectivamente.

1.4 Prevencao e controle da infeccdo pelo VHB

Uma vez que o VHB infecta apenas humanos, esfor¢cos combinados de
tratamento efetivo dos pacientes infectados, interrupcéo total das rotas de transmisséo e
vacinagdo universal pode tornar possivel a eliminacéo do VHB (Chen 2009).

Uma das medidas de prevencdo e controle importante ao VHB é o ndo
compartilhamento de objetos de uso pessoal com caracteristica perfurocortante.
Também importante € o0 uso de preservativos em todas as praticas sexuais, aléem do
cumprimento das normas de biosseguranca por profissionais da saude, bem como a
triagem soroldgica para 0 VHB em gestantes e em bancos de sangue (Brasil 2005,
Franco et al. 2012).
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No entanto, dentre todas as formas de controle do VHB, a mais efetiva é o
programa de imunizacdo via vacinacao (Chen 2010). A vacinacgdo é efetiva em prevenir
a infeccdo pelo virus da hepatite B e suas complicacfes. A primeira geracdo da vacina
contra 0 VHB, produzida a partir do HBsAg presente no plasma de individuos com
infeccdo cronica pelo virus, foi disponibilizada em 1982. Preocupagdes a cerca da
seguranca desta vacina quanto a possivel transmissdo parenteral de outros patdgenos
levaram ao desenvolvimento da segunda geragéo da vacina, sendo esta disponibilizada a
partir de 1986 e utilizada até os dias de hoje (Shepard et al. 2006, Franco et al. 2012).

Atualmente, a vacina disponivel é constituida pelo HBsAg, obtido por processo
de DNA-recombinante, ndo sendo contra indicada para gestantes, mulheres que estejam
amamentando ou imunodeprimidos. E eficaz, sequra e confere imunidade em cerca de
90% dos adultos e 95% das criancgas e adolescentes. A vacina é administrada em trés
doses, com intervalos de 0, 1 e 6 meses, por via intramuscular (Brasil 2005, Kwon &
Lee 2011, Franco et al. 2012).

No Brasil, a vacinacdo contra a hepatite B foi iniciada em 1989, e desde 1998 o
Programa Nacional de ImunizacGes, do Ministério da Salde, recomenda a vacinacao
universal dos recém-nascidos. Atualmente, o Sistema Unico de Salde disponibiliza
ainda a vacinacgdo para todas as pessoas até 29 anos de idade e também para grupos
populacionais em risco, independente da faixa etaria, tais como profissionais de saude,
hemofilicos, usuarios de drogas injetadveis e inalaveis, presidiarios, pacientes
psiquiatricos, profissionais do sexo, comunicantes domiciliares de pacientes HBsAg
positivos, homens que fazem sexo com homens, pacientes em hemodialise, dentre
outros (Brasil 2006, Brasil 2010b, Brasil 2010c).

Ainda, no ano de 2012, no intuito de diminuir o nimero de injecdes aplicadas, o
Ministério da Saude adquiriu a vacina pentavalente DTP/HB/Hib, indicada para a
imunizacdo ativa contra difteria, tétano, coqueluche, hepatite B e doencas causadas por
Haemophilus influenzae tipo b. Neste sentido, para criancas com esquema vacinal
iniciado a partir do segundo semestre de 2012, o esquema vacinal contra a infeccédo pelo
VHB consiste na aplicacdo de uma dose da vacina hepatite B (recombinante) nas
primeiras 24 horas de vida, seguido de trés doses da vacina pentavalente, a partir de dois
meses de idade com intervalos de 60 dias (Brasil 2012b).

A producéo do anti-HBs induzida pela vacina é protetora em concentracdo acima
de 10 mUI/mL (Huang et al. 2011). A revacinacdo € feita apenas em caso de falha da

imunizacéo (titulos < 10mUI/mL), que acontece em 5 a 10% dos casos (Brasil 2005).
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O objetivo principal da vacinacdo de neonatos é interromper a transmissdo
vertical. Em criangas nascidas de mées HBeAg-negativas, a vacina confere
aproximadamente 100% de protecdo contra a transmissdo perinatal. Para criangas
nascidas de maes HBeAg-positivas, a prote¢do conferida pela vacina varia de 79-89%,
no entanto, esta protecdo pode aumentar para 90-100% se imunoglobulina especifica for
utilizada até 24 horas apo6s o parto (Chang 2007, Huang et al. 2011). Neste contexto a
imunoglobulina humana anti-hepatite B (IGHAB) é também indicada como profilaxia
para pessoas ndo vacinadas, com esquema incompleto, ou ndo respondedores a vacina,
apos exposicdo ao virus da hepatite B (Brasil 2005, Kwon & Lee 2011, Franco et al.
2012).

Em adicdo, nos casos de infeccdo cronica pelo VHB, a principal medida de
controle é a terapia antiviral. O objetivo da terapia é prevenir o desenvolvimento da
doenca progressiva, especificamente a cirrose e a faléncia hepética, assim como o
desenvolvimento de HCC e subsequente morte. O tratamento visa reduzir a replicacéo
viral ao nivel mais baixo possivel e, neste sentido, retardar a progressdo da doenca
hepética e prevenir o inicio das complicacdes (Block et al. 2007, Dény & Zoulim 2010).

No contexto do tratamento, os antivirais disponiveis sdo divididos em dois
principais grupos: 1- imunomoduladores, os quais incluem o interferon (IFN) alfa
convencional e o peguilado (PEG-IFN); e 2- andlogos de nucleotideos/nucleosideos
como a lamivudina, adefovir, entecavir, tenofovir e telbivudina (Chen 2010). O sucesso
da terapia antiviral é associado com alteracdo do perfil dos biomarcadores, incluindo
diminuicdo dos niveis de HBV-DNA, diminuicdo ou soroconversdo de HBeAg,
diminuicdo dos niveis de ALT e melhora na histologia hepética (Dény & Zoulim 2010).
Por outro lado, os pacientes devem ser considerados para o tratamento quando 0s niveis
séricos de ALT estdo muito acima do limite normal e/ou os niveis de VHB-DNA estéo
acima do valor critico e a histologia hepatica mostra processo de inflamacéo e necrose
de moderado a grave e/ou fibrose. Além disso, a indicacdo para tratamento deve levar
em conta a idade, o estado de saude e a disponibilidade de drogas antivirais em cada
pais (Dény & Zoulim 2010, Brasil 2011).

Ainda, embora ndo se considere como obrigatoria a determinacdo do gendtipo
para utilizacdo da terapia antiviral, 0 impacto deste na resposta terapéutica tem sido
cada vez mais reconhecido (Lin & Kao 2011). Assim, diferentes estudos vém
mostrando uma possivel relagdo entre os gendtipos de VHB e a gravidade da doenca

hepatica e/ou o perfil de resposta ao tratamento (Kay & Zoulim 2007, McMahon 2009,
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Hsu et al. 2011, Lin & Kao 2011). No entanto, considera-se que ainda ndo existam
dados suficientes para que se possa atribuir um valor preditivo de gravidade a um

gendtipo especifico (Dény & Zoulim, 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

Como referido, individuos com doenca mental representam um grupo em risco
para aquisicdo da infeccdo pelo VHB em fungdo do comportamento especial que
apresentam (Sawayama et al. 2000, Campos et al. 2008). Adicionalmente, a
institucionalizacdo também apresenta importancia na circulacdo de agentes virais como
0 VHB, refletindo no risco aumentado da transmisséo do agente (Vellinga et al. 1999).

Neste sentido, estudos realizados em diferentes partes do mundo mostram que
pacientes com doenca mental tém elevada prevaléncia de doencas transmissiveis, sendo
a prevaléncia da infeccdo pelo VHB neste grupo populacional maior que o encontrado
na populacdo em geral (Asensio et al. 2000, Pirl et al. 2005, Campos et al. 2008,
Guimarées et al. 2009).

No Brasil, particularmente na Regido Centro-Oeste, existem poucas informagdes
a respeito da infeccdo pelo VHB em pacientes portadores de doenca mental, tendo até o
momento apenas um estudo realizado por Souza e colaboradores em 2004, no qual foi
observado prevaléncia global da infeccdo de 22,4%. Ainda, neste mesmo estudo, foi
detectada a presenca do DNA viral em 13,4% amostras HBsAg negativas, 0 que poderia
se configurar como infeccdo oculta pelo VHB.

Neste sentido, sendo a hepatite B grande problema de saude publica, devido ao
namero de individuos acometidos e as complicacfes resultantes das formas agudas e
cronicas da infeccdo, e considerando a escassez de relatos a cerca da ocorréncia da
infeccdo pelo VHB em portadores de doenca mental, institucionalizados, € relevante o
conhecimento da prevaléncia desta infec¢do na referida populacdo, os comportamentos
de risco envolvidos na sua transmissdo, bem como a identificacdo da ocorréncia de
infecgdo oculta pelo virus, de forma a fornecer subsidios para o desenvolvimento de
politicas de saude publica para prevencdo e controle desta virose, melhorando a satde

dos individuos institucionalizados com doenca mental.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o perfil soroepidemiolégico e molecular da infec¢do pelo virus da

hepatite B em uma populacdo institucionalizada portadora de doenca mental.

3.2 Objetivos especificos

= Estimar a prevaléncia da infeccdo pelo VHB em uma populacdo
institucionalizada portadora de doenca mental;

» Analisar os fatores associados a infeccéo pelo VHB;

= |nvestigar a ocorréncia de infecgdo oculta pelo VHB;

= |dentificar o gendtipo das amostras VHB-DNA positivas.
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4 METODOS

4.1 Local e populacéo de estudo

O estudo foi realizado na Instituicdo denominada Vila Sdo Cottolengo,
localizada na cidade de Trindade, Goids. Esta € uma Instituicdo especializada na
assisténcia integral e humanizada a pacientes com deficiéncias multiplas (fisica,
psiquiatrica, neuroldgica) em leitos de longa permanéncia. Estes leitos sdo distribuidos
em diferentes unidades conforme o perfil dos pacientes. Assim, uma unidade €
destinada a atividades de reabilitacdo, outra a procedimentos associados a realizacao de
cirurgias eletivas para pacientes externos e nove unidades abrigam pacientes internados
em carater definitivo. No ano de amostragem para este estudo, 2011, a Instituicdo
abrigava 365 pacientes de longa permanéncia, dos quais, 333 encontravam-se internados

em carater definitivo, com idade variando de cinco a 106 anos.

Os pacientes internados em carater definitivo, em sua maioria, foram
abandonados na Institui¢do, outros foram internados por meio do Conselho Tutelar ou
por familiares, sendo entregue ao responsavel da Instituicdo, a tutela destes. Nas
unidades de carater definitivo, recebem assisténcia multiprofissional quanto a
prevencdo, tratamento e cuidados béasicos de higiene e alimentacdo devido a
dependéncia total ou parcial imposta por suas limitacbes neuroldgicas e mentais.
Também frequentam escola de ensino especial e oficinas pedagdgicas mantidas pela
Instituicdo e, conforme capacidades individuais, praticam esportes e participam de

atividades de cultura e lazer.

A distribuicdo dos pacientes nestas unidades é feita de acordo com o sexo, a
idade e o tipo de deficiéncia/grau de dependéncia apresentada. Assim, considerando as
nove unidades de internagdo definitiva — A a | — as Unidades de A a E e |, abrigam
pacientes do género feminino e de F a H do género masculino. Quanto a idade e o tipo
de deficiéncia/grau de dependéncia apresentada pelos pacientes, as unidades H e |
abrigam criancas com deficiéncias variadas; a B, idosos e adultos cadeirantes; E e F,
adultos jovens cadeirantes; D, idosos portadores de sequelas neurologicas com alto grau
de dependéncia; A e G, adultos com doenca mental, agitados, com dependéncia parcial;

C, adultos e idosos psiquiatricos independentes.
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4.2 Amostragem

A coleta das amostras foi realizada no periodo de julho/2011 a janeiro/2012 apds
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Apéndice A) pelo
responsavel e preenchimento de questionario (Apéndice B), contendo informacGes
referentes a dados pessoais e fatores de risco. Foi utilizado como critério de inclusdo
para 0 presente estudo, além da assinutura do TCLE e do preenchimento do
questionario, o carater definitivo de internacdo do paciente. No entanto, é importante
esclarecer que em funcdo das limitagdes dos pacientes, para obtencdo das informacoes
contidas no questionario foram utilizados os dados presentes em arquivos da instituicéo
e em prontudrios dos pacientes.

A coleta sanguinea foi realizada pela equipe de profissionais de satde da propria
Instituicdo, por puncdo venosa. Apds a coleta, as amostras eram centrifugadas, sendo 0s
soros separados e encaminhados ao Laboratdrio de Virologia Humana do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da UFG, onde foram estocados a —20°C até o
momento de uso.

Para os pacientes que apresentaram perfil HBsAg isolado, HBsAg/anti-HBc ou
anti-HBc isolado, uma segunda coleta foi realizada, também pela equipe da Instituicdo,

no més de agosto/2012, para confirmacdo dos resultados.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias (CEP/UFG), protocolo n°® 182/11 (Anexo A).

4.3 Metodologia
4.3.1 Deteccao dos marcadores soroldgicos

As amostras de soro foram analisadas pelo ensaio imunoenzimatico (EIE),
utilizando kits comerciais conforme instru¢cbes do fabricante, visando deteccdo dos
marcadores especificos de infeccdo pelo virus da hepatite B: HBsAg, anti-HBc e anti-

HBs. Amostras HBsSAg e/ou anti-HBc reagentes foram também testadas para 0s

marcadores anti-HBc IgM, HBeAg e anti-HBe.
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4.3.1.1 Detecgao do HBsAg e do anti-HBs

A deteccdo do marcador HBsAg foi realizada utilizando o kit SURASE B-96
(TMB) (General Biologicals Corporation — Taiwan). No procedimento, 0s soros teste e
0 anticorpo anti-HBsAg conjugado a enzima peroxidase foram adicionados e incubados
nas cavidades da microplaca previamente sensibilizadas com anticorpos monoclonais
que se ligam de forma especifica a proteina HBsAg do envelope do VHB. Quando da
presenca do HBsAg nas amostras adicionadas, formou-se complexo sanduiche com os
anticorpos imobilizados, o antigeno do VHB e o anticorpo conjugado.

Ap0s subseqiiente lavagem, os anticorpos conjugados com a enzima que nao se
ligaram ao antigeno viral foram removidos seguindo-se a adi¢do do substrato (peroxido
de uréia associado ao cromogeno tetrametilbenzidina - TMB). A reacdo foi revelada
pelo desenvolvimento de coloragdo nas cavidades com amostras positivas para o virus,
sendo a intensidade da cor diretamente proporcional & concentracdo de antigeno viral na
amostra. A leitura da reacdo foi feita visualmente e em espectrofotometro (Behring EL
311s), utilizando filtro duplo com comprimento de onda de 450/620-690nm. Foram
consideradas positivas para 0 HBsAg, amostras que apresentaram valor de densidade
Optica (DO) maior que o valor do ponto de corte (cut-off), respeitando uma margem de
seguranca de 10%.

Para deteccdo do marcador anti-HBs, 0s mesmos passos metodologicos foram
seguidos com o diferencial de que as cavidades da microplaca utilizada eram
sensibilizadas com HBsAg e, juntamente com as amostras teste 0 HBsAg conjugado

com a enzima peroxidase era adicionado a reacao.

4.3.1.2 Deteccdo do anti-HBc

Para a deteccdo de anticorpos contra o antigeno do core do VHB foi utilizado
também o EIE com método competitivo - HEPANOSTIKA anti-HBc Uni-Form
(Biomérieux — Franga). Amostras teste bem como anticorpos anti-HBc conjugado a
enzima peroxidase foram adicionados e incubados nas cavidades da microplaca
previamente sensibilizadas com HBcAg que se liga de forma especifica a anticorpos
anti-HBc. No teste, quando da presenga do anticorpo nas amostras testes este compete
com o conjugado pela ligacdo ao antigeno imobilizado na fase solida. Apos subsequente

lavagem, os anticorpos conjugados com a enzima que ndo se ligaram ao antigeno séo
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removidos seguindo-se a adi¢cdo do substrato (peroxido de uréia associado ao
cromégeno TMB).

A reacdo foi revelada pelo desenvolvimento de coloracdo nas cavidades com
amostras negativas para 0 anticorpo, sendo a intensidade da cor inversamente
proporcional & concentracdo de anticorpos na amostra. A leitura da reacdo foi feita
visualmente e em espectrofotometro (Behring EL 311s), utilizando filtro simples com
comprimento de onda de 450nm. Foram consideradas amostras positivas para o
marcador em questdo, aquelas que apresentaram valor de DO menor que o valor do cut-

off, respeitando uma margem de seguranca de 10%.

4.3.1.3 Deteccédo do anti-HBc IgM

A deteccdo de anticorpos anti-HBclgM foi realizada através do kit HBc IgM
(DIA.PRO — Italia), baseado no método de “captura de IgM”’.

As amostras teste, diluidas 100 vezes, e os calibradores foram adicionadas aos
pocos da microplaca revestidos com anticorpos anti-lgM humana e incubados. Apo6s
lavagem, o conjugado enzimatico (HBcAg recombinante, marcado com um anticorpo
monoclonal conjugado com peroxidase) foi adicionado. Posterior a nova incubacgdo
seguida de lavagem adicionou-se a solucdo cromdgeno/substrato (perdxido de
hidrogénio e TMB) e novamente a reacdo foi incubada. O procedimento seguinte para
interromper a reagdo enzimatica e a leitura da reacéo foram feitos conforme descrito no
item 4.3.1.1.

Os resultados do teste foram interpretados pela razéo entre a DO das amostras e
a DO do calibrador 10 U/mL. Quando da razdo < 0,9 as amostras foram consideradas

negativas, entre 0,9 e 1,1 indeterminadas e, quando > 1,1, positivas.

4.3.1.4 Deteccdo do HBeAg

Para a deteccdo do HBeAg foi utilizado o EIE do tipo “sanduiche”, HBeAg/Ac
(Radim — Italia). Os soros testes foram inicialmente incubados em microplacas
sensibilizadas com anti-HBe monoclonal juntamente com um segundo anticorpo
monoclonal conjugado com peroxidase. Na presenca do marcador HBeAg, os dois
anticorpos reagem com o antigeno formando um “sanduiche”. Apods a lavagem, a

atividade da enzima é identificada atraves da adi¢cdo de uma solucdo de cromdgeno
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(TMB) e tampdo substrato, sendo sua atividade proporcional a concentracdo de HBeAg
na amostra. Apos o término da reacdo, a intensidade da cor é medida usando
espectrofotbmetro com comprimento de onda de 450nm.

Foram consideradas positivas para 0 HBeAg, amostras que apresentaram valor

de DO maior que o valor do cut-off, respeitando uma margem de erro de 10%.

4.3.1.5 Deteccdo do anti-HBe

A deteccdo do anti-HBe baseou-se em um EIE “competitivo” em fase sélida,
HBeAg/Ac (Radim - Italia). Para a reagdo os soros teste sdo incubados em microplaca
sensibilizada com anti-HBe monoclonal, com uma solucdo neutralizante (HBeAg)
juntamente com um segundo anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase. Apos a
lavagem, a atividade da enzima ligada na fase sdlida é identificada adicionando uma
solucdo de cromdgeno (TMB) e tampdo substrato, sendo sua atividade inversamente
proporcional a concentracdo de anti-HBe na amostra. Ap6s o término da reacdo, a
intensidade da cor é medida usando espectrofotdmetro com comprimento de onda de
450nm.

Foram consideradas positivas para o anti-HBe, amostras que apresentaram valor
de densidade optica (DO) inferior ao valor do cut-off, respeitando uma margem de erro
de 10%.

4.3.2. Deteccdo do DNA viral

Amostras que apresentaram positividade para algum marcador sorologico do
VHB foram submetidas a extracdo do DNA viral (Niel et al. 1994) e em sequéncia, para
identificacdo do DNA do VHB, foi utilizada a técnica de semi-nested PCR utilizando
iniciadores para a regido pré-S/S do gene S do VHB (Motta-Castro et al. 2005).

Visando minimizar riscos de contaminagdo e resultados inespecificos, todas as
etapas foram realizadas em ambientes diferentes. Ademais, na realizacdo dos
procedimentos técnicos, foram incluidos controles negativos a cada duas amostras teste.
Além disso, amostras com perfil soroldgico diferente foram testadas em reacOes

separadas.
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4.3.2.1 Extracdo do DNA viral

Para o procedimento, uma solucdo de lise contendo proteinase K (10mg/ml),
Tris (0,2M), NaCl (0,75M), EDTA (0,02M) e SDS (10%) foi adicionada a 250uL de
soro e mantida em banho-maria a 37°C por 4 horas. O DNA viral foi entdo extraido com
uma solugdo de fenol/cloroférmio, seguindo-se precipitacdo com etanol (PA) e
incubacdo a -20°C por 24 horas. Apos esse periodo, 0 DNA foi submetido a uma

lavagem com etanol a 70% e resuspenso com 30uL de dgua bidestilada.

4.3.2.2 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

Para a primeira amplificacdo (PCR-1) foram empregados os iniciadores PS1, S2
e S22 (Invitrogentwm/Life Technologies) (Quadro 1), &gua miliQ, dNTPs, MgCl,, enzima
Tag DNA polimerase e tampédo de enzima 10X no preparo do mix da reacdo, ao qual
foram adicionados 3ul do DNA extraido, para um volume final de 50uL. A ciclagem
utilizada para amplificacéo foi: 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos a 95°C por 30
segundos, 52°C por 40 segundos, e 72°C por 2 minutos; e por fim, 1 ciclo a 72°C por 7
minutos, sendo o produto de amplificacdo esperado de 1.236pb.

Uma segunda amplificacdo (PCR-2) foi realizada utilizando os pares de
iniciadores PS1 e SR (Quadro 1), nas mesmas condi¢des do PCR-1, acrescido de 2ul do
produto da primeira reagéo. A mistura foi levada ao termociclador (Eppendorf) com a
seguinte programacdo: 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; 30 ciclos a 94°C por 20 segundos,
55°C por 20 segundos, e 72°C por 1 minutos; e por fim, 1 ciclo a 72°C por 7 minutos. O

produto esperado para esta reacdo era de 1.099pb.

Quadro 1. Iniciadores utilizados na PCR.

Iniciador Sequencia Posicéo (nt)

PS1 (sense) CCATATTCTTGGGAACAA GA 28262845
S2 (anti-sense) | GGGTTTAAATGTATACCCAAA GA 841-819
S22 (anti-sense) | GTATTTAAATGGATACCCACAGA 841-819
SR (anti-sense) CGAACCACTGAACAAATGGC 704-685
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4.3.2.3 Deteccédo dos produtos da PCR

Os produtos da amplificacdo foram aplicados em gel de agarose
(InvitrogenTM/Life Technologies) preparado a 2% contendo 0,5mg/mL de brometo de
etideo e submetido a eletroforese durante 30 a 40 minutos a 80 volts em tampdo TBE
5X (Tris/Borato/EDTA). Procedida a eletroforese, o gel era examinado em
transluminador (Vilbert Loumart) com luz ultravioleta para a visualizacdo dos

fragmentos de tamanho esperado.

4.3.3 Sequenciamento Gendémico

4.3.3.1 Purificagdo do produto da PCR

Para a reacdo de sequenciamento, os produtos obtidos na segunda amplificacdo
foram purificados por precipitacdo com isopropanol a 65%, lavados com etanol 70% e
resuspensos com 20uL de agua Milli-Q/DEPC.

O produto de purificacdo era submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etideo (0,5g/mL) para visualizacdo e posterior quantificacdo do
DNA purificado. A quantificacdo do DNA foi realizada por estimativa, comparando-se
visualmente com produtos de concentracdo previamente conhecidos, sendo considerado
satisfatdrio para o procedimento de sequenciamento do DNA, produto com no minimo 50 a
100ng de DNA/uL de reagao.

4.3.3.2 Reacdo de Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada diretamente nos dois sentidos
seguindo metodologia descrita por Sanger et al. (1977), utilizando os mesmos pares de
iniciadores da segunda reacdo de amplificacdo. As amostras foram sequenciadas
utilizando o kit comercial ABI PRISM Big Dye Terminator v 3.1 cycle sequencing
(Applied Biosystems), com 3uL de DNA viral e volume final de reacdo de 10uL. A
placa de seqlienciamento foi colocada em sequenciador automatico (ABI 3100-Applied

Biosystems) para a leitura e geracao dos eletroferogramas das sequéncias nucleotidicas.
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4.3.3.3 Andlise filogenética

As sequéncias geradas pelo processo de sequenciamento automatico foram
triadas para determinacéo da qualidade pelo programa Phred. A seguir as sequéncias de
qualidade foram alinhadas utilizando o programa Clustal X (Thompson et al. 1997) e
editadas pelo BioEdit (Hall 1999) por meio de inspegéo visual.

Para a determinacdo dos gendtipos, foram selecionadas sequéncias prototipos
bem como isolados depositados em banco de dados (GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov).
A seguir, para a andlise filogenética foi utilizado o programa MEGA v.5.1 (Tamura
2011). A distancia entre as sequéncias foi analisada utilizando o algoritmo neighboor-
joining baseado no método de distancia Kimura dois parametros (Kimura 1980).

A arvore filogenética obtida foi enraizada com as sequéncias representativas de
todos os gendtipos e os nimeros de acesso no GenBank dos protétipos e isolados foram:
M57663, HM101123, JF815647, U55222, HE974375, AF297621, M54923, D00329,
X75665, X75656, AB048702, M32138, X75657, X75664, AF223963, X75661,
AF160501, AB064312, AY090460, AY090457.

4.3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos através do preenchimento do questionario bem como 0s
resultados dos testes soroldgicos foram analisados utilizando os programas Epi Info
versao 7, desenvolvido pelo “Centers for Diseases Control and Prevention”, €
SPSS,versdo 11.0 (SPSS for Windows, 11.0). A prevaléncia da infeccdo pelo VHB e
estimativas de risco foram calculadas com intervalo de confianca de 95%. O teste de
qui-quadrado (y?) foi utilizado e, quando apropriado, o teste exato de Fisher. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacéo estudada

No periodo de Julho/2011 a Janeiro/2012, foram coletadas 333 amostras
sanguineas de igual nimero de pacientes (Tabela 1). Destes, a maioria se encontrava na
faixa etéria de 31 a 40 anos (21%) e 63,7% eram do género feminino. Considerando a
origem dos pacientes verificou-se que 64,8% eram naturais da cidade de Goiania ou do
interior do estado de Goias e que 34% eram provenientes de outros estados. Em termos do
tempo de permanéncia dos pacientes na instituicdo, 68,8% estavam internados por mais
de 10 anos. Em termos da distribuicdo dos pacientes pelas unidades de internacdo, a
maioria se encontrava na unidade G.

Considerando informagdes a cerca de vacinagao para o VHB, 26 pacientes, com
faixa etaria variando de cinco a 22 anos de idade, possuiam cartdo de vacinagdo. Assim,
15 pacientes realizaram o esquema vacinal para o VHB de forma completa e onze de

forma incompleta.
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas de 333 pacientes institucionalizados
portadores de doencga mental.

CARACTERISTICAS N %
Sexo
Masculino 121 36,3
Feminino 212 63,7
Idade
<10 anos 10 3,0
11 - 20 anos 33 10,0
21 - 30 anos 47 14,1
31 -40 anos 70 21,0
41 - 50 anos 68 20,4
51 - 60 anos 44 13,2
> 60 anos 57 17,1
SI 04 1,2
Naturalidade
Goiania 80 24,0
Interior de Goiéas 136 40,8
Outros Estados 113 34,0
SI 04 1,2
Permanéncia
<10 anos 99 29,7
> 10 anos 229 68,8
SI 05 15
Unidade
A 53 16,0
B 31 9,3
C 55 16,5
D 35 10,5
E 24 7,2
F 36 10,8
G 71 21,3
H 14 4,2
I 14 4,2
Vacina
Esquema completo 15 4,5
Esquema incompleto 11 3,3
SI 307 92,2

SI: Sem Informacéo
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5.2 Soroprevaléncia

A Tabela 2 apresenta a prevaléncia dos marcadores sorolégicos do VHB na
populacdo estudada. Observa-se que do total de pacientes, 43 (12,9%) apresentaram
positividade para algum marcador de infeccdo pelo VHB. Assim, o anti-HBc foi detectado
em 41 pacientes (12,3%), sendo que em 14 (4,2%) de forma isolada, em 26 (7,8%)
associado ao anti-HBs e em um ao HBsAg (0,3%). Ainda, o marcador HBsAg foi
detectado isoladamente em dois pacientes (0,6%). Adicionalmente o marcador de

imunidade ao VHB, o0 anti-HBs, foi identificado em 14 pacientes (4,2%).

Tabela 2. Prevaléncia dos marcadores soroldgicos para o0 VHB nos 333 pacientes
institucionalizados portadores de doenca mental.

MARCADORES - IC 95%
NUMERO %
HBsAg 02 0,6 0,1-2,4
anti-HBc 14 4,2 2,4-7,1
anti-HBc/HBsAg 01 0,3 0,0-1,9
anti-HBc/anti-HBs 26 7,8 5,2-11,3
anti-HBs 14 4,2 2,4-7,1
Auséncia de marcadores 276 82,9 78,3-86,6
TOTAL 333 100

A pesquisa dos marcadores anti-HBc-IgM, HBeAg e anti-HBe foi realizada nas
amostras HBsAg e/ou anti-HBc reagentes. Nenhuma das amostras apresentou
positividade para os marcadores anti-HBc-IgM e HBeAg, enquanto uma amostra com
perfil anti-HBc isolado foi positiva para o marcador anti-HBe .

Dos 14 pacientes que com positividade isolada para o marcador anti-HBs, 10
apresentaram registro de vacinagdo, dos quais, apenas cinco realizaram o esquema de
forma completa.

Para os pacientes que apresentaram perfil HBsAg isolado, HBsAg/anti-HBc ou
anti-HBc isolado, uma segunda coleta foi realizada e ap0s os testes soroldgicos, 0s

resultados foram confirmados.
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5.2.1 Fatores associados a infec¢do pelo VHB

A anélise univariada dos fatores associados a infeccdo pelo VHB, com seus
respectivos intervalos de confianga, € mostrada na Tabela 3. Os fatores sexo, unidade e
tempo de permanéncia foram estatisticamente significativos e, o fator idade mostrou-se
apenas marginalmente associado a infeccdo pelo VHB. No entanto, ap6s anélise
multivariada (Tabela 4), apenas a associacdo ao sexo e a unidade de internacdo se
manteve, o fator idade se mostrou marginalmente associado. Verificou-se que 0s
pacientes do sexo masculino apresentavam 18 (IC 95%: 2,3-141,5) vezes mais chance
de infeccdo pelo VHB comparados aos pacientes do sexo feminino. Ainda, aqueles
internados nas unidades F e G apresentaram 12,8 (IC 95%: 1,48-111,6) e 18,1 (IC 95%:
2,3-141,5) vezes mais chances, respectivamente, de exposi¢do ao virus do que aqueles

internados em outras unidades.

Tabela 3. Fatores associados a infecgdo pelo VHB em pacientes institucionalizados,
portadores de doenca mental.

_ HBY Estimgtiva de P
Fator de risco Positivo/Total® % Risco
(IC 95%)?

Sexo

Feminino 18/205 8,8 1,0

Masculino 25/114 21,9 2,9 (1,5-5,6) 0,001
Idade

<30 anos 6/76 79 1,0

> 30 anos 37/239 15,5 2,1(0,9-5,3) 0,09
Unidade

A 1/51 2,0 1,0

B 4/31 13,0 7,4 (0,79-69,6) 0,13

C 6/55 11,0 6,1 (0,7-52,7) 0,14

D 4/35 11,4 6,4 (0,7-60,4) 0,17

E 3/24 12,5 7,1 (0,7-72,7) 0,19

F 7/36 19,4 12,1 (1,4-103) 0,02

G 18/70 25,7 17,3 (2,2-134,5) 0,0003

H 0/8 0,0 - -

I 0/9 0,0 - -
Permanéncia

<10 anos 6/85 7,0 1,0

> 10 anos 37/229 16,2 2,5 (1,0-6,2) 0,04

%IC: Intervalo de confianca; O denominador corresponde ao niimero de pacientes que
possuiam a informacéo, excluindo aqueles com perfil anti-HBs isolado.
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Tabela 4. Analise multivariada dos fatores associados a infeccdo pelo VHB em
pacientes institucionalizados, portadores de doenca mental.

Estimativa de Risco

Fator de risco (1C 95%) P
Nao Ajustada Ajustada

Sexo

Feminino 1,0 1,02

Masculino 2,9 (1,5-5,6) 18,0 (2,3-141,5) 0,006
Idade

<30 anos 1,0 1,02

> 30 anos 2,1(0,9-5,3) 2,1(0,8-5,6) 0,13
Unidade

A 1,0 1,0°

B 7,4 (0,79-69,6) 7,0 (0,74 - 66,2) 0,09

C 6,1 (0,7-52,7) 5,8 (0,67 —50,3) 0,11

D 6,4 (0,7-60,4) 5,9 (0,63 - 55,7) 0,12

E 7,1(0,7-72,7) 8,3 (0,79 - 87,9) 0,08

F 12,1 (1,4-103) 12,8 (1,48 — 111,6) 0,02

G 17,3 (2,2-134,5) 18,1 (2,3 -141,5) 0,006
Permanéncia

<10 anos 1,0 1,0

> 10 anos 2,5 (1,0-6,2) 1,8 (0,7-4,5) 0,24

® ajustado por sexo, idade, unidade e permanéncia; ° ajustado por idade, unidade e
permanéncia

5.3 Deteccdo do DNA viral

A pesquisa do DNA viral foi realizada nas amostras HBsAg reagentes (N=3),
anti-HBc/anti-HBs (N=26), anti-HBs isoladas (N=14), bem como naquelas com perfil
anti-HBc isoladas (N=14). Das trés amostras HBsAg positivas, uma apresentou 0 DNA
viral enquanto que das 54 amostras que apresentavam os outros perfis soroldgicos,
cinco foram positivas para 0 genoma viral, resultando em um indice de infeccdo oculta
de 9,2%. Todos os resultados foram repetidos e confirmados através da segunda coleta
de amostras. As caracteristicas socio-demogréaficas e soroldgicas dos pacientes positivos

para o0 DNA viral estdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Tabela 5. Caracteristicas socio-demograficas dos seis pacientes que apresentavam
positividade ao DNA viral.

Paciente Idade  Género Permanéncia Unidade Vacinacao
(anos) (anos)
VSCO01 65 M 6 G Sl
VSC02 12 M 10 H Esquema
completo
VSCO03 30 M 25 F Sl
VSC04 75 F 19 D Sl
VSCO05 23 F 12 E Sl
\VVSC06 35 M 11 G Sl

SI: sem informagéo

Tabela 6. Perfil soroldgico dos seis pacientes que apresentavam positividade ao DNA
viral.

Paciente | HBsAg | anti-HBc | anti-HBs | anti-HBc | HBeAg | anti- | VHB-
IgM HBe DNA
VSCO1 () (+) (+) NT () Q) (+)
VSC02 () ) (+) NT NT Q) (+)
VSC03 () (+) ) Q) Q) Q) (+)
VSC04 () (+) ) Q) Q) Q) (+)
VSCO05 ) (+) ) Q) Q) ) (+)
VSC06 () () @) () () () (+)

NT: ndo testado

5.4 Identificacdo dos genotipos

Para identificacdo dos gendtipos virais, as seis amostras VHB-DNA positivas
foram submetidas ao sequenciamento genémico. Analises comparativas das amostras
com a sequéncia representativa do genotipo A de origem brasileira U55222 apresentou
valores de identidade de 98% e 99%.

Para a andlise filogenética, foi considerada uma regido de 510 pb,
compreendendo parte das regides S e pré-S2 do gene S (nt 113 — 623). As seis amostras

foram caracterizadas como genotipo A (Figura 9).
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Figura 10. Arvore filogenética de parte das regides S e pré-S2, incluindo as seis
amostras isoladas de pacientes institucionalizados portadores de doenca mental (em
negrito) e 20 sequencias do GenBank representativas dos diferentes genotipos do VHB.
Foram representados na arvore apenas 0s bootstraps maiores que 700.
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6 DISCUSSAO

Estudos realizados a partir da década de 90 indicam uma reducdo na
endemicidade da infec¢do pelo VHB mundialmente (Zacharakis et al. 2009, Brasil
2010a, Hong et al. 2010, Ott et al. 2012). Isso se deve, provavelmente, a instituicdo da
vacinacdo universal contra o virus da hepatite B e a adocdo dos testes de triagem
soroldgica nos servigos de hemoterapia. Ndo obstante, a infeccdo pelo VHB continua
sendo um dos principais problemas de satde publica no mundo.

No presente estudo, realizado com populagéo institucionalizada portadora de
doenca mental, foi observado um indice global de infec¢do pelo VHB de 12,9%. Este
resultado é superior ao encontrado por estudos realizados pelo mundo, na populacéo em
geral (Baaten et al. 2007, Figueiredo et al. 2008, Alavian et al. 2012), bem como ao
reportado em inquérito de base populacional realizado em capitais brasileiras (7,4%)
(Brasil 2010a). Também, estudos realizados na regido Centro-Oeste em populacdes
saudaveis mostram indices de prevaléncia para a infeccdo pelo VHB inferiores ao
encontrado no presente estudo (Pereira et al. 2009, Anjos et al. 2011).

Quando se considera os estudos conduzidos com populacdo semelhante a deste
estudo, observa-se que a maioria destes apresentam indices de positividade superiores
ao do presente estudo, 23,9 a 81,3% (Stehr-Green et al. 1991, Cramp et al. 1996,
Asensio et al. 2000, Pirl et al 2005) sendo que apenas um mostra indice inferior (6,4%)
(Jasuja et al. 2012). No Brasil, estudos com pacientes portadores de doenca mental
mostraram indices de 14,7%, 19,7% (Almeida & Pedroso 2004, Guimaraes et al. 2009).

Considerando a regido Centro-Oeste, como referido, apenas um estudo foi, até o
momento, realizado com este tipo populacional, onde se observou indice de 22,4% em
individuos portadores de doenca mental, associada ou ndo a dependéncia quimica,
institucionalizados e individuos com Sindrome de Down, ndo institucionalizados (Souza
et al. 2004). Embora o indice observado no presente estudo seja inferior ao encontrado
no Unico estudo desenvolvido na regido, as populacbes analisadas apresentam
diferencas quanto ao perfil de institucionalizacdo (definitiva/transitoria) e a dependéncia
guimica associada.

A positividade da infeccdo para o VHB na populacdo de estudo foi
estatisticamente associada ao sexo (masculino), o que também foi reportado por autores

em estudos realizados com populacdo portadora de disturbios mentais (Cramp et al.
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1996, Jasuja et al. 2012), bem como em outras populagdes (Pereira et al. 2009, Kang et
al. 2010, Valente et al. 2010, Viet et al. 2012).

No presente estudo, as unidades de internacdo F e G mostraram-se associadas a
infeccdo pelo VHB. Considerando os critérios de distribuicdo dos pacientes na
instituicdo, as unidades F e G abrigam pacientes do sexo masculino, 0 que esta de
acordo com o achado estatistico da populacdo total. Cabe ainda destacar que, a unidade
G abriga dois individuos com perfil de infeccdo ativa (anti-HBc/anti-HBS/DNA;
HBsAg/anti-HBc/DNA) e que a unidade F abriga um paciente com perfil anti-
HBCc/DNA. A presenca de pacientes HBsAg e/ou DNA positivos nestas unidades pode
ser uma fator facilitador da transmissdo do virus entre os pacientes. Adicionalmente, é
importante pontuar que os pacientes da unidade G apresentam distdrbios psiquiatricos
com um padrdo comportamental mais agitado/agressivo.

Dados da literatura mostram que o tempo de institucionaliza¢cdo aumenta o risco
de infeccdo pelo VHB (Asensio et al. 2000, Sawayama et al. 2000, Campos et al. 2008).
O efeito do tempo de institucionalizacdo na aquisic¢éo da infeccdo pelo VHB parece ser
mediado tanto pelo contato prolongado entre os pacientes como pelo comportamento
devido a deficiéncia mental e fisica. No presente estudo, analise considerando o tempo
de institucionalizacdo ndo apresentou significancia estatistica. Este resultado pode estar
associado ao fato de que muitos dos pacientes incluidos no estudo séo provenientes de
outras instituicGes para tratamento de deficientes mentais, o que faz com que o tempo de
institucionalizacdo destes pacientes possa estar subestimado.

Embora a analise considerando a faixa etaria ndo tenha mostrado associacdo
estatisticamente significativa, observou-se um maior indice de infeccdo pelo VHB com
0 aumento da idade, corroborando dados da literatura que sugerem uma maior chance de
aquisicdo do virus com o aumento da idade, provavelmente devido aos comportamentos
de risco adotados ao longo da vida (Esquivel et al. 2005, Mamani et al. 2009, Pereira et
al. 2009, Stief et al. 2010, Salehi et al. 2012, Barros et al. 2013). Adicionalmente, foi
observado que na populacdo com idade menor de 15 anos, apenas um paciente
apresentou marcador de exposicdo ao virus, o que pode sugerir um reflexo do processo
de vacinagdo nos primeiros anos de vida.

Consideramos uma limitacdo do estudo, a analise de outras variaveis
possivelmente associadas ao risco de infecgdo pelo VHB. Este fato justifica-se pelo

perfil da populacdo estudada, com caraceristicas/limitacGes que impossibilitaram o
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preenchimento do questionario de forma adequada, comprometendo a investigacdo
socio-demografica.

Considerando o marcador HBsAg, este foi detectado isoladamente em dois dos
trés pacientes. Segundo a literatura, este perfil sorologico atipico pode estar associado a
quadros de deficiéncia do sistema imune, coleta de amostras antes da expressdo dos
marcadores de fase aguda da infecgdo, antigenemia transitdria pos vacinacdo ou
infeccdo por virus mutante (Avettand-Fenoel et al. 2006, Pondé 2011). No entanto, o
presente estudo ndo possui informacgoes que permitam elucidar tal achado.

O perfil anti-HBc isolado, tem sido observado em varios estagios da infeccéo
pelo VHB incluindo a janela imunoldgica da fase aguda, quando de infecgdo crénica e
quando da resolucéo da infeccdo (Pondé 2011). No presente estudo a ocorréncia de tal
perfil foi encontrada em 4,2% dos pacientes, corroborando dados da literatura em
diferentes populagdes que descrevem indices variando de 2,2% a 8,9% (Souza et al.
2004, Ferreira et al. 2006, Almeida et al. 2008, Kang et al. 2010, Aires et al. 2012),
muito embora ndo tenhamos dados que nos possibilite a definicdo do estagio da
infeccdo destes pacientes em acordo a opinido da dificuldade desta definicdo com base
na presenca unica deste marcador (Grob et al. 2000).

A positividade para o DNA viral na auséncia do marcador HBsSAg tem sido
considerada como infec¢do oculta pelo VHB (Raimondo et al. 2007, Ocana et al. 2011,
Candotti et al. 2012). Neste sentido estudos desenvolvidos em diferentes paises e em
diferentes populacdes tém reportado a ocorréncia do DNA viral em individuos com
positividade isolada para o marcador anti-HBc (Almeida et al. 2008, Arababadi et al.
2009, Kang et al. 2010, Attia et al. 2012).

Adicionalmente, embora o perfil anti-HBc/anti-HBs seja indicativo de
eliminacdo viral e imunidade, a associacdo de tal perfil com a presenca do DNA viral
tem sido observada, o que tem sido admitido como persisténcia da infecgdo (Zoulim
2005, Romano et al. 2012). Neste contexto a presenca do genoma viral poderia estar
relacionada a pressdo seletiva imposta pela acdo do anti-HBs, que levaria a selecdo de
amostras VHB mutantes sobre as quais o anti-HBs nédo é capaz de exercer sua atividade
neutralizante. Ademais, a presenca de anti-HBs ndo exclui a possibilidade de infeccao
por amostras de VHB antigenicamente diferentes, ndo apresentando atividade protetora
no desenvolvimento da infeccdo (Ponde 2011, Ferreira et al. 2012, Pondé 2013). Neste
sentido, as duas possibilidades poderiam também justificar a ocorréncia da infec¢do

pelo virus em individuos vacinados (Carman et al. 1990, Hsu et al. 1997).
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Neste estudo, 9,2% (5/54) dos pacientes apresentaram perfil de infeccdo oculta
pelo VHB. Em assim sendo, estudos desenvolvidos com populagdes de risco ou ndo em
diferentes paises mostram indices de infeccdo oculta pelo VHB variando de 0 a 80%
(Koike et al. 1998, Cabrerizo et al. 1997, Torbenson et al. 2004, Song et al. 2009, Asim
et al. 2010, Panigrahi et al. 2010, Bello et al. 2011, Arababadi et al. 2012). Também no
Brasil, estes indices variam de 0% a 17% (Almeida et al. 2008, Junior et al. 2008, Motta
et al. 2010, Wolff et al. 2011, Albuquereque et al. 2012).

Na Regido Centro-Oeste Stief et al. (2010) mostrou a auséncia da infec¢éo
oculta pelo VHB em populacao carceraria. Entre doadores de sangue, Almedia (2007)
encontrou prevaléncia de 16,1% e Motta-Castro et al. (2008) encontrou 18,3% em
comunidade afro-brasileira isolada. Considerando o Unico estudo realizado em
portadores de doenca mental na Regido, de um total de 82 amostras com perfil anti-
HBc/anti-HBs, 11 foram positivas para o DNA viral (13,4%) (Souza et al. 2004).

A andlise para a determinacdo dos gend6tipos do VHB foi realizada para todas as
amostras positivas para 0 DNA viral sendo caracterizadas como genotipo A. Este
gendtipo tem sido encontrado em outras populac@es brasileiras, refletindo a circulacdo
do referido gendtipo no Pais e na Regido (Sitnik et al. 2004, Motta-Castro et al. 2005,
Mello et al. 2007, Bottecchia et al. 2008, Matos et al. 2009, Santos 2010, Barros et al.
2013). Considerando o papel dos gendtipos de VHB na evolucgéo da infeccdo pelo VHB,
sugere-se que a infeccdo aguda pelo VHB gendtipo A aumenta o risco de progressao
para a infeccdo cronica (Mayerat et al. 1999, Ogawa et al. 2002, Suzuki et al. 2005). No
entanto, estudo conduzido em carreadores do VHB na Espanha observou que o
clareamento viral foi significativamente maior em pacientes infectados pelo genétipo A
do que naqueles infectados pelos demais gendtipos (Sanchez-Tapias et al. 2002), sendo
a morte relacionada a doenca hepatica mais frequente em pacientes infectados com os
genotipos D e F do que naqueles com infeccdo pelo genétipo A (Sanchez-Tapias et al.
2002, Thakur et al. 2002, Livingston et al. 2007).

Embora no Brasil a vacina contra a hepatite B faca parte do Programa Nacional
de Imunizagdo (PNI) desde 1998, o marcador de imunidade ao VHB, anti-HBs, foi
encontrado isoladamente em apenas 4,2% dos individuos estudados, indicando que uma
pequena parcela desta populacdo apresenta evidéncia sorologica de vacinacdo prévia
contra a hepatite B, acarretando um alto indice de suscetibilidade nesta populacéo

(82,9%), caracterizada pela auséncia de qualquer marcador.
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Embora um amplo questionario tenha sido elaborado para a coleta de dados
pessoais e informagbes a cerca da existéncia de fatores de risco, as
caraceristicas/limitacdes da populacdo estudada ndo permitiram que este questionario
pudesse ser preenchido de forma adequada, comprometendo a investigacdo sdcio-
demografica e, desta forma, impossibilitando a avaliagdo da maioria das variaveis
abordadas.

Neste sentido, embora o indice de infec¢do pelo VHB encontrado no presente
estudo seja pequeno quando comparado a outros estudos conduzidos em populacGes em
risco, o alto indice de susceptibilidade, associado a deteccdo de seis pacientes
portadores do virus, evidencia o risco de transmissdo do VHB dentro da Instituigao.
Assim, os dados observados sugerem a necessidade de monitoramento periddico dos
pacientes mediante a possibilidade de transmissdo do virus dentro da instituicdo e
reforcam a importancia da adogdo de medidas preventivas de rotina no ambiente da
instituicdo, além da implantacdo da vacinacdo para todos os pacientes e profissionais de

saude.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia da infecgdo pelo VHB na populacdo institucionalizada
portadora de doenga mental analisada foi de 12,9% (IC 95%: 9,6-17,1);

Na analise multivariada, o sexo masculino e a internacdo nas unidades F e
G foram associados a infeccao pelo VHB;

A infeccdo oculta pelo VHB foi identificada em 9,2% dos pacientes;

O genotipo A foi identificado em todas as amostras DNA-VHB positivas.
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ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E PATOLOGIA

Setor de Microbiologia - Laboratério de Virologia
Rua 235 s/n esq. com 1% Avenida Setor Universitario, 74.650-050 Goiania— GO
Fone : (062) 3209.6122 Fax: (062) 3521.1839

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Paciente,

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Este

documento ird lhe fornecer informagdes importantes sobre o estudo. Por favor, leia as instru¢fes abaixo

atentamente. ApGs o esclarecimento sobre essas informagdes, no caso de aceitar fazer parte do estudo,

assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador

responsével. Em caso de divida, esclarega-as junto a equipe, para decidir se participa ou ndo do estudo.

Em caso de recusa vocé nédo seré penalizado de forma alguma.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Prevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite B em populacéo residente em uma
instituicdo beneficente localizada em Trindade — Goiés.

Pesquisador Responsavel: Fabiola Souza Fiaccadori - Telefone para contato: 62 — 3209-6122
Pesquisadores Participantes: Divina das Déres de Paula Cardoso; Tatiane Cinquini Moraes -
Telefone para contato: 62 — 3209-6122

Descri¢do da Pesquisa/Justificativa:

A hepatite B pertence a um grupo de infecgdes virais que apresentam como principal caracteristica,
um tropismo primario pelo figado, sendo classificada como um tipo de hepatite viral. O agente causal
desta infeccéo é o virus da hepatite B (VHB). Em pacientes acometidos pela hepatite B, a infecgdo
aguda pode ser assintomatica ou sintomatica, podendo evoluir para a cura ou para a cronicidade.
Adicionalmente, a presenca de infeccdo oculta tem sido reportada por vérios estudos desenvolvidos
em diferentes regides do mundo. Segundo a literatura, individuos institucionalizados com problema
mental representam um grupo de risco para aquisicdo da infeccdo pelo VHB em funcdo do
comportamento especial que apresentam, da baixa percep¢do dos riscos, e pela duracdo da
permanéncia em institui¢des. Alguns individuos, como os portadores de Sindrome de Down,
apresentam ainda déficit imunolégico associado ao problema mental. No Brasil, particularmente na

regido Centro-Oeste, existem poucas informacdes a respeito da infec¢do pelo VHB em pacientes com
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patologias psiquiatricas. Sendo a hepatite B um grande problema de salde puablica no Brasil e no
mundo, devido ao ndmero de individuos acometidos e as complicacfes resultantes das formas agudas
e cronicas da infeccdo, torna-se importante o conhecimento da prevaléncia desta, 0s comportamentos
de risco envolvidos na sua transmissdo, bem como a identificacdo da ocorréncia de infeccdo oculta
nesta populacédo, de forma a fornecer subsidios para o desenvolvimento de politicas de satde publica
para prevencao e controle desta virose, melhorando a salde dos individuos com problemas mentais

institucionalizados.

Objetivo Geral:
Avaliar o perfil soroepidemioldgico e molecular da infeccdo pelo virus da hepatite B em uma
populacdo institucionalizada portadora de patologias psiquiatricas e neuroldgicas do estado de
Goias.

Obijetivos Especificos:
- Determinar a prevaléncia da infeccéo pelo VHB em uma populagéo institucionalizada portadora de
patologias psiquidtricas e neurolégicas;
- Analisar os fatores de risco associados a infec¢éo pelo VHB;

- Detectar o DNA viral nas amostras HBsAg reagentes e anti-HBc isolado.

Informac6es Gerais/Esclarecimentos (Resolugdo CNS 196/96):

a) Participar deste estudo serd uma decisdo voluntaria e vocé pode ser recusar a participar ou retirar o
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem que seja necessaria qualquer explicacao.
Pedimos apenas que seja feito um comunicado da desisténcia, a qual ndo acarretara penalidade
alguma, muito menos prejuizos;

b) Antes e durante todo o curso da pesquisa, todos os pesquisadores participantes estardo disponiveis
para esclarecer dividas e fornecer as informacdes que se fizerem necessérias em relacdo a
qualquer ponto referente a pesquisa;

c) Se vocé concordar em participar, as informagdes clinicas e laboratoriais relacionadas a sua pessoa
serdo confidencialmente mantidas em sigilo o tempo todo. Nem seu home ou mesmo as iniciais
irdo constar em qualquer registro desta pesquisa. Sua identidade sera entdo, mantida no mais
absoluto sigilo;

d) Este estudo ndo oferece nenhum risco para o(a) paciente, pois ele(a) apenas doa sua amostra
(sangue) para a pesquisa, ndo ingerindo nada e nem se submete a nenhum processo que possa lhe
causar desconforto, prejuizo ou alguma lesdo. O sangue sera colhido por técnicos treinados
utilizando seringas e agulhas descartaveis, conferindo seguranca ao(a) paciente;

e) Com os resultados desta pesquisa, os futuros pacientes e até mesmo vocé poderdo se beneficiar,
indiretamente, com as novas informagdes que possivelmente serdo obtidas a respeito do Virus da
Hepatite B. Estas informacfes poderdo ser de extrema importancia e utilidade para futuros

processos de prevencdo (vacinagdo) e até de tratamento;
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9)

h)

Durante todo o periodo da pesquisa, toda a equipe de pesquisadores estara disponivel, de forma a
acompanhar os participantes da pesquisa, bem como seus responsaveis, e prestar assisténcia em
caso de necessidade;

O seu compromisso com o estudo sera apenas de preencher o questionario no dia da coleta de
sangue, dessa forma, sua participacdo ndo acarretard nenhum gasto ou despesas, ndo sendo
necessario o ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo na pesquisa;

Em caso de eventuais danos decorrentes da pesquisa, estes serdo avaliados por equipe responsavel,
a qual procedera as medidas de indenizagdo que se fizerem necessarias;

O espécime clinico ficara sob nossa guarda e responsabilidade durante a execugao desta pesquisa e
para realizacdo de estudos futuros para a pesquisa de outros virus, desde que aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa;

Fabiola Souza Fiaccadori
Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

= Eu,

, RG/CPF
, abaixo assinado, responsavel por

, autorizo sua participagdo no estudo

“Prevaléncia da infecgdo pelo virus da hepatite B em populacdo residente em uma instituicdo

beneficente localizada em Trindade — Goids”, como sujeito, autorizando a realizagdo dos

procedimentos e a publicagdo dos resultados obtidos. Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a)

sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios

decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer

momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Assinatura do responsavel:

Goiénia-GO, de de20

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ““
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA *@®
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA E PATOLOGIA UFG

Setor de Microbiologia - Laboratério de Virologia

PREVALENCIA DA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE B EM POPULAGCAO RESIDENTE EM UMA INSTITUICAO
BENEFICENTE LOCALIZADA EM TRINDADE — GOIAS.

QUESTIONARIO - INFORMAGCOES GERAIS

Data Coleta: Registro Virologia:

Nome Paciente: NP° prontudrio:
Naturalidade: Sexo:

Data de nascimento: Idade:

Unidade:

Estado Civil:

Solteiro () Casado/Amigado () Viavo () Separado/Divorciado ( ) Si ()

Grau de instrugéo:
<5anos () 6-9anos () 10-12 anos ( ) >12anos () Si ()

Renda Familiar:

<1 salério minimo () 1-2 salarios minimos () > 2 salérios minimos () Si ()

Profisséo:

Possui parceiro sexual dentro da instituigdo?

Sim () Néo () Si ()

Cirurgia?

Sim () Néo () Si ()

Mantém contato com familiares?

Sim () Néo () Si ()

Ha quanto tempo esta na institui¢do? Procedéncia:

Numero de pessoas por quarto:

Vitima de abuso sexual?

Sim () Néo () Si ()
Alguém na familia ja teve hepatite?
Sim () Néo () Si ()

Caso afirmativo, grau de parentesco:

Transfuséo de sangue?
Sim () Néo () Si ()
Caso Afirmativo, Quantas Vezes?

Quando foi a primeira transfusao de sangue?

Antes de 1994 () 1994 ou Apos () Si ()
Tatuagem?

Sim () Néo () Si ()
Piercing?
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sim () Nio () Si ()

Tratamento dentério com dentista pratico?

Sim () Néo () Si ()
Compartilhamento de objetos de uso pessoal/cortantes?
Sim () Néo () Si ()
Acupuntura?
Sim () Néo () Si ()
Contato com sangue de outra pessoa?
Sim () Néo () Si ()
N° de parceiros sexuais?
<5 () 6-10 () >10 () Si ()
Relacéo sexual com:
Pessoas do mesmo sexo ()  Pessoa que usam drogas injetaveis ( )  Profissionaldosexo () Si ()
Uso de preservativo?
Sempre () Ocasionalmente () Nunca () Si ()
Uso de drogas ilicitas?
Néo () Sim, mas nao injetavel () Injetavel ()
Tem ou teve alguma DST?
Sim () Néo () Si ()
Relacéo sexual com uma pessoa com DST?
Sim () Néo () Si ()
J4 esteve preso?
Sim () Néo () Si ()
Consumo de bebida alcoolica?
Sim () Néo () Si ()
QUESTIONARIO — INFORMAGOES CLINICAS
QUESTIONARIO - Vacinagéo
O paciente recebeu a vacina contra Hepatite B?
N&o/Comprovagao pelo Cartdo de Vacinacéo N&o/Sem comprovagéo
Sim/Comprovagéo pelo Cartdo de Vacinagdo Sim/Sem comprovagéao
Sem informagéo
Em caso afirmativo:
Quantas doses? Data 12 dose: Data 22 dose: Data 32 dose:
Observagdes:

Responsavel pelo preenchimento das informacdes:

Nome:

Assinatura: Data: / /
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ANEXO 3

PROTOCOLO N.
182/11

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
PARECER CONSUBSTANCIADO
I — Identificacao:
— Titulo do projeto: Prevaléncia da infeccdo pelo virus da hepatite B em populacdo em

uma instituicao beneficente localizada em Trindade - Goias
_ Pesquisador Responsavel: Fabiola Souza Fiaccadori

VI - Parecer do CEP:

—  Apbs analise dos documentos anexados, pelos pesquisadores, em atencgao aos itens
pendentes, constata-s¢ O atendimento aos requisitos solicitados € por sua vez a
resolucdo CNS 196/96, portanto O  parecer, SM.J deste comite, é pela
APROVACAO.

P.S. Observacdes: Favor verificar as datas para entrega dos relatorios parcial e final.

VII - Data da reunido: 27 106/2011

Assinatura do(a) relator(a): R y

Assinatura do(a) Coordenador(a)/ CEP:
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