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RESUMO

A infecgdo oculta pelo virus da hepatite B (OBI na sigla em inglés) é caracterizada pela
persisténcia do genoma do virus (HBV- DNA) no tecido hepético e/ou sangue de pacientes
com sorologia negativa para o antigeno de superficie (HBsAg). Isto pode ocorrer apds a
resolucdo de uma infeccdo aguda ou ap6s longo tempo na infeccdo crénica, sendo o anticorpo
contra o core viral (anti-HBc) considerado um marcador sentinela para a OBI. Mais de 20%
dos pacientes com historia pregressa de infeccdo pelo HBV (virus da hepatite B) ndo
apresentam marcadores soroldgicos, tornando o HBV-DNA o Unico marcador da infec¢éo.
Diversas implicac6es clinicas estdo associadas a OBI; transmissibilidade, reativacdo viral em
individuos imunocomprometidos e, o desenvolvimento de doencas cronicas do figado. No
Brasil e no mundo poucos estudos analisam a prevaléncia da OBI e suas implicac6es clinicas
em pacientes com tuberculose (TB). Tem-se registro de apenas um estudo no Brasil que
descreve uma prevaléncia de 14.4% de OBI nesses pacientes, porém ndo analisam seus
possiveis impactos clinicos. Geralmente o tratamento da TB é eficaz e seguro, entretanto, a
hepatotoxicidade induzida por drogas anti-TB é um dos mais graves eventos adversos. Esse
evento pode levar a interrup¢do ou o abandono do tratamento, contribuindo para o aumento da
resisténcia adquirida, faléncia do tratamento, aumento do nimero de casos de tuberculose e,
até mesmo o numero de Obitos. Vérios estudos associam a infecgdo ativa pelo HBV ao
desenvolvimento da hepatotoxicidade. Nesse sentido, é possivel que a OBI também esteja
associada a hepatotoxicidade. Este estudo teve como objetivo investigar a prevaléncia da OBI
em pacientes sob tratamento para tuberculose co-infectados ou nédo pelo HIV e, analisar a OBI
como possivel preditor da hepatotoxicidade. Este foi um estudo prospectivo com 100
pacientes que receberam tratamento para TB no periodo de 2008 a 2015, no INI, Fiocruz, Rio
de Janeiro, Brasil. A OBI foi caracterizada pela deteccdo do HBV-DNA através da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em pacientes positivo para o marcador anti-HBc
acompanhado ou ndo pelo anti-HBs. Dados laboratoriais, clinicos e demogréficos foram
obtidos a partir dos prontuarios clinicos e armazenados em banco de dados. Os resultados
mostraram uma prevaléncia de 12.0% de OBI, quase metade (41.7%) desses pacientes
apresentavam sorologia positiva para o anti-HBc e anti-HBs. Entre os pacientes com OBI co-
infectados pelo HIV (75.0%), a baixa contagem de células CD4" (< 50 células/pl) foi
significativa (p=0.036), sugerindo ser indicador de OBI. A taxa de hepatotoxicidade foi de
41.0%. Através da regressdo de Cox, a OBI (HR 2.98, 95% IC 1.30-6.86) foi identificada
como o preditor mais forte para hepatotoxicidade quando ajustada para células CD4" (HR
0.38, 95% IC 0.17-0.90); ALT antes do tratamento para TB (HR 1.37, 95% IC 0.81-2.32) e,
forma clinica da TB (HR 2.91, 95% IC 1.75-7.21). A elevada prevaléncia de OBI e a
associacdo com a hepatotoxicidade em pacientes com TB aponta a importancia do
rastreamento do HBV-DNA como uma estratégia para 0 monitoramento da hepatotoxicidade
além de outras implicacBes clinicas associadas a OBI, contribuindo para reducdo da
morbidade e mortalidade.

Palavras-chave: Virus da Hepatite B; Infeccdo oculta pelo virus da Hepatite B; OBI;
Tuberculose; Hepatotoxicidade
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ABSTRACT

Occult hepatitis B virus infection (OBI) is characterized by the persistence of the virus
genome (HBV-DNA) in the liver tissue and/or blood of patients who test negative for the
hepatitis B surface antigen (HBsAQ). It may occur after resolution of acute infection or after
long time in chronic infection, and HBV core antigen antibodies (anti-HBc) considered as a
sentinel marker for OBI. Over 20% of patients with a history of HBV infection have no serum
markers, thus, the HBV-DNA becomes the single marker of infection. Several clinical
implications have been associated with OBI; as its transmissibility, viral reactivation in
immunocompromised individuals and development of chronic liver disease. In Brazil and in
the world few studies have analyzed the prevalence of OBI and its clinical implications in
patients with tuberculosis (TB). A single study in Brazil described an OBI prevalence of
14.4% among TB patients, but their potential clinical impact was not analyzed. Although TB
treatment is generally effective and safe, hepatotoxicity induced by anti-tuberculosis drugs is
one of the most serious adverse events. This event may lead to interruption or abandonment of
treatment, contributing to the increase of acquired resistance, treatment failure, increased
number of cases and even deaths. Several studies have associated the active HBV infection
with development of hepatotoxicity. Therefore, it is possible that the OBI can also be
associated with hepatotoxicity. This study aimed to investigate the OBI prevalence among TB
patients under treatment co-infected or not with HIV, and analyze the OBI as a possible
predictor of hepatotoxicity. This was a prospective study with 100 patients receiving
treatment for TB from 2008 to 2015, in INI, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil. OBl was
characterized by detection of HBV-DNA by the Polymerase Chain Reaction (PCR) in anti-
HBc positive patients, with or without anti-HBs. Laboratorial, clinical and demographic data
were obtained from medical records and stored in the database. The results showed that the
OBI prevalence was 12.0%, almost half (41.7%) of these patients were seropositive for anti-
HBc and anti-HBs. Among OBI patients co-infected with HIV (75.0%), low CD4" counts (<
50 cells/n) was significant (p = 0.036), suggesting low CD4 cells counts as OBI indicator.
Hepatotoxicity frequency was 41.0%. By Cox regression, the OBI (HR 2.98, 95% CI 1.30-
6.86) was identified as the strongest predictor of hepatotoxicity when adjusted for CD4" cells
(HR 00:38, 95% CI 0.17-0.90); ALT before treatment to TB (HR 1.37, 95% CI 0.81-2.32),
and clinical form of TB (HR 2.91, 95% CI 1.17-7.21). The high prevalence of OBI and the
association with hepatotoxicity among TB patients points to the importance of screening for
HBV-DNA as a strategy for monitoring hepatotoxicity and other clinical implications
associated with OBI, contributing to reduce the morbidity and mortality.

Keywords: Hepatitis B virus; Occult Hepatitis B infection; OBI; Tuberculosis;
Hepatotoxicity
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1. INTRODUCAO

A infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (OBI) é definida pela persisténcia do
genoma do virus (HBV-DNA) no tecido hepéatico, com ou sem deteccdo no sangue de
individuos com sorologia negativa para o antigeno de superficie do Virus da Hepatite B
(HBsAg) (Raimondo et al. 2013). Pode ocorrer apés a resolucdo de uma infeccdo aguda
autolimitada ou ap6s longo tempo na infeccdo cronica, sem que haja qualquer evidéncia
clinica ou alteracdo bioquimica da funcdo hepaética, tornando estes individuos portadores do
virus, com potencial risco para a transmissdo da infeccdo (Raimondo et al. 2013; Zobeiri e
Zobeiri 2013; Sowole et al. 2015). Nesse contexto, 0 anticorpo contra o core viral (anti-HBc)
pode ser considerado um marcador sentinela para a OBI (Vitale et al. 2008; Urbani et al.
2010).

Todavia, mais de 20% dos individuos com OBI ndo apresentam marcadores
soroldgicos, seja pela queda dos titulos de anticorpos ao longo do tempo que se tornam
indetectaveis, ou porgque nunca houve soroconversdo (Torbenson e Thomas 2002). Sendo
assim, a OBI pode ser encontrada tanto em individuos soropositivos (com a presenca de anti-
HBc acompanhado ou ndo pelo anti-HBs), quanto em soronegativos, tornando o HBV-DNA o
unico marcador de infeccdo pelo HBV, detectavel em baixos niveis (<200 Ul/mL) (Raimondo
etal. 2013).

A prevaléncia da OBI é variavel e depende diretamente da prevaléncia do HBV em
determinadas populacdes (Bréchot et al. 2001; Raimondo et al. 2013). No Brasil, estima-se
que cerca de 14 milhdes de pessoas (aproximadamente 7.0% da populacdo) podem ter sido
expostos ao HBV. Cerca de 17 mil casos sdo confirmados a cada ano no Brasil. Nos ultimos
anos (2013 e 2014), foram notificados 17.814 e 17.940 casos, respectivamente (Ministério da
Saude 2015a). A prevaléncia tem variacdo regional, apresentado taxas de endemicidade alta
(>8%), intermediaria (2-4%; 5-7%) e de baixa endemicidade (<2%) (Ott et al. 2012).

Entre os anos de 2005 a 2012, o Estado do Rio de Janeiro apresentou uma média de
4,1 casos/100.00 habitantes confirmados. Em 2011, foram confirmados 5,9 casos/100.000
habitantes (SINAN/SES-RJ, 2014).

Em um estudo conduzido pelo nosso grupo em pacientes com tuberculose (TB) (1999-
2002) no Rio de Janeiro, encontramos uma taxa de prevaléncia de anti-HBc de 14.6%, sendo
ainda maior em pacientes co-infectados com o HIV (35.8%) (Blal et al. 2005). Achados

similares foram observados em anos posteriores (2003-2005), prevaléncia de anti-HBc de
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20.2% em pacientes imunocompetentes com TB e de 50.6% em co-infectados pelo HIV
(deCastro et al. 2010). Diante desse cenario epidemiolégico, a expectativa € que exista
também uma alta taxa de prevaléncia de OBI nessa populacao.

Estudos sobre a prevaléncia da OBI em pacientes com TB sdo escassos ndao sé no
Brasil, mas em todo o mundo. Até o momento apenas um estudo no Brasil registrou uma
prevaléncia de 14.4% na regido Centro-Oeste (Aires et al. 2012).

Pouco se sabe quanto aos fatores de risco, o significado clinico e os efeitos da OBI nos
pacientes sob terapia anti-tuberculose, associada ou ndo aos antiretrovirais.

O surgimento da infeccdo pelo HIV trouxe como consequéncia o aumento de risco
para o desenvolvimento da TB ativa, com um desfecho de tratamento desfavoravel, e
evolucdo para o ébito (WHO 2015).

Estimativas apontam que a TB matou 1,5 milhdo de pessoas em 2014, contra 1,2
milh&o de vitimas do HIV. No mundo, foram relatados 9,6 milhdes de novos casos em 2014,
sendo que 12% dos pacientes também eram portadores do HIV (WHO 2015).

Apesar da queda expressiva na incidéncia de TB no Brasil a partir de 1999, o pais
ainda se encontra entre 0s 22 paises responsaveis por 80% dos casos no mundo. De acordo
com o ultimo relatério da OMS, estima-se uma taxa de mortalidade de 2,6/100.000 habitantes,
uma prevaléncia de 52/100.000 habitantes e incidéncia de 44/100.000 habitantes (WHO
2015). As regibes sul e centro-oeste apresentam as menores taxas de incidéncia, com uma
média de 26,1 casos/100.000 habitantes, ja nas regides norte, nordeste e sudeste essa taxa
sobe para aproximadamente 44,4, 32 e 36,2 casos /100.000 habitantes, respectivamente.
Sendo o Rio de Janeiro o estado que apresenta a maior taxa da regido sudeste (60,9
cas0s/100.000 habitantes) (Ministério da Saude 2015b).

Em 2014, no Brasil, a taxa de associacdo da tuberculose com o HIV foi de 10.4%,
sendo que o teste do HIV foi realizado em apenas 62.7% dos casos de TB/HIV (Ministério da
Salde 2015b). Se o teste fosse realizado em todos os casos de TB, certamente esse numero
duplicaria.

A reativacdo viral na OBI tem sido frequentemente descrita entre pacientes que
possuem doencas que comprometam seu sistema imunologico, como o HIV. Possibilitando,
dessa forma, o desencadeamento de quadros mais graves, gerando uma taxa de mortalidade de
aproximadamente 20% (Raimondo et al. 2013; Sagnelli et al. 2014).

A SIDA e as hepatites virais (hepatites B e C) compartilham fatores de risco e vias de

transmisséo, sendo a tripla infeccdo HIV/HBV/HCV comum em pacientes infectados com o
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HIV (Soriano et al. 2007; Dowell et al. 2009; Mo et al. 2014).

Vaérios estudos demonstram que a OBI pode favorecer ou acelerar a progressao para
cirrose relacionada a infec¢do cronica pelo virus da hepatite C (HCV) e também esta
relacionada ao desenvolvimento do hepatocarcinoma celular (HCC), tanto em pacientes
infectados pelo HCV quanto em pacientes negativos para o HCV com outras doencas
hepéticas cronicas (Shi et al. 2012).

O tratamento da tuberculose geralmente é eficaz e seguro. Entretanto, a
hepatotoxicidade induzida por drogas € um dos mais frequentes e graves eventos adversos,
levando & interrupgdo do tratamento em 11% dos pacientes em terapia combinada com
isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol, alcancando uma taxa de mortalidade de até
5% (Tostmann et al. 2008).

As medicacbes para o tratamento do HIV, TB e outras infeccBes oportunistas
geralmente sdo hepatotdxicas (Mo et al. 2014). Diversos estudos apontam o HBV como um
potencial risco para a hepatotoxicidade (de Castro et al. 2010; Wang et al. 2011; Ramappa e
Aithal 2013).

Sendo assim, a multi-infeccdo pelo TB, HIV, HBV ou HCV aumenta a complexidade
do manejo clinico, e os desafios para 0 SUS. O presente estudo foi conduzido em uma coorte
de pacientes sob tratamento para TB, a fim de analisar a prevaléncia de OBI e o0 impacto dessa
e de outras co-infeccdes, tais como HIV e HCV na hepatotoxicidade como desfecho clinico

do tratamento da TB.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HEPATITE B

A hepatite B, causada por um virus hepatotropico (HBV), é considerada um problema
de saude mundial, representando uma importante causa de morbidade e mortalidade através
de hepatopatias como cirrose e hepatocarcinoma celular (Aspinall et al. 2011).
Aproximadamente, dois bilhdes de pessoas no mundo ja tiveram contato com o HBV, entre
essas, cerca de 240 milhdes sdo portadoras crbnicas desse virus. Estima-se que 780.000
pessoas morrem a cada ano como conseqiiéncia da infeccdo aguda ou cronica pelo HBV
(WHO 2015).



2.1.1 Historico

Antes da era Cristd, relatos de epidemia de ictericia ja existiam, sendo inicialmente
descritos por Hipdcrates (400 a.C.). No final do século XI1X, ap0s a vacinagdo contra a variola
(preparada a partir de linfa humana) 15% dos 1829 trabalhadores de um estaleiro em Bremen,
se tornaram ictéricos. A presenca de ictericia foi associada a um agente de transmissdo
parenteral (revisado por Gomes e Araujo 2011).

Durante a primeira metade do século XX, surtos de hepatite foram observados em
diversos paises e associados a transfusdo sanguinea, uso de drogas injetaveis, utilizacdo de
seringas e agulhas ndo esterilizadas e administracdo de vacinas, reforcando a possibilidade de
transmissdo da doenca pela via parenteral (revisado por Gomes e Araujo 2011).

Foi na década de 40 que se distinguiu a presenca de mais de um agente viral como
causa de ictericia. Em 1947, MacCallum designou os termos “virus da hepatite A” (HAV)
para as infec¢@es com curto periodo de incubacéo (18-37 dias) e, “virus da hepatite B” (HBV)
para as de longo periodo de incubacdo (30-180 dias). Esta terminologia foi adotada pelo
comité de hepatites virais da Organizacdo Mundial de Saude, e permanece até os dias atuais
(revisado por Gomes e Araujo 2011).

Em 1965, Blumberg e colaboradores publicaram a descoberta do antigeno Austrélia.
Com o objetivo de estudarem o polimorfismo protéico, esses pesquisadores examinaram
milhares de amostras de soro de diferentes regides demograficas do mundo. Durante as
pesquisas, encontraram um antigeno em uma amostra de soro de um individuo australiano,
que reagia especificamente com um anticorpo presente no soro de um paciente hemofilico
norte-americano. Estudos posteriores mostraram que o antigeno Australia era raro na América
do Norte e Europa Ocidental, entretanto, frequente na populacdo africana e asiatica e entres
pacientes com leucemia, sindrome de Down e hepatite aguda (Blumberg et al. 1967; Bayer et
al. 1968).

No ano de 1968, foi estabelecida a relagdo entre o antigeno Australia e o antigeno de
superficie do virus da hepatite B (Okochi e Murakami 1968; Prince 1968). Posteriormente, a
purificacdo do HBV foi realizada a partir de soro de portadores do antigeno Austrélia e o
virion (particula completa) foi detectado por microscopia eletrénica, sendo denominado
particula de Dane (Dane et al. 1970).



2.1.2 Biologia molecular do Virus

O HBV pertence a familia Hepadnaviridae, que compreende dois géneros, 0
Orthohepadnavirus cujos representantes sdo os virus de mamiferos que infectam o homem e
primatas superiores (HBV), marmotas (WHYV), esquilo (GSHV/ASHV) e macacos do novo
mundo (WMHBYV). O género Avihepadnavirus constituido por virus que infectam patos
(DHBV) e garcas (HHBV) (Lok 2000).

O HBV ¢ observado em trés formas morfoldgicas distintas quando sdo preparadas
laminas com soro de paciente. Existem as particulas incompletas esféricas e filamentosas,
essas sdo consideradas ndo infecciosas e vazias, contém apenas HBSAQ e apresentam
aproximadamente 22 nm de didmetro. Ja as particulas completas e infecciosas, denominadas
virions ou particulas de Dane, possuem 42 nm de didmetro sendo compostas pelo nucleo,
nucleocapsideo (HBcAQ) e envelope viral (HBsAQ).

O seu genoma é composto por DNA circular de fita parcialmente dupla com
aproximadamente 3.200 pares de bases. Apresenta um genoma compacto, formado por quatro
fases de leitura aberta: pré-S/S, pré-C/C, P e X (Ganem e Prince 2004) (Figura 5).

O gene S codifica as trés proteinas de superficie que correspondem ao HBsAg, sendo
composto pela proteina “large S sintetizada pela regido pré-S1, a regido pré-S2 sintetizara a
proteina “middle S” e, a proteina “small S”, onde estdo localizados os epitopos especificos
(determinante antigénico), sera sintetizada pela regido S deste gene (Ganem e Prince 2004).

As particulas completas do virus sdo ricas em proteinas L, ja que sdo essas que
possuem os sitios de ligacdo do HBV aos receptores nas células hepaticas. A proteina S que
promove a inducdo da resposta imunoldgica (sintese de anti-HBs) contra 0 HBV, sendo esse

antigeno utilizado na producéo de vacinas (Ganem e Prince 2004).

Figura 1 - Fases de leitura aberta do Virus da Hepatite
Fonte: Adaptado de Ganem&Prince, 2004.



A regido do Core viral é descrita como a mais conservada do HBV entre variantes
virais humanas (Miller e Robinson 1986; Keum et al. 1998; Wynne et al. 1999; Tuteja et al.
2014). E responsavel pela sintese do antigeno soltvel o HBeAg (pré-Core), que pode ser
detectado na corrente sanguinea. As proteinas HBCcAg, também produzidas por esse gene, se
ligam para formarem o nucleocapsideo viral. O HBcAg é capaz de induzir a sintese de
anticorpos (anti-HBc).

O gene P codifica a proteina terminal e a polimerase viral, que apresenta trés funcdes:
atividade de DNA-polimerase-DNA-dependente, transcriptase reversa e, RNAse H. A regido
X sintetiza a proteina X reguladora, que € fundamental para a replicacdo viral e é uma
proteina transativadora de diversos genes virais e celulares (Ganem e Prince 2004) (Figura 6).

HBcAg 8 G,

(core) HBsAg

(envelope)

HBV-DNA

Polimerase
viral

Figura 2 - Virus da Hepatite B
Fonte: Adaptado de Ganem&Prince, 2004

2.1.3 Replicacao viral

A replicagdo do HBV ocorre nos hepatocitos, através da ligacdo do virus a um
receptor de membrana especifico que ira reconhecé-lo, permitindo, entdo, que a particula viral
penetre na célula. Dentro do hepatécito, o HBV perde o capsideo, e o DNA viral é
direcionado para o ndcleo da célula infectada, onde ocorre a conversdo do genoma em um
DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) (Beck e Nassal 2007).

O cccDNA serve como molde para transcricdo pela RNA polimerase do hospedeiro
em diversos RNA mensageiros (RNAm), incluindo o RNA pré-genémico (pgRNA). Os
RNAmM séo translocados para o citoplasma, onde podem ser utilizados na traducdo de
proteinas do core viral (nucleocapsideo), ou, 0 pgRNA pode ser envolto pelo nucleocapsideo
junto com a DNA polimerase viral, ocorrendo a sintese de HBV-DNA através da transcriptase
reversa (Samal et al. 2012).



Algumas copias de HBV-DNA retornam para o nucleo da célula, onde formardo mais
cccDNA, mantendo um reservatério (Moolla et al. 2002). Entretanto, a maior parte dos
nucleocapsideos formados passard pelo Reticulo Endoplasmatico e Complexo de Golgi,
recebendo a protecdo do seu envelope lipoprotéico podendo, finalmente, ser secretado pelo

hepatdcito (Locarnini et al. 2003) (Figura?).

HBY

7] '/
- - N et
4 .
7 .
’ ./ S e S

>, -

¥ -‘/\ Reciclagem
4 )

} l’ Sintese da fita (+)

Entrada do 7 Sintese da Y v 8
HBY na célula ’l fita (-) S (" N (v o o
' '(. = Transporte para
[ 4 f membrana celular
[ o Brotamento (vesicula)
Particula do core + ! € ‘~-'~‘."'-'. 4iti gy 4 dentro do RE
¢ | Montagem do core e , Tradugdo

, empacotamento do RNA

\ \
A4
! L 4
Citoplasma ‘\
s Y e seheEo
o 4 » R -
A [ J—a 3% CcONA B3N YA
\ /, > 3 y T2 »
':J e o
> Reparo "ot
Nicleo o

Figura 3 - Representacdo esquematica do ciclo de vida do HBV
Fonte: http://www.infekt.ch/updown/images/hbv_cycl.qgif

2.1.4 Transmissao

O HBV pode ser encontrado em diversos fluidos corpéreos de individuos que possuem
infeccdo aguda ou crbnica. Apresentando, elevada concentracdo de HBV no sangue e
exsudatos e, concentracdo relativamente baixa na saliva, sémen, secre¢des vaginais (WHO
2015). Em individuos HBeAg positivo, a concentracdo de HBV é aproximadamente 10%- 10°
particulas virais por mililitro (mL) de sangue (Dane et al. 1970). O risco de transmissdo do
HBV apds o contato percutaneo com sangue HBeAg positivo é cerca de 100 vezes maior que
0 risco de transmissdo de sangue infectado pelo HIV (CDC 2015).

Além disso, o HBV é um virus extremamente resistente, sobrevivendo no sangue seco
a temperatura ambiente por uma semana, e sua sobrevida poderé ser ainda maior se estiver em

ambiente umido e ao abrigo da luz. O virus continua infectante apds a exposicao ao éter, ao
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acido (pH 2,4 por 6 horas) e ao calor (98°C por 1 minuto, 60°C por 10 horas) (Ministério da
Saude 2007).

A transmissao do virus da hepatite B ocorre por via parenteral (quando ha exposi¢édo
percutanea ou mucosa ao sangue ou secrec¢des infectadas); vertical ou perinatal (de mée para
filho); e, sexual, sendo considerada uma doenca sexualmente transmissivel (Malta et al.
2011).

A infeccdo perinatal ocorre se a mée portadora do HBV for HBeAg positivo
(indicando alta infecciosidade) e possuir elevados niveis de HBV-DNA no soro (Okada et al.
1976; Beasley et al. 1977). Quando a primeira dose da vacina e a imunoglobulina s&o
administradas durante as primeiras 24 horas de vida do recém-nato, 90% das criancas se
tornam protegidas. Caso a infeccdo ndo ocorra no periodo perinatal, a crianca ainda pode ser
infectada nos cinco primeiros anos de vida, através da transmissdo horizontal, uma vez que
ndo tiveram resposta vacinal (Beasley et al. 1983).

O compartilnamento de seringas e 0 comportamento de alto risco sexual entre usuarios
de drogas injetaveis é a principal via de transmissdo do HBV entre esses individuos. Além
desses, pacientes que fazem hemodialise, individuos que possuem tatuagem, piercing e fazem
acupuntura também sdo considerados grupos de risco (Goldstein et al. 2002). Em adolescentes
e adultos de paises com baixa e média prevaléncia de hepatite B, o contato sexual é a
principal rota de transmissdo do virus. Individuos heterossexuais ou homossexuais que

possuem multiplos parceiros apresentam elevado risco de adquirirem o virus (WHO 2015).

2.1.5 Caracteristicas clinicas da infeccao pelo HBV

A infeccdo pelo HBV pode variar de uma forma aguda e auto-limitada & uma forma
grave de hepatite fulminante. A apresentacdo clinica varia, podendo ser assintomatico ou o
individuo pode desenvolver sintomas. Nos casos assintomaticos, a infecgdo é identificada
através da detecgdo de alteragdes bioquimicas ou marcadores soroldgicos especificos do virus.
Ja nos sintomaticos, os sintomas variam de brandos a graves (Gomes e Araujo 2011).

Aproximadamente 90-95% dos adultos infectados poderéo se recuperar da infecgéo,
cerca de 5% dos pacientes podera desenvolver hepatite cronica, podendo progredir para a
cirrose hepética ou carcinoma hepatocelular (Huang e Lok 2011). Cerca de 1% podem

desenvolver hepatite fulminante (Inoue et al. 2009). Entretanto, no caso de infec¢do pelo



HBV em criangas com até 5 anos, ha mais de 90% de chance desses se tornarem portadores
crénicos, isso ocorre devido a imaturidade do sistema imunolégico (CDC 2015).

A hepatite aguda pode ser dividida em quatro fases clinicas: periodo de incubacéo, que
varia de 30 a 180 dias; fase pré-ictérica, com duracdo de aproximadamente 3 a 10 dias,
caracterizada por sintomas inespecificos como: febre baixa, anorexia, nduseas, vomitos, dores
abdominais, intoleréncia a gordura, mialgia, artralgia, entre outros; fase ictérica, que acontece
em 30% dos casos, sendo caracterizada pelo surgimento de urina escura e fezes palidas, pode
surgir hepatomegalia dolorosa e discreta, com ocasional esplenomegalia, hiperbilirrubinemia,
aumento predominante das transaminases, aumento também da fosfatase alcalina e da gama-

Glutamil Transferase (Ministério da Saude 2007).

2.1.6 Marcadores sorologicos

Utilizam-se marcadores sorologicos para caracterizar o curso da infeccdo pelo HBV,
gue pode ser acompanhado através da deteccdo de antigenos virais como, HBsAg (antigeno
viral de superficie) e HBeAg (marcador de replicacédo viral ativa), ou de anticorpos, anti-HBc
(anticorpos especificos contra o nucleocapsideo do virus), o anti-HBs (anticorpo produzido
contra o HBsSAQ) e o anti-HBe (CDC 2015).

A infeccdo aguda pelo HBV € confirmada através da detec¢do do anti-HBc IgM
(imunoglobulina de classe M), com ou sem a positividade do HBsAg (Figura 1). O anti-HBc
IgM pode ser encontrado no soro do paciente até seis meses ap6s a infeccdo, sendo

considerado um marcador de infeccdo recente (Sjogren 1996).
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Figura 4 - Curso soroldgico da Hepatite B aguda.
Fonte: Ministério da satde, 2007.



A infeccdo cronica pelo virus da Hepatite B é caracterizada pela deteccdo do antigeno
HBsAg por mais de 6 meses, sendo o marcador anti-HBc IgM substituido pelo anti-HBc IgG,

que indica infeccéo passada, recente ou remota (Sjogren 1996) (Figura 2).
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Figura 5 - Curso sorolégico da Hepatite B cronica.
Fonte: Ministério da satde, 2007.

A deteccdo do anticorpo anti-HBs pode ocorrer na hepatite aguda logo apds o
desaparecimento do HBsAg no soro, indicando resolucdo da infeccdo. Entretanto, esse
marcador ndo sera detectado no caso de infeccdo cronica, devido a persisténcia do HBsAg. A
presenca do anti-HBs pode significar infeccdo passada ou anticorpo vacinal. Na segunda
situacdo, o anticorpo sera encontrado isoladamente no soro (Rossi et al. 2012). Para que a
imunidade seja conferida ao individuo, o titulo de anti-HBs tera que ser maior ou igual a 10
mUI/mL (CDC 2015).

O marcador de replicacéo viral, HBeAg, esta presente durante a infeccdo aguda e pode
estar presente na infeccdo cronica também (mutacGes no pré-core podem comprometer a
sintese desse antigeno viral em pacientes crénicos, apresentando o marcador HBsAg
acompanhado pelo anti-HBe). Ao longo da infec¢do, a resposta imune do hospedeiro leva a
progressiva diminuicdo dessa replicacdo. Normalmente, nos trés primeiros meses apos a
infeccdo, os individuos que apresentam imunidade satisfatoria, produzirdo anticorpos anti-
HBe, que estd associado & reducdo ou auséncia de replicagdo viral (Ministério da Salde
2007).
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2.1.7 Epidemiologia do HBV

A prevaléncia de hepatite B varia nas diferentes regies do mundo € determinada de
acordo com a presenca do HBsAg, sendo classificada &reas de baixa endemicidade (<2%),
intermediéria baixa (2-4%), intermediaria alta (5-7%) e alta (>8%) (Ott et al. 2012). A
prevaléncia de portadores do HBV ¢é considerada alta no Sudeste Asiatico, China, maior parte
da Africa e Ilhas do Pacifico, algumas partes da América do Sul e o Oriente Médio. Observa-
se uma endemicidade intermediaria do HBsAg no Jap3o, Asia Central, Europa Oriental, Israel
e Russia. Enquanto a baixa endemicidade é descrita nos Estados Unidos, Canada, Europa
Ocidental e Australia (CDC 2015) (Figura 3).

Aproximadamente 45% de pessoas infectadas pelo virus da hepatite B estdo vivendo
em &reas que apresentam prevaléncia de HBsAg igual ou superior a 8%, onde o risco de
infeccdo é maior do que 60%, principalmente durante a infancia e com alto risco de
cronicidade. As areas de prevaléncia intermediaria representam 43% de pessoas infectadas em
todo o mundo, com o risco de infeccdo de 20-60%, que ocorre em qualquer faixa etaria.
Apenas 12% estdo vivendo em regides de baixa prevaléncia, com risco de infeccéo inferior a
20%, que ocorre principalmente na vida adulta (CDC 2015). O Brasil foi recentemente

classificado como um pais de baixa endemicidade, anteriormente considerava-se elevada a

prevaléncia de HBV na regido norte do pais (Ott et al. 2012).

~__ Somagd y g e Prevaléncia de Hepatite B

B = B Az 8%
Intermediaria alta: 5%-7%
Intermediaria baixa: 2%-4%
Baixa: < 2%
Sem informagdo

Figura 6 - Distribuicéo geografica da Hepatite B no mundo, 2012.
Fonte: Adaptado de Ott et al., 2012.
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Um estudo realizado pelo Ministério da Satde no periodo de 2004 a 2014, onde foi
considerado como casos confirmados de infec¢do pelo HBV todos que apresentassem pelo o
menos um dos marcadores sorolégicos reagentes ou o marcador molecular (HBsAg, HBeAg,
anti-HBc IgM, HBV-DNA), verificou-se que, as regides Sudeste e Sul apresentam o maior
nimero de casos diagnosticados (Ministério da Salde 2015c) (Figura 4). Segundo o
percentual de distribuicdo de casos confirmados, o estado do Rio de Janeiro apresentou uma
taxa de 14.4% (Ministério da Saude 2012).

1800 3600
1500 3000
o
® =
> 1200 2400 @
2 g
— m
g 900 1800 4
=]
w w
& 600 1200 &
Q
300 600
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Idade (anos)

===Norte ====Nordeste Sudeste ====Sul =—Centro-Oeste Brasil
Figura 7 — Casos de hepatite B por idade e regido geografica, Brasil, 2004-2014.
Fonte: Ministério da Salde, 2015.

Para todas as regifes, houve um aumento da positividade do anti-HBc total com a
idade. Em relacdo ao sexo, os homens representaram maior probabilidade de exposicdo ao
HBV em todas as regides, exceto na Regido Norte (Ministério da Satde 2015c). A excecdo do
Sudeste, nas demais regides pode-se relacionar a exposi¢do ao HBV entre individuos com
piores condic¢des socioecondmicas. A transmisséo sexual foi significativa nas Regides Norte,
Nordeste, Centro-Oeste e Sul, nesta Gltima, a transmissdo sangliinea também teve destaque
(Ministério da Saude 2011a).

2.1.8 Prevencao

Em 1981, foi licenciada a primeira vacina contra o0 HBV, obtida a partir de plasma
humano (Heptavax-B, Merck & Co). Entretanto, dado o risco da presenca e transmissdo de
outros agentes infecciosos no plasma da qual a vacina era obtida, investiu-se no
desenvolvimento da vacina recombinante, composta por HBsAg produzido em leveduras

(Engerix-B, SmithKline e Recombivax, Merck & Co) (Assad e Francis 1999).
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Quando administrada corretamente, a vacina induz & protecdo em aproximadamente
90% dos individuos, através da producdo de anticorpos anti-HBs (Blumberg 1997). O
esquema recomendado para vacina contra o0 HBV, é a administracdo de 3 doses por via
intramuscular, sendo o intervalo de um més entre a primeira e segunda dose, e de 5 meses
entre a segunda e terceira dose (Assad e Francis 1999). Para que o individuo esteja protegido,
o titulo de anti-HBs deve ser igual ou superior a 10 UI/L (Mahoney 1999).

Para a protecdo de individuos recentemente expostos ao HBV, é utilizada uma
imunoglobulina Anti-hepatite B (HBIG), que contém elevada concentracdo de anti-HBs,
sendo considerada hiperimune e especifica. E utilizada para a prote¢do de individuos que
tenham tido exposicdo percutanea ou mucosa a sangue HBsSAg positivo; contato sexual com
portador; exposicdo perinatal em recém-nascido de mdes HBsAg positivo (Perrillo et al.
1984). A HBIG também é utilizada em casos de transplante de figado, evitando uma possivel
infeccéo recorrente pelo HBV (Dindoost et al. 2012).

No Brasil, tal método profilatico era utilizado apenas entre os grupos de risco, que
inclui trabalhadores da area de salde, usuarios de drogas, homossexuais, individuos com
sorologia positiva para o HIV, entre outros. Porém, desde 1996 houve amplia¢do do uso da
vacina em todo o territério para menores de um ano e, a partir de 2013, houve a ampliagéo
para faixa etaria de até 49 anos. Em 2016, a cobertura vacinal contemplara toda a populacéo
independente da idade ou condi¢des de vulnerabilidade (Ministério da Satde 2013; Ministério
da Saude 2015d)

2.1.9 Tratamento

O tratamento para a hepatite B tem como principal objetivo a supresséo sustentada da
replicacéo viral ativa, evitando danos irreversiveis ao figado. Como resultado, espera-se que 0
HBV-DNA e HBsAg tornem-se indetectavel no soro do paciente, e ocorra a SOoroconversao
HBeAg/anti-HBe, normalizagdo das aminotransferases e melhora das alteragdes
histopatoldgicas. Diminuindo, dessa forma, o risco de desenvolvimento da cirrose hepatica e
do HCC (Ministério da Saude 2011b).

A primeira droga utilizada para o tratamento da infecgdo pelo HBV foi o interferon a
(IFN a), que possui atividade antiviral e imunomoduladora, aumentando a resposta
imunologica do hospedeiro. Tal farmaco também é encontrado na forma peguilada

(peginterferon), quando conjugado com uma molécula de polietilenoglicol. Essa nova forma
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reduz a excregdo do IFN pelos rins, aumentando a sua meia-vida e possibilitando a agdo da
droga no organismo por maior tempo (Kang et al. 2015).

O peginterferon precisa ser injetado apenas uma vez por semana, facilitando o
tratamento para o paciente. Entretanto, a terapia com IFN apresenta elevado custo e apresenta
efeitos adversos como febre, queda de cabelo e diminuicdo da quantidade de globulos
brancos. Além disso, apresenta baixa eficacia em individuos com ALT normal ou levemente
elevada (Ministério da Saude 2011b; Kang et al. 2015).

Outros tipos de farmacos utilizados sdo os antivirais andlogos de nucleos(t)ideos:
lamivudina (3TC), entecavir (ETV), adefovir (ADV), tenofovir (TDF) e telbivudina (LdT).
Essas drogas tém acéo sobre a polimerase viral, suprimindo a replicagdo do HBV (Aspinall et
al. 2011). A principal limitacdo do tratamento a longo prazo ¢ a elevada taxa de mutacdes que
podem ocorrer no genoma viral (CHEN et al. 2016).

A lamivudina foi o primeiro analogo de nucleosideo aprovado para o tratamento da
infecgdo cronica pelo HBV. Apresenta acdo sobre a transcriptase reversa, inibindo a sintese
do HBV-DNA, a partir do RNA pré-gendmico. Bloqueia, assim, a sintese de novas particulas
virais, diminuindo os niveis de HBV-DNA no soro de individuos tratados (Hadziyannis
2014).

A resisténcia associada a emergéncia de determinadas mutacGes no genoma viral é o
maior problema resultante da terapia prolongada utilizando a lamivudina. A mais importante
delas resulta na substituicdo de uma metionina por valina ou isoleucina no dominio YMDD na
DNA polimerase. A substituicdo desses aminoacidos confere a resisténcia, sugerindo que
aumentar a dose da medicacdo nédo restabelece a resposta viral (Gao et al. 2015).

A lamivudina estd inserida no esquema de terapia antirretroviral altamente ativa
(HAART), sendo usada também no tratamento contra o HIV. Em individuos portadores de
HBV co-infectados com HIV, a taxa de resisténcia do HBV a lamivudina é de
aproximadamente 20% em dois anos de tratamento, aumentando até 90% em quatro anos
(Ministério da Saude 2011b).

As taxas de resisténcia observadas sdo inferiores quando outros andlogos sao
utilizados. Em cinco anos de tratamento com adefovir, estima-se uma resisténcia de
aproximadamente 30% dos casos. Sendo ainda menores ao utilizarem o tenofovir e entecavir
(menores que 1% apos dois anos em pacientes sem tratamento prévio), representando uma

alta barreira genética a resisténcia (Ghany e Doo 2009).
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2.2 HEPATITE B OCULTA

Mesmo apds a resolucdo de uma infeccdo aguda autolimitada ou croénica, 0s
individuos podem estar carreando o virus da hepatite B (HBV) sem que haja qualquer
evidéncia clinica ou alteracdo bioquimica da funcdo hepéatica (Zobeiri e Zobeiri 2013). A
persisténcia do genoma viral (HBV-DNA) no tecido hepatico e/ou sangue de pacientes com
resultado negativo para o antigeno HBsAg é denominada infec¢do oculta pelo HBV (OBI)
(Raimondo et al. 2013).

O primeiro relato de OBI foi feito hd mais de 30 anos, entre doadores de sangue que
apresentavam o anti-HBc como Unico marcador (Tabor et al. 1979). O HBsAg € considerado
o marcador de infeccdo ativa e o anti-HBc, indicador de infeccdo pregressa. Entretanto,
quando o anti-HBc é detectado isoladamente no soro do paciente acompanhado ou ndo pelo
anti-HBs, pode ser indicativo de infecgdo oculta (Raimondo et al. 2013).

A OBI esta associada a presenca de anticorpos, no entanto essa infeccdo pode estar
presente em individuos soronegativos, ou seja, aqueles que ndo apresentam nenhum dos
marcadores soroldgicos da infeccdo pelo HBV. A auséncia dos marcadores ocorre devido a
queda do titulo dos anticorpos ao longo do tempo ou porque esses pacientes nunca
soroconverteram (Pollicino e Saitta 2014) (Figura 8).

Sendo assim, 0 HBV-DNA pode ser detectado em pacientes soropositivos (anti-HBc
e/ou anti-HBs) e soronegativos. O que é possivel devido ao avango e o desenvolvimento das
técnicas de biologia molecular e o estudo da variabilidade genética do HBV (Barros Janior et
al. 2008; Raimondo et al. 2013).

. Soropositivo
30(6_’_,—" (anti-HBc+ efou anti-HBs +)

‘ HEsAg" 1 )
—» Soro —»+

{ HBV DNA™ [ T

0% = Soronegativo
f ”v—‘ ! Figado — HEBV DNA®

{anti-HBc -, anti-HBs -)

Figura 1 - Representacao esquematica do perfil do HBV na OBI
Fonte adaptada: Pollicino et al., 2014
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2.2.1 Causas da infeccao oculta pelo HBV

Na maioria dos casos a infeccdo oculta ocorre devido a resposta imune do hospedeiro,
fatores epigenéticos e co-infeccdo com outros agentes infecciosos que o individuo possa
apresentar (Raimondo et al. 2013). No entanto, esse tipo de infec¢do pode estar relacionada a
mutacdes que ocorrem principalmente no gene S e no gene C (pré-core/core), fazendo com
que os marcadores de infeccdo ativa (HBsAQ) e o de replicacdo viral (HBeAg) ndo sejam

detectados na sorologia para o virus da hepatite B (Chaudhuri et al. 2004).
a) Resposta Imune do Hospedeiro

Diversas evidéncias demonstram que as interacdes virus-hospedeiro estdo relacionadas
a inducdo e manutencdo do estado oculto da infec¢do pelo virus da hepatite B. A resposta
imune do hospedeiro esta ligada a persisténcia viral e a imunopatogénese da infeccdo (Samal
et al. 2012).

Estudos mostraram que condi¢Bes que induzem a imunossupressdo do individuo
(como a quimioterapia) podem causar a reativacdo da infec¢do oculta, com o reaparecimento
do perfil soroldgico tipico de infec¢do pelo HBV. Com isso, pode-se observar a relacdo entre
o0 estado imunoldgico do hospedeiro e o desenvolvimento da infec¢do oculta (Raimondo et al.
2013).

Dados confirmam que células T de memoria de longa duracdo sdo detectaveis varios
anos apds a recuperacao da infeccdo. Correlaciona-se isso a fase oculta da infeccéo, quando o
HBV ainda é capaz de sintetizar quantidades baixas de antigenos, que sdo indetectaveis nos
testes soroldgicos, mas suficientes para manter a inducéo da resposta de células T especificas
contra 0 HBV (Penna et al. 1996; Rehermann et al. 1996).

De fato, moléculas de cccDNA e transcritos virais sé@o detectados nos hepatocitos de
individuos com infeccdo oculta (Wong et al. 2011). Portanto, a recuperacdo clinica da
infeccdo pelo HBV implica ndo s6 a eliminacdo completa do virus, mas também reflete a
capacidade do sistema imune de manter sob controle os resquicios virais presentes no figado

apos a resolucdo da doenca (Raimondo et al. 2013).
b) Fatores epigenéticos

Epigenética é definida como o estudo das modificacbes do DNA e das histonas que
sdo herdaveis, sem que haja alteracdo na sequéncia de bases do DNA. Dentre as modificaces
que as histonas podem sofrer estdo: metilacéo, fosforilagéo e acetilagédo (Szyf 2007).
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A metilagdo consiste em uma modificacdo covalente do DNA, onde um grupamento
metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina para o Carbono 5 de uma citosina que
normalmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), isso ocorre atraves da acdo das
enzimas DNMTs (Szyf 2007).

A metilagdo ¢ um mecanismo fundamental para a regulacdo da atividade
transcricional. Logo, a metilagdo do HBV-DNA representa um mecanismo epigenético que
compromete a traducdo de proteinas do HBV, sua replicacdo e producdo do virion,
provocando o estado oculto da infeccdo pelo HBV (Samal et al. 2012).

As DNA metiltransferases (DNMTSs) induzidas pelo HBV podem metilar o HBV-
DNA, resultando na inibi¢do da transcricdo e replicacdo do HBV. Levando a diminuigéo da
secrecdo de HBsAg e expressdo de HBeAg e HBCAg, justificando, dessa forma, a nao
deteccdo dos marcadores virais no soro de individuos com hepatite B oculta (Vivekanandan et
al. 2010) (Figura 9).

A relacdo entre 0 HBeAg e a alta carga viral é conhecida. Em estudos recentes foi
demonstrado que a frequéncia de cccDNA metilado em individuos HBeAg-negativos é maior
do que naqueles que sdo HBeAg-positivos. Isso ocorre, pois a metilacdo do cccDNA provoca

a reducdo da replicacéo viral (Guo et al. 2009).
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Figura 2 - Mecanismo de infeccéo oculta pelo HBV através da metilacdo do HBV-DNA
Fonte: Adaptado de Samal et al., 2012
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A acetilacdo é o outro tipo de modificacéo das histonas ligadas ao HBV-DNA que esta
relacionada a regulacgdo da transcricéo e replicacéo viral.

Na presenca de inibidores da histona deacetilase (familia de enzimas que removem o
grupo acetila da histona), ocorre a hiperacetilacdo de histonas ligadas ao cccDNA, que esta
associada aos altos niveis de transcrigdo viral e ao aumento da replicagdo do HBV. Além
disso, a acetilagdo das histonas H3/H4 ligadas ao cccDNA esta ligada a regulagdo da
replicacdo viral em pacientes com hepatite B cronica (Samal et al. 2012).

Por outro lado, a hipoacetilacdo de histonas ligadas ao cccDNA é observada em tecido
hepatico de pacientes com baixa carga viral e, est4 relacionada ao recrutamento da histona
deacetilase (Pollicino et al. 2006).

Posteriormente, estudos demonstraram que a proteina HBx mutante, com uma Unica
substituicdo de nucleotideo, estd associada a rapida hipoacetilacdo de histonas ligadas ao
cccDNA. Dessa forma, a proteina HBx com mutacdo foi relacionada a redugdo na fomagéo do
RNA pré-genémico e a reducdo da replicacdo do HBV. Logo, pode-se correlacionar essa

diminuicdo da replicacdo viral a infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (Belloni et al. 2009).
c) Co-infeccdo

Outros agentes infecciosos podem interferir na atividade do HBV no caso de co-
infeccdo. Diversos estudos demonstraram a diminuicdo da replicacdo do HBV e da expresséo
de HBsAg no figado de pacientes co-infectados com o HCV, determinando o estado oculto da
infeccdo pelo HBV (Raimondo et al. 2013). Foi demonstrado claramente em varios estudos
que as proteinas virais do HCV inibem a replicacdo do HBV, sugerindo a interacao entre tais
proteinas virais. A maior prevaléncia de hepatite B oculta é observada em pacientes
infectados pelo HCV, sendo encontrada em aproximadamente um terco desses individuos
(Raimondo et al. 2013).

Entretanto, em pesquisas recentes ndo foi observada a interferéncia desses virus na
replicacdo in vitro. Logo, a interferéncia viral observada em pacientes HBV/HCV co-
infectados € provavelmente provocada por mecanismos indiretos mediados pela resposta
imune do individuo (Bellecave et al. 2009). Os dados disponiveis ainda ndo permitem
concluir o papel do HCV na inducédo da hepatite B oculta.

A infeccdo oculta pelo HBV também ocorre em pacientes infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Raimondo et al. 2013). A prevaléncia de infeccdo oculta
nesses pacientes varia de acordo com o método de deteccdo de HBV-DNA utilizado, a

endemicidade de HBV na regido estudada e o tratamento anti-retroviral utilizado (Samal et al.
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2012). Entretanto, os mecanismos que causam o estado oculto em pacientes infectados pelo
HIV ainda séo desconhecidos.

Outro agente infeccioso que também pode inibir a replicacdo viral do HBV é o
Schistosoma mansoni (McClary et al. 2000). A co-infeccdo HBV e Schistosoma ocorre com

frequéncia em regides onde ambos sdo endémicos (Berhe et al. 2007).
d) Mutacbes do virus HBV

A infeccdo oculta pelo HBV caracteriza-se pela auséncia de HBsAg detectavel no
soro. Por isso, pesquisas sdo realizadas para correlacionar a auséncia de HBsAg com as
mutacBes que podem ocorrer no gene de superficie do virus e suas regibes reguladoras
(Raimondo et al. 2013).

Dessa forma, tem sido descrito na literatura a ocorréncia de mutacbes na regido
imunodominante das proteinas de superficie do HBV, o que compromete o reconhecimento
imunolégico do virus. Além disso, ha relatos de delecbes na regido pré-S1, prejudicando o
envelopamento viral, alteracdes estruturais de regides reguladoras levando a diminuigcdo da
expressao do HBsAgQ e, mutacdes que afetam a producdo pds-traducional de proteinas do
HBV (El Chaar et al. 2010).

2.2.2 Prevaléncia de Hepatite B oculta

A prevaléncia da infec¢do oculta pelo HBV tem sido descrita em cenérios distintos e
varia de 1% a 95% em todo o mundo (Kwak e Kim 2014). Depende diretamente da
prevaléncia do HBV em diferentes regides geograficas, da variabilidade étnica populacional,
assim como dos métodos laboratoriais utilizados para testar o virus (Alavian et al. 2012;
Raimondo et al. 2013).

Elevadas taxas de OBI séo descritas em regides onde o HBV € considerado endémico,
como na Asia Oriental, onde 41% a 90% da populagdo ja teve exposicdo ao virus. Sendo
encontrada menos frequentemente nas regides de baixa endemicidade, como na América do
Norte, onde apenas 5% a 20% dos individuos apresentaram exposic¢éo anterior (Kwak e Kim
2014).

A hepatite B oculta esta relacionada a diferentes manifestacdes clinicas, atingindo
aproximadamente 33% dos pacientes portadores do HCV com sorologia negativa para o

HBsAg (Torbenson e Thomas 2002). Sendo observada também em individuos hemofilicos no
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Japdo, com uma taxa de 51.0% (Toyoda et al. 2004).

Pacientes em hemodialise possuem maior risco de infeccdo oculta, assim como
usuarios de drogas intravenosas que estdo suscetiveis a diversas infec¢fes devido a exposicao
parenteral (Gomes e Araujo 2011).

H& grupos de pacientes que apresentam maior risco de terem hepatite B oculta
independentemente da regido geogréfica, como os individuos HIV positivos e aqueles que
realizaram transplante de figado (Samal et al. 2012).

No Brasil, ainda ndo hd um numero expressivo de estudos que descrevam essa
prevaléncia. Alguns apontam a prevaléncia da OBI em pacientes com HIV (14%), doadores
de sangue (4%) e, pacientes em hemodidlise (1.5%)(Araujo et al. 2008; Jardim et al. 2008;
Albuquerque et al. 2012). Individuos com HIV co-infectados pelo HCV apresentam uma
prevaléncia de 3.4% (Jardim et al. 2008). Entre pacientes com tuberculose, apenas um estudo
foi conduzido até 0 momento, em uma regido de baixa endemicidade, sendo encontrada uma
taxa de 14.4% (Aires et al. 2012).

2.2.3 Transmissao

A forma de transmissdo do virus oculto pode ocorrer pelas mesmas vias da hepatite B

ativa. Entre elas, as mais bem documentadas sdo:
- Transfusao

Ocorre através de doadores infectados pelo virus oculto e, pela transfusdo de sangue
de pacientes que estejam na janela imunoldgica (Liu et al. 2006).

A infectividade da OBI através de transfusdo sanguinea ainda ndo esta muito bem
elucidada, mas esta relacionada a carga viral, volume de sangue e também aos marcadores
sorologicos para o0 HBV (anti-HBc acompanhado ou n&o pelo anti-HBs). Os doadores de
sangue que apresentam sorologia positiva para o anti-HBs e uma titulagdo elevada tornam-se
menos suscetiveis a transmitirem o virus no estado oculto do que aqueles que apresentam 0
anti-HBc como unico marcador (Allain 2006; Candotti e Allain 2009).

O teste de acido nucleico (NAT) foi desenvolvido para triagem de doadores de sangue,
permitindo a detec¢do do HBV-DNA em pacientes que possam ter sido previamente expostos
ao HBV e apresentam sorologia negativa para 0 HBsAg (janela imunoldgica), assim como
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nos individuos que possuem a OBI. Permitindo, dessa forma, a diminui¢do da transmissdo do
virus no seu estado oculto.

Entretanto, tal teste molecular ainda ndo esta disponivel em todo o mundo,
principalmente nos paises em desenvolvimento (Raimondo et al. 2013; Song e Hwang 2013).
No Brasil, o NAT foi implementado recentemente nos hemocentros em todo o pais, sendo
obrigatdrio o teste para o HIV e HCV, iniciando a testagem para o HBV somente no ano de
2015.

- Transplante de 6rgaos

H& a possibilidade de transmissdo do HBV através do transplante de 6rgdos de um
individuo que possua a OBI, podendo ocasionar quadro de hepatite B grave no paciente
transplatado, durante a imunosupressao (Zobeiri e Zobeiri 2013). As taxas mais elevadas de
transmissdo do virus estdo relacionadas ao transplante de figado, pois os hepatocitos
funcionam como reservatério do cccDNA, levando a reativacdo viral no individuo
imunossuprimido.

O percentual de transmissdo do HBV de individuos com OBI (anti-HBc como Unico
marcador) para os pacientes transplantados varia de 17% a 94%. Recomenda-se, entdo, a

profilaxia para prevenir a reativacdo do HBV (Cholongitas et al. 2010).
- Hemodialise

Os pacientes sob hemodialise representam um grupo de risco para a transmissao de
infeccBes via parenteral, pois estdo expostos a diversos procedimentos invasivos, além de
receberem mais transfusfes sanguineas do que a populacdo em geral.

A vacina contra a hepatite B entre esses individuos apresenta um indice baixo de
soroconversao. Quando soroconvertem, apresentam quantidades inferiores de anticorpos anti-
HBs, um pico maximo menor e ainda um tempo reduzido de cobertura vacinal. Esses fatores
provavelmente contribuem para a transmissao da OBI entre pacientes em hemodiéalise (Besisik
et al. 2003; Motta et al. 2010).

Nessa populagdo, a prevaléncia da infec¢do oculta varia de 0% a 54%, dependendo da
endemicidade no virus na regido e das técnicas de diagnostico empregadas (Minuk et al. 2004;
Yoo et al. 2013). Diversos estudos sugerem que a OBI pode ser uma fonte de disseminagédo do
virus para outros pacientes, assim como para os profissionais das unidades de hemodialise
(Yoo et al. 2013).
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Logo, tanto os pacientes quanto os funcionérios devem receber doses de reforco da
vacina contra o HBV, permitindo que mantenham os niveis de anticorpos suficientes contra o
HBsAg. Programas de controle da infeccdo também devem ser implementados, evitanto a
reutilizacédo de dialisadores e orientando os profissionais das unidades quanto a prevencao da
infeccdo (Kwak e Kim 2014). Tornando-se de extrema importancia o rastreamento do HBV-
DNA atraves da técnica de PCR entre todos os pacientes sob diélise, tendo uma maior atencdo

aos pacientes imunossuprimidos que realizaram transplante renal (Yoo et al. 2013).

2.2.4 Implicagdes Clinicas

Estudos demonstram a possibilidade de reativacdo do virus oculto em pacientes com
doencas que comprometem o seu sistema imunol6égico ou que estdo sendo submetidos a
imunoterapia e/ou quimioterapia, como os pacientes HIV. Também evidenciam a associa¢do
da infeccdo oculta pelo HBV com as formas mais graves de doencas hepéaticas em pacientes
infectados pelo HCV e ao desenvolvimento do hepatocarcinoma celular, sugerindo que a

presenca do HBV-DNA favoreca ou acelere a progressdo dessas (Raimondo et al. 2013).
a) Reativacdo

Embora ocorra em uma menor frequencia, a reativagdo do HBV tem sido
constantemente relatada em pacientes imunossuprimidos que possuem a OBI. Sendo
caracterizada pelo surgimento do marcador HBsAg, resultando em quadro de hepatite B
classica (Yeo e Johnson 2006; Sagnelli et al. 2014).

Situagdes clinicas como malignidades hematologicas, transplante de celulas-tronco
hematopoiéticas e de figado, a partir de doadores com sorologia positiva para o anti-HBc e o
tratamento com imunomoduladores tém sido associados ao maior risco de reativacéo viral da
OBI (Raimondo et al. 2013, 2014; Squadrito et al. 2014). Outras condi¢Ges imunossupressoras
como a infeccdo pelo HIV, transplante de rim ou medula 0ssea, quimioterapia e doencas
reumatologicas também sédo descritas como possiveis causas da reativacédo viral.

O estado imunossuprimido induzido pela quimioterapia faz com que ocorra a
replicacdo viral devido & perda do controle imunoldgico, com grande relevancia clinica,
podendo levar a insuficiéncia hepética, sendo necessario em muitos casos que o tratamento
quimioterapico seja interrompido. Porém, com a reconstituicdo do sistema imunoldgico, pode
ocorrer lesdo do tecido hepatico mediado por células T-citotdxicas, gerando uma inflamacéo e

necrose hepética (Kwak e Kim 2014).
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Portanto, o uso de antivirais é recomendado para pacientes com infeccdo oculta,
principalmente entre aqueles com elevado risco de reativagdo (Raimondo et al. 2014;
Squadrito et al. 2014). Individuos com anti-HBc como unico marcador que possuem menor
risco de reativacéo viral e apresentam HBV-DNA indetectavel ou em baixos niveis devem ser
monitorados. Esse controle é realizado usando a alanina aminotransferase (ALT) e os niveis
de HBV-DNA, com intervalos adequados antes e durante o tratamento com imunossupressor

e meses apos a interrupcdo do tratamento (Yeo e Johnson 2006).
b) Progressédo da doenca hepatica crénica

O genoma do HBV pode persistir por um longo tempo no figado, induzindo necro-
inflamacéo leve em pacientes recuperados de uma infec¢do aguda autolimitada (Yuki et al.
2003). Diversos estudos demonstram que a OBI favorece a progressdo da doenca cronica do
figado, pacientes co-infectados com HCV tém aumentado o interesse dos pesquisadores para a
avaliacdo do impacto clinico da OBI no curso dessa infec¢édo cronica.

O HBV e o HCV compartilham as mesmas vias de transmissdo, sendo a OBI
altamente prevalente entre pacientes com hepatite C crénica. Pesquisas relatam a infeccédo
oculta como um fator de risco para a gravidade da doenca hepatica (Cacciola et al. 1999;
Sagnelli et al. 2001).

Em um estudo longitudinal entre os pacientes com hepatite C que apresentavam OBI
observou-se um maior risco de progressdo para cirrose, desenvolvimento do HCC e aumento
do risco de morte relacionada a doencas hepaticas, quando comparados aos individuos
negativos para infeccdo oculta (Squadrito et al. 2013). Corroborando com outras pesquisas
que descreveram a associacdo do HBV-DNA com a alteracéo nos niveis de ALT em pacientes
com HCV co-infectados com a OBI. Indicando que a presenca do genoma do HBV pode estar
envolvida na lesdo hepatica nesses pacientes (Kannangai et al. 2007; Selim et al. 2011).

Outro estudo realizado entre individuos com OBI co-infectados ou ndo pelo HCV,
demonstrou que a infeccdo oculta esta relacionada a doenca hepética crénica, aumentando em
8,9 vezes o risco dessa progressao quando comparado a individuos sem a OBI (Covolo et al.
2013).

Assim, pode-se concluir que a presenca da OBl com o HCV ou outras doengas
crénicas do figado, pode acelerar o dano hepéatico devido a resposta do sistema imune.
(Squadrito et al. 2014).
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c) Hepatocarcinoma celular

A presenca do HBV é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do
HCC. Apesar do mecanismo ndo ser completamente elucidado, o HBV provoca o HCC direta
ou indiretamente (Raimondo et al. 2013).

O virus se integra ao genoma do hospedeiro, sintetiza proteinas com atividade pro-
oncogénica (proteina X e proteinas pré-S mutantes) e causa alteracbes genéticas e
epigenéticas que podem induzir modificacBes nos hepatocitos (Di Bisceglie 2009; Pollicino e
Saitta 2014).

Assim como a hepatite B cronica, a OBl que € caracterizada pela persisténcia do
cccDNA nas células hepéticas, também pode ser considerada como um fator de risco para o
desenvolvimento do HCC (Kwak e Kim 2014).

Estudos epidemioldgicos mostram que existe frequéncia significativamente maior de
OBI em pacientes com HCV que apresentam HCC do que naqueles individuos portadores da
hepatite C sem o HCC. Achados semelhantes foram relatados em pacientes sem HCV, mas
que apresentavam doenca hepatica criptogénica ou doenca hepatica causada pelo alcool
(YYotsuyanagi et al. 2004; Huang e Hollinger 2014).

Apesar da resolucdo da infeccdo aguda, com a aparente eliminacdo do virus, hd um
elevado risco de desenvolvimento do HCC (Di Bisceglie 2009; Squadrito et al. 2014). Em
diversos estudos, a probabilidade da progressédo para o HCC foi significativamente maior
entre os pacientes com OBI do que entre os individuos com resultado negativo para 0 HBV-
DNA, o que ocorre na presenca ou auséncia do HCV (Raimondo et al. 2013).

Embora os resultados apontem a OBI como fator de risco para 0 HCC, o seu papel
nesta inducgédo deve ser melhor investigado para esclarecer a associagdo entre essa exposicao e

o0 desenvolvimento do hepatocarcinoma (Kwak e Kim 2014).

2.2.5 Diagnostico de infecgdo oculta pelo HBV

A sensibilidade e a especificidade dos testes sorol6gicos na sua grande maioria nao
detectam titulos baixos de antigenos virais nem cepas mutantes, logo, o diagnostico dessas
variantes sO serd possivel através de técnicas moleculares. A deteccdo do HBV-DNA é
realizada atraves da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou PCR em tempo real,
utilizando iniciadores especificos desenhados para as diferentes regides genémicas do HBV
(Samal et al. 2012).
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Embora o material utilizado como padrdo-ouro para a anélise do HBV-DNA seja
DNA extraido a partir do tecido hepético, esse tipo de amostra € restrito & minoria dos
pacientes devido a dificuldade de acesso a biopsia hepatica. No entanto, a detec¢do do HBV-
DNA pode ser facilitada pela utilizacdo do tecido sanguineo, permitindo a obtencdo do DNA
para a realizacdo da PCR, que tem limite de deteccdo <10 copias de DNA por reacdo
(Maldonado-Rodriguez et al. 2015).

A deteccdo do HBV-DNA pode ser realizada atraves da amplificacdo das regides S, X
e core/pré-core utilizando DNA extraido do tecido hepatico, soro e tecido sanguineo. Um
estudo analisou a eficiéncia da amplificacdo do HBV-DNA nas diferentes amostras, ao
comparar com o padrdo ouro, a sensibilidade de deteccdo do HBV-DNA no tecido sanguineo
foi maior do que no soro. Confirmando a identificacdo da OBI no tecido sanguineo como uma

ferramenta Gltil (Cassini et al. 2013).
2.3 IMPLICAC()ES DA OBI NO TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

A tuberculose € uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis que
afeta prioritariamente os pulmdes, sendo considerada assim como o HBV, um problema de
salde pablica mundial. A tuberculose é uma doenca antiga, que acompanha o homem desde
gue passou a viver em comunidade. Até meados da década de 80, os paises ricos
consideraram a tuberculose como um mal ja debelado. Porém, com o advento da AIDS, a
tuberculose ressurgiu e em 1993, foi declarada pela OMS como uma “Emergéncia Mundial”.
Apesar de ser uma doenca curavel, estima-se que 1.5 milhdes de &bitos devido a TB
ocorreram em 2014, sendo 390.000 mortes entre individuos infectados pelo HIV (WHO
2015).

Até 2009, o Ministério da Salde preconizava um sistema de tratamento para TB
composto por Rifampicina (600mg/dia), Isoniazida (400mg/dia) e Pirazinamida (2000mg/dia)
por seis meses (Esquema | Basico) para pacientes com peso acima de 45 kg e doses ajustadas
para pesos menores. Depois de dois meses de tratamento a Pirazinamida era suspensa. O
Etambutol fazia parte do Esquema | reforcado para retratamentos e do Esquema Il para
faléncia, o Esquema Il durava nove meses e era preconizado para a forma meningoencefalica
(Ministério da Saude 2011c).

A partir de 2009, o Ministério da Saude introduziu o Etambutol ao Esquema basico na

fase intensiva do tratamento, em virtude do aumento da resisténcia primaria a isoniazida. A
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maioria dos paises utiliza esse sistema de tratamento para adultos e adolescentes, no qual os
medicamentos se apresentam em doses fixas combinadas dos quatro farmacos RHZE (150
mg/ 75mg/ 400mg/ 275mg) na fase intensiva e dose fixa combinada RH (150 mg/75 mg) na
fase de manutencdo. Para as criancas ainda se manteve o Esquema RHZ, mas o Esquema |
reforcado e o Il ndo sdo mais recomendados, havendo o Esquema para a forma
meningoencefélica, e de acordo com o perfil de resisténcia existem o Esquema Padronizado
para Multirresisténcia ou os Esquemas Especiais (Ministério da Saude 2011c).

A utilizacdo de drogas combinadas para o tratamento da TB estd associada a uma
variedade de eventos adversos, sendo considerado a hepatotoxicidade o mais grave, que pode
levar a uma taxa de mortalidade de até 5% (Tajiri € Shimizu 2008; Tostmann et al. 2008 ). A
apresentacdo clinica da hepatotoxicidade varia de uma elevacdo transitoria das enzimas
hepéticas a uma hepatite fulminante. A hepatotoxicidade € definida pelo aumento da ALT>2x
o Limite Superior da Normalidade (LSN) segundo os critérios do Council of International
Organizations of Medical Sciences (CIOMS) (Teschke et al. 2014) ou, a elevacdo de trés
vezes 0 LSN acompanhado de sintomas e maior que cinco vezes o LSN com ou sem sintomas
(Tostmann et al. 2008).

A incidéncia da toxicidade hepética varia de 2% a 28% (Sharma et al. 2002; Yee et al.
2003), dependendo dos critérios de classificacdo da hepatotoxicidade, das caracteristicas
populacionais e drogas utilizadas no tratamento. Além das interacdes medicamentosas, do
perfil da expressdo génica de cada individuo, ha outros fatores que influenciam e podem
predispor ao desenvolvimento de tal evento adverso tais como: sexo, idade, o uso de alcool,
medicamentos concomitantes, comorbidades e o estado nutricional (Jaeschke et al. 2002;
Kaplowitz 2004; Ramappa e Aithal 2013).

A presenca da infeccdo pelo HIV também pode predispor a toxicidade hepética (Ozick
et al. 1995; Ungo et al. 1998). O dano hepatico pode ser relacionado a propria infeccdo pelo
HIV ou pode resultar de condi¢gbes como alcoolismo, infecgdes por hepatites virais e TB
hepatica, todos esses fatores séo consideravelmente prevalentes em pacientes infectados pelo
HIV (Rathi et al. 1997).

Estudos indicam que as infecgdes virais pelo HBV e/ou HIV aumentam o risco do
desenvolvimento de tal adversidade, podendo levar a interrupcéo do tratamento (Patel e Voigt
2002; Wang et al. 2011).

Desde que a tuberculose e infeccdo pelo HBV podem co-existir em pacientes, estudos
sugerem que seja realizado testes de HBV para pacientes com tuberculose. Podendo, dessa
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forma, monitorar e adequar o tratamento (Wang et al. 2011). Nesse contexto, a investigacéo
da infecgdo oculta pelo HBV também se torna necessaria nesses pacientes, a fim de monitorar

a hepatotoxicidade e outras possiveis implicacdes clinicas associadas a OBI.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia da infecgdo oculta pelo virus da hepatite B e 0 seu respectivo

impacto clinico em pacientes sob tratamento para tuberculose infectados ou ndo pelo HIV

atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fiocruz, Rio de Janeiro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar e descrever a frequéncia do HBV-DNA nos pacientes com anti-HBc como

unico marcador soroldgico acompanhado ou ndo pelo anti-HBs;

Descrever a frequéncia de OBI em pacientes com sorologia positiva para anti-HCV;
Descrever a frequéncia de OBI em pacientes com sorologia positiva para HIV;
Avaliar os possiveis fatores de risco para OBI;

Analisar a possivel associacdo entre a OBI e o desenvolvimento de hepatotoxicidade

em pacientes sob tratamento para tuberculose, combinado ou ndo ao uso de antirretrovirais.
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4. RESULTADOS

Esta dissertacao foi realizada na forma de redacdo de artigo. A analise da prevaléncia
de OBI e impacto clinico no tratamento da tuberculose estdo apresentados no manuscrito
intitulado Occult Hepatitis B Virus Infection: Clinical Implications in Tuberculosis Treatment
submetido ao periddico Journal of Viral Hepatitis em 08 de Marco de 2016 e classificado

como Original paper.
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Summary: Occult hepatitis B virus infection (OBI) is characterized by the absence of HBsAg
and persistence of the virus genome (HBV-DNA) in liver tissue and/or blood. OBI has been
reported in several clinical contexts. However, the clinical significance of OBI in tuberculosis
(TB) treatment is unknown. We investigated the OBI prevalence and its impact on the risk
for drug-induced liver injury (DILI) during TB treatment. This was a prospective cohort study
with one hundred patients who were treated for TB from 2008 to 2015. Laboratorial, clinical
and demographic data of TB patients were extracted from medical records. The HBV-DNA
assay in blood samples established the OBI prevalence at 12%; almost half of these patients
had both anti-HBc and anti-HBs serological markers. Low CD4" cells counts has shown to be
a risk factor for OBl among TB patients co-infected with HIV (p = 0.036). High DILI
incidence was observed in this study. A multivariable Cox proportional hazard model was
conducted and identified OBI (HR 2.98, 95% CI 1.30-6.86) as the strongest predictor for DILI
when adjusted to CD4" cells (HR 0.38, 95% CI 0.17-0.90); ALT before TB treatment (HR
1.37, 95% CI 0.81-2.32) and TB extrapulmonary clinical form (HR 2.91, 95% CI 1.75-7.21).
The main of this study is to highlight DILI as clinical outcome during treatment of TB
patients with OBI. Therefore, HBV-DNA test should be consider in clinical routine as
strategy to monitoring DILI, and also in other clinical implications associated with OBI,

contributing to reduce the morbidity and mortality.

Keywords: Drug-Induce liver injury; Hepatitis B virus; Occult Hepatitis B infection;

Tuberculosis
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Hepatitis B virus (HBV) infection is a major global health problem (1). Although
vaccination programs have been available for many years, it is estimated that about 2 billion
individuals are infected with HBV and 240 million are chronically infected. More than
780.000 deaths every year due to complications of HBV including liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma (1).

The persistence of the virus genome (HBV-DNA) in liver tissue and/or blood of
individuals with undetectable Hepatitis B surface antigen (HBsSAQ) characterizes occult
hepatitis B virus infection (OBI) (2). OBI usually occurs quickly after resolution of acute
hepatitis and continues indefinitely after HBsAg clearance and improvement of biochemical
liver function. Sometimes, it can also occur after years of chronic infection with HBsAg-
positive (3,4).

The presence of HBV core antigen antibodies (anti-HBc), are now recognized not only
as a valuable marker of prior exposure to HBV, but also as a sentinel marker for OBI (4,5).
Nevertheless, over 20% of individuals with OBI are negative for all HBV infection serum
markers, while either antibody titers become undetectable over time, or seroconversion may
never occur. Therefore, the HBV-DNA may become the single marker of HBV infection and
it can be detected at low levels (<2001U/mL) (3).

OBI may have an impact in different clinical settings. Exposure to OBI may lead to
HBV infection through the following routes: blood transfusions, hemodialysis, and organ
transplantation, causing classical forms of hepatitis B in the newly infected individual (6).
OBI increases the risk of liver fibrosis progression and the development of hepatocellular
carcinoma (HCC) (2). Conditions resulting in immune deficiency, such as chemotherapy or
HIV infection, increase the risk of viral reactivation in OBI, leading more severe HBV cases,

and increasing the mortality rate up to 20% (2,7).
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Tuberculosis (TB) remains a major infectious cause of death in the world. Most TB
patients can be successfully treated. However, anti-tuberculosis drug-induced liver injury
(DILI) is one of the most serious adverse events (8). Drugs used on TB/HIV treatment are
frequently hepatotoxic. The presence of HBV during TB treatment can increase the risk of
DILI. Due to this, multi-infection with TB/HIV/HBYV increases the morbidity and mortality,
since these comorbidities are more complicated and difficult to treat, becoming a challenge
for health care and public health (9).

Thereby, could OBI also represent an increased risk for DILI? So far, no previous
studies were reported about the OBI prevalence in this TB population. It is known that the
OBI prevalence is quite variable depending upon HBYV rate in different parts of the world. At
Rio de Janeiro, Brazil, high rates of HBV among TB patients (14.6%) and TB-HIV positives
patients (35.8%) were described (10). The aim of this investigation was to estimate OBI

prevalence and its clinical impact in TB treatment outcome.

Materials and Methods

Designs and settings

This prospective cohort study was conducted at the Evandro Chagas National Institute
of Infectious Diseases (INI) - Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil,
a reference center for infectious diseases health care, including TB and TB/HIV co-infection.
This investigation was approved by the institutional ethics committee and review board on 22
September 2003, registered at National System of Information about Ethics in Research

(SISNEP number. 0013.0.009.000-03).
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Patients and Blood Samples

The patient selection was performed sequentially from 2008 to 2015 in medical
records. Inclusion criteria were: (a) sputum smear with acid-fast bacilli or culture positive for
Mycobacterium tuberculosis, (b) test negative for HBsAg with anti-HBc positive, (c) alanine
aminotransferase (ALT) tests before and during TB treatment, and (d) signed written consent.

Exclusion criteria were: (a) age < 18 years, (b) pregnancy, (c) less than two visits
registered.

Demographic, laboratorial and clinical data were collected from medical records.

All patients were submitted to a standardized clinical protocol in our TB treatment
Center, they were routinely monitored for hepatotoxicity independent of suggestive symptoms
reported. To determine the alanine transferase (ALT) values, as well as the serological
markers for Hepatitis B and Hepatitis C viruses, the bloods samples of the patients were
collected at initial visit, follow-up at days 15 and 30, and at least one visit monthly until the
end of TB therapy. If considered necessary by the assistant physician, additional blood
samples were collected to determine ALT values.

According to the Brazilian Ministry of Health (BMH) recommendation TB treatment
until 2010 was rifampicin (R; 600mg/day), isoniazid (H; 400mg/day) and pyrazinamide (Z;
2g/day) for every patient with weight >45kg or adjusted for weight if <45kg. After two
months of treatment, Z was discontinued.

In 2010, the Brazilian National Tuberculosis Control Program (NTCP) recommended
the implementation of the four-fixed dose combination (RHZE) containing ethambutol (E),
reduced doses of H (from 400 to 300mg) and of Z (from 2000 to 1600mg) for two months,

followed by four months with isoniazid and rifampicin.
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Outcomes

OBI was defined by the presence of HBV-DNA. Regarding DILI, this was defined
following the Council of International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) as an
increase in serum ALT 2-fold ULN (ALT> 421U/L) or at least a 2-fold increase in patients
with baseline ALT> 84IU/L, during the TB treatment period. The severity of DILI according

to the WHO Toxicity Classification Standards (11).

Blood and DNA sample

Only one single sample was obtained from each patient. The HBV-DNA was extracted
from 200uL peripheral blood samples collected in an EDTA tube, using the commercially
available QlAampDNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the

manufacturer’s instruction.

Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification

All samples were tested in duplicate to detect HBV-DNA using PCR assay for HBV-
Core region as previously described (12). The 50uL reaction mixtures contained 5uL DNA,
0.4mM each primer (F: 5 -CTGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGC-3’and R: 5°-
CTAACATTGAGATTC CCGAGATTGAGA-3’), 0.2mM dNTPs, 1.5mM MgCl, and
2.5units of Platinum TagDNA polymerase (Invitrogen, Life Technology, Carlsbad, USA).

Temperature cycling was performed in an Eppendorf-Master Cycling-PCR machine
with the following conditions: denaturation at 95°C for 5min, followed by 35 cycles at 95°C
for 30s, 52°C for 30s, 72°C for 30s and extension at 72°C for 7min. The presence of
fragment-size with approximately 500 base-pair was detected on 2.0% agarose gel followed
by ethidium bromide staining. The DNA image was digitalized using a transiluminator with a
system of image capture L-PIX-ST and L-PIX IMAGE 7.1 M Pixel. Images were captured
with the software L-PIX IMAGE 1.0.1 (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo, SP, Brazil)

(Figurel).
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Risk Factors of Outcomes

The possible risk factors evaluated of OBI were: anti-HIV, anti-HBs and anti-HCV;
highly active antiretroviral treatment (HAART) based-lamivudine; viral load and CD4" cells
counts; baseline ALT; sexual preference; multiple sexual partners, “yes” if two or more
partners in one year and ‘“no” otherwise; blood transfusion and drugs users.
The main possible risk factors evaluated for the DILI were, sex, age, gender, ethnicity,
classified as white, black and mixed according to personal report; TB-clinical form, defined as

pulmonary, extra-pulmonary and disseminated (defined as having two or more noncontiguous
sites resulting from lymphohematogenous dissemination of Mycobacterium tuberculosis).

Type of treatment of tuberculosis (RHZ; RHZE), HIV and HCV co-infections based on
positive serology; HAART use; viral load and CD4" cells counts; baseline ALT, tobacco use,
defined as current use reported by the patient and alcohol use defined by a positive CAGE

questionnaire (13).

Data analysis

The continuous variables were described by median and interquartile range (IQR, 25th
to 75th percentile). Relative risk (RR) and its 95% confidence interval (CI) were calculated.
The OBI prevalence and confidence interval was estimated in each group and in the whole
sample. The CD4" and HIV viral load were imputed with normal values for HIV uninfected
subjects and for missing data zero value (negative) was imputed for modeling purposes. A
multivariable Cox proportional hazard model was conducted to identify DILI predictors
during TB treatment. Several potential predictors were progressively inserted in the model
and tested with Wald statistics. Those with significance with 0.05 or less were retained. After,
a model with seven predictors (OBI, age, HIV, CD4", HAART, ALT and TB-clinical form)
was bootstrapped 2000 times to estimate the optimism and to remove the noisy variables. The

variables not retained at least 1000 times were removed of the final model. Then, the model
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was penalized with lasso predictor-corrector method. The penalized model was checked for
proportionality and linearity. Performance was checked with ¢ index and the corresponding
generalization of Somers' Dxy rank correlation for a censored response variable. All the

statistical analysis were conducted with R version 3.2.2 (14).

Results

Patients Characteristics

This study included 858 TB patients, among this 100 were in agreement with inclusion
criteria. The majority were males (79.0%). The age ranged from 20 to 82 years, with a mean
and standard deviation of 43.4 £ 10.3 years. The predominant ethnicity was white (43.0%).
Regarding the education level, 59.0% had middle school or less (completed or not). Eighty
percent received up to three minimum wages. Forty-six patients (46.0%) were alcohol users.
Thirty-three (33.0 %) were smokers. The TB-clinical form most frequent was the pulmonary
(62.0%), followed by disseminated (25.0%) and extrapulmonary (13.0%).

Serological markers revealed that 33.0% were isolated anti-HBc positive and 67.0%
were anti-HBc and anti-HBs positives simultaneously. Seventy (70.0%) were co-infected with
HIV. Not all patients had serological results for HCV, and 13/97 individuals (13.4%) were

positive for anti-HCV (Table 1).

Prevalence and risk factors of OBI

HBV-DNA was detected in 12.0% of blood samples. Among them, 7/12 (58.0%) were
isolated anti-HBc positive and 5/12 (41.7%) were anti-HBc and anti-HBs positive.

Among TB patients co-infected with HIV, 8/9 patients were under lamivudine-based
HAART and one was HAART naive. The CD4" cells counts were lower in patients with OBI
(median of 46.5 CD4" cells/uL) in comparison to those without OBI (median of 206

CD4"cells/pL) (p = 0.016). In fact, analyzing all patients with CD4" < 50 cells/pL, 62.5% of
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them were with OBI, compared to 15.0% without OBI (p = 0.036). Concerning all other
analyzed characteristics, there was no statically significant difference between patients with or

without OBI (Table 1).

Incidence and Risk factors of DILI

Concerning DILI, the incidence found was 41.0%. Between patients that developed
DILI, 19.5% (8/41) was with OBI. A high frequency was observed in the first 30 days of TB
treatment. The majority of them, 20/41 (48.8%) presented hepatotoxicity gradel. All patients
with grade3 or 4 developed DILI at the intensive phase of TB treatment (Table 2 and figure
2).

Among six patients with grade3, four (66.6%) reported symptoms such as nausea,
vomiting, diarrhea and epigastric discomfort, of them three patients also had increased direct
bilirubin which confirms the hepatotoxicity. Regarding treatment, two individuals had the TB
therapy discontinued and one with modification of treatment regimen, another one did not
have the therapy discontinued. Two patients did not present symptoms. Concerning patients
with grade4, all of them had the TB treatment interrupted including one with ALT above 2000
IU/L, resulting in hospitalization.

Univariate analysis indicated an increased risk for DILI in patients with disseminated-
TB clinical form, HIV and OBI (Table 3).

The adjusted survival demonstrated that the risk of this event occur increases
significantly with the presence of OBl when compared to patients where OBI absent (Figure
2). The survival model was adjusted for several potential predictors retaining the following
characteristics at the end: CD4" cells counts; baseline ALT; OBI and TB clinical form. After

adjustment, OBI (HR 2.98) was the strongest predictor for DILI (Figure 3).

39



Discussion

Occult hepatitis B infection had been studied in restricted scenarios, including HCC,
chronic HCV and HIV infection, blood donors, hemodialysis patients, healthy carriers and
special high-risk patients (6). However, have no knowledge about clinical impact of OBI
among TB treatment.

Several studies have demonstrated that OBI prevalence depends on a number of

factors that include the HBV infection endemicity, being OBI rate directly proportional with
HBV presence (2,15). High HBV rates among TB patients (14.6%) and HIV co-infection
were described (10) at Rio de Janeiro, southeast region of Brazil, although this is classified as
low HBV endemicity area (16). In fact, the OBI prevalence (12.0%) found in this study was

proportional to HBV infection rate. Our results corroborates with the OBI prevalence
described among TB patients (14.4%) in another low HBV endemic area at Brazil (17).

A variety of studies showed a higher OBI prevalence most frequently among anti-HBc
isolated individuals than in patients anti-HBc with anti-HBs positives (3). In contrast, our
findings had no HBV-DNA prevalence difference between these two serological groups. OBI
may occur in patients with anti-HBc/anti-HBs because HBV mutants with changed surface
antigens are able to escape the neutralization by anti-HBs (18).

OBI has been reported as a common infection in HCV patients (19). In our study
HBV-DNA was detected in only one (8.3%) anti-HCV patients. It is according with Sagnelli
review, that reported no significant difference in the OBI rate among HCV positive patients
(7).

Concerning OBI in TB-HIV co-infected patients, it was detected in nine patients. The
majority of studies regarding the clinical impacts of OBI in HIV patients, include on anti-
HBV drugs, such as lamivudine-based HAART (20). In agreement, most of patients here

included were using this treatment. Our finding suggests that major limitation of this therapy
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is the HBV resistance mutations selection allowing continued HBV low replication. It was
noticed that long-term treatment with lamivudine increases the HBV resistance frequency
more than 40% after 2 years, to over 50% and 70% after 3/4 years (21,22). Consequently,
OBI identification and adequate monitoring may be beneficial for these patients.

Interestingly, in this study a relationship between CD4" < 50 cells/uL counts and
OBI was observed, suggesting that the cellular immune deficiency in HIV infection requires
attention. Subsequently, the immunosuppression is a risk factor for the occurrence of HBV
reactivation (3,7). Besides CD4" cells, no other significant determinant for OBI was found.

The OBI as a DILI potential predictor in patients under TB treatment revealed the
most striking result in this study. For our knowledge this is the first time that the OBI clinical
implication was analyzed in TB treatment. It was expected, once studies have shown the
association between DILI and active HBV infection (23, 24,28).

Our study showed that DILI occurred in 41.0% of TB patients. As reported in previous
studies (24,25), most patients developed DILI within 30 days. The time period where DILI
most normally occur varies and ranges from seven first days to sixty days (24). These data
shows that DILI frequently occur in intensive phase of TB treatment. Concerning the DILI
grade, the majority TB patients of this study presented grade 1 (ALT 2.5-fold ULN) including
OBI patients. WHO and the International Union Against Tuberculosis and Lung Disease
guidelines have some minor variations in the intervention for DILI. In general, advice is to
stop all anti-TB drugs when elevation in ALT raised 3-fold ULN with symptoms or ALT 5-
fold ULN, although severe DILI is rare (26). In fact, among four patients who presented
grade3 of DILI with symptoms, two had the TB therapy discontinued. However the TB
treatment regime of one patient was modified because of his severe clinical status. Another
one did not have the treatment discontinued due the ALT level normalization in the following
clinical visit.
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Despite the guidelines for TB treatment, we can’t forget that each one of these patients
should be evaluated at the moment of event hepatotoxicity and their clinical conditions must
be considered to follow the recommendations.

Our findings showed that OBI was present among one patient with symptoms and
another without symptoms related with grade3 of DILI. Corroborating with the majority of
studies that suggest low HBV-DNA levels in OBI cases associated with hepatic injury (27).
Evaluation of long term OBI clinical significance should be better addressed by follow-up
studies in TB patients co-infected or not with HIV.

A higher proportion of TB patients with extrapulmonary or disseminated developed
DILI, similar results was reported in recent studies (24,28). Higher baseline-ALT increases
DILI risk, this finding agree with previous studies (24,28). In the present study, another DILI
predictor found was CD4" cells counts. It was observed that lower CD4" cells counts increase
DILI risk, corroborating with another study (29). Highlighting the importance of earlier DILI
detection to decrease mortality and severe hepatotoxicity (30,31).

The study limitation was a small sample size. Although, there are large pools of TB
patients, the most anti-HBc data were unavailable in medical records. Nevertheless a little less
of precision than originally desired the analyses showed the adequate statistical power. It was
demonstrated by associations found in this study, such as predictor for OBI outcome, for both
median of CD4+ cells/puL counts (p = 0.016) and for CD4+ < 50 cells/uL. with p-value
significant (p = 0.036). Concerning the outcome DILI, the multivariate analysis showed some
predictors and the greatest interest predictor that was OBI as a risk increased for
hepatotoxicity (HR-2.98).

In conclusion, a high OBI prevalence among TB patients suggests screening for

HBV-DNA. Moreover, our finding revealed OBI as an important DILI predictor, requiring the
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HBV-DNA in clinical routine during TB treatment, especially in TB/HIV/OBI co-infected

patients to contribute in clinical decision-making.
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Figure 1: PCR for detection of HBV DNA in anti-HBc positive patients

Representative agarose gel electrophoresis of PCR products. Lane 1, negative sample; Lanes 2 and 3 HBV-DNA
positive sample. L: molecular weight size marker (100bp); C-: Negative control; C+: positive controls from
blood and serum, respectively; M: PCR Mix control.
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Table 1: Baseline characteristics risk and crude risk ratios for occult HBV infection

Total

OBl

Variables Absent (n=88) Present (n=12) - RR  95% confidence limits
(n=100) Risk

Sex

Female 19 (21.6) 2 (16.7) 21 (21) 0.1 1.00 -

Male 69 (78.4) 10 (83.3) 79(79) 0.13 1.33 0.31-5.61
Ethnicity

White 37 (42) 6 (50) 43(43) 014 1.00 -

Black 27 (30.7) 1(8.3) 28(28) 0.04 0.26 0.03-2.01

Mixed 24 (27.3) 5 (41.7) 29(29) 017 1.24 0.42-3.67
Age

20-34 24 (27.3) 1(8.3) 25(25) 0.04 1.00 -

35-49 40 (45.5) 8 (66.7) 48(48)  0.17 4.17 0.55-31.47

>50 24 (27.3) 3(25) 27(27) 011 278 0.31-24.99
Anti-HBs

Negative 26 (29.5) 7 (58.3) 33(33) 019 1.00 -

Positive 62 (70.5) 5(41.7) 67 (67) 0.07 04 0.13-1.21
Anti-HCV

Negative 73 (83) 11 (91.7) 84(84) 013 1.00 -

Positive 12 (13.6) 1(8.3) 13(13) 0.08 0.59 0.08-4.18

NA 3(3.4) 0 (0) 3(3) - - -
Anti-HIV

Negative 27 (30.7) 3 (25) 30 (30) 0.1 1.00 -

Positive 61 (69.3) 9 (75) 70(70) 0.13 13 0.38-4.48
HIV viral load (copies/mL)

<1000 24 (39.3) 1(11.1) 25(35.7) 0.04 1.00 -

1000- 10000 10 (16.4) 1(11.1) 11(15.7) 0.09 2.27 0.16-33.13

>10000 25 (41.0) 6 (66.7) 31(443) 019 484 0.62-37.6

NA 2 (3.3) 1(11.1) 3(4.3) - - -
CD4* (cells/uL)

<200 29 (47.5) 7 (77.8) 36(514) 019 1.00 -

200-350 14 (23.0) 0 (0) 14 (20.0) 0 0 -

>350 16 (26.2) 1(11.1) 17 (24.3) 0.06 0.3 0.04-2.27

NA 2 (3.3 1(11.1) 3(4.3) - - -
HAART

Without lamivudine 4 (6.6) 1(11.1) 5(7.1) 0.2 1.00 -

With lamivudine 57 (93.4) 8 (88.9) 65(92.9) 0.12 0.62 0.09-3.99
Baseline ALT (1U/L)

0-44 64 (72.7) 11 (91.7) 75 (75) 0.15 1.00 -

44-99 19 (21.6) 1(8.3) 20(20) 0.05 0.34 0.05-2.49

100-149 3(3.4) 0 (0) 3(3) - - -

>150 2(2.3) 0 (0) 2(2) - - -
Alcohol user

No 45 (51.1) 5 (41.7) 50 (50) 0.1 1.00 -

Yes 24 (27.3) 6 (50) 30 (30) 0.2 2.00 0.67-5.99

Abuse 16 (18.2) 0 (0) 16 (16) - - -

NA 3(3.4) 1(8.3) 4 (%) - - -
Tobacco user

No 57 (64.8) 8 (66.7) 65(65) 0.12 1.00 -

Yes 30 (34.1) 3 (25) 33(33) 0.09 0.74 0.21-2.6

NA 1(1.1) 1(8.3) 2(2) - - -
Family income

0-3 minimum wages 70 (79.5) 10 (83.3) 80(80) 0.12 1.00 -

>3 minimum wages 13 (14.8) 0(0) 13 (13) - - -

NA 5 (5.7) 2 (16.7) 7(7) 029 229 0.62-8.45
Education

Middle school or less 52 (59.1) 7 (58.3) 59 (59) 0.12 1.00 -

High school or higher 36 (40.9) 5 (41.7) 41(41) 012 1.03 0.95-3.02
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Marital status
Single
Married

Sexual preference
Heterosexual
Homo or bisexual
NA

Multiple sexual partners
No
Yes
NA
Injecting drug user
No
NA

Blood transfusion
No
Yes
NA

TB form
Pulmonary
Disseminated
Extrapulmonary

65 (73.9)
23 (26.1)

48 (54.5)
32 (36.4)
8(9.1)

50 (56.8)
23 (26.1)
15 (17)

77 (87.5)
11 (12.5)

68 (77.3)
17 (19.3)
3(3.4)

55 (62.5)
22 (25)
11 (12.5)

11 (91.7)
1(8.3)

5(41.7)
6 (50)
1(8.3)

6 (50)
4(33.3)
2 (16.7)

10 (83.3)
2 (16.7)

8 (66.7)
3 (25)
1(8.3)

7 (58.3)
3(25)
2 (16.7)

76 (76)
24 (24)

53 (53)
38 (38)
9(9)

56 (56)
27 (27)
17 (17)

87 (87)
13 (13)

76 (76)
20 (20)
4(4)

62 (62)
25 (25)
13 (13)

0.14
0.04

0.09
0.16

0.11
0.15

0.11

0.11
0.15

0.11
0.12
0.15

1.00
0.29

1.00
1.67

1.00
1.38

1.00

1.00
1.43

1.00
1.06
1.36

0.04-2.12

0.55-5.09

0.43-4.49

0.42-4.89

0.3-3.79
0.32-5.83

RR = risk ratio; OBI = occult hepatitis B infection; HIV = human immunodeficiency virus; anti-HBc = hepatitis

B core antigen antibodies; anti-HBs = hepatitis B surface antibodies; anti-HCV = hepatitis C virus; ALT=
alanine aminotransferase; HAART = highly active antiretroviral treatment; TB = tuberculosis, NA= not

assigned.
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Table 2: Frequency of hepatotoxicity according to Grade and onset

N (frequency %)
20 (48.8)
13 (31.7)
6 (14.6)

2 (4.9)

0-30 days 25 (61.0)
Onset of hepatotoxicity 30-60 days 7 (17.0)
>60 days 9 (22.0)

Grade of hepatotoxicity

A OWN -

Grade of hepatotoxicity was defined according to the World Health Organization (WHO) Toxicity Classification
Standards (11). Grade 1 (mild) represents an increase as high as 2.5 times over the upper limit of alanine
aminotransferase (ALT) levels (ALT 51-125 U/L). Grade 2 (mild) represents an increase between 2.5 and 5
times over the upper limit of alanine aminotransferase (ALT) levels (ALT 126-250 U/L). Grade 3 (moderate)
represents an increase between 5 and 10 times over the upper limit of alanine aminotransferase (ALT) levels
(ALT 251-500 U/L) and Grade 4 (severe) represents an increase higher than 10 times over the upper limit of
alanine aminotransferase (ALT) levels (ALT > 500 U/L).
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Table 3: Baseline characteristics risks, and crude risk ratios for DILI

vVariables Absent Present Total DIH RR 95% confidence
(n=59) (n=41) (n=100) Risk limits

Sex

Female 13 (22) 8(19.5) 21 (21) 0.38 1.00 -

Male 46 (78) 33(80.5) 79 (79) 042 11 0.6-2.01
Ethnicity

White 25 (42.4) 18 (43.9) 43 (43) 0.42 1.00 -

Black 18 (30.5) 10 (24.4) 28 (28) 0.36 0.85 0.46-1.57

Mixed 16 (27.1) 13 (31.7) 29 (29) 0.45 1.07 0.63-1.83
Age

20-34 17 (28.8) 8(19.5) 25 (25) 0.32 1.00 -

35-49 24 (40.7) 24 (58.5) 48 (48) 05 156 0.83-2.96

>50 18 (30.5) 9(22) 27 (27) 033 1.04 0.48-2.28
TB Treatment

RHZE 40 (67.8) 27 (65.9) 67 (67) 0.4 1.00 -

RHZ 13 (22) 14 (34.1) 27 (27) 052 1.29 0.81-2.05

Others 6 (10.2) 0(0) 6 (6) - - -
Anti-HBs

Negative 18 (30.5) 15 (36.6) 33(33) 0.44 1.00 -

Positive 41 (69.5) 26 (63.4) 67 (67) 0.39 0.89 0.54-1.45
Anti-HCV

Negative 49 (83.1) 35 (85.4) 84 (84) 0.42 1.00 -

Positive 8(13.6) 5(12.2) 13 (13) 0.38 0.92 0.44-1.92

NA 2(3.4) 1(2.4) 3(3) - - -
Anti-HIV

Negative 25 (42.4) 6 (14.6) 31 (31) 0.2 1.00 -

Positive 34 (57.6) 35 (85.4) 70 (70) 051 254 1.2-5.38
OBI

Absent 55 (93.2) 33(80.5) 88 (88) 0.38 1.00 -

Present 4 (6.8) 8(19.5) 12 (12) 0.67 1.78 1.1-2.88
HIV viral load (copies/mL)

<1000 13 (39.4) 12 (35.3) 25(37.3) 0.48 1.00 -

1000- 10000 6(18.2) 5(14.7) 11(16.4) 045 0.95 0.44-2.04

>10000 14 (42.4) 17 (50) 31(46.3) 055 114 0.68-1.92
CD4+ (cells/pL)

<200 14 (42.4) 22 (64.7) 36(53.7) 059 1.00 -

200-350 8 (24.2) 6 (17.6) 14 (20.9) 043 0.72 0.37-1.40

>350 11 (33.3) 6 (17.6) 17 (25.4) 0.35 0.59 0.30-1.19
HAART

Without lamivudine 4(11.4) 1(2.9) 5(7.1) 0.25 1.00 1.00

With lamivudine 31 (88.6) 34 (97.1) 65(92.9) 052 2.09 0.38-11.61
Baseline ALT (1U/L)

0-44 42 (71.2) 33(80.5) 75 (75) 0.44 1.00 -

44-99 13 (22) 7(17.1) 20 (20) 035 08 0.42-1.52

100-149 2(3.4) 1(2.4) 3(3) 0.33 0.76 0.15-3.83

>150 2(3.4) 0(0) 2(2) - - -
Alcohol user

No 30 (50.8) 20 (48.8) 50 (50) 0.4 1.00 -

Yes 18 (30.5) 12 (29.3) 30 (30) 0.4 1.00 0.57-1.74

Abuse 10 (16.9) 6 (14.6) 16 (16) 0.38 0.94 0.46-1.92

NA 1(1.7) 3(7.3) 4(4) - - -
Tobacco user

No 38 (64.4) 27 (65.9) 65 (65) 0.42 1.00 -

Yes 21 (35.6) 12 (29.3) 33(33) 0.36 0.88 0.51-15

NA 0 (0) 2(4.9) 2(2) - - -
Family income

0-3 minimum wages 48 (81.4) 32 (78) 80 (80) 04 1.00 -

>3 minimum wages 8 (13.6) 5(12.2) 13 (13) 0.38 0.96 0.46-2.01

NA 3(.1) 4 (9.8) 7(7) - - -
Education

Middle school or less 37 (62.7) 22 (53.7) 59 (59) 0.37 1.00 -

High school or higher 22 (37.3) 19 (46.3) 41 (41) 0.46 1.24 0.78-1.98
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Marital status
Single
Married

Sexual preference
Heterosexual
Homo or bisexual
NA

Multiple sexual partners
No
Yes
NA

Injecting drug user
No
NA

Blood transfusion
No
Yes
NA

TB form
Pulmonary
Disseminated
Extrapulmonary

43 (72.9)
16 (27.1)

36 (61)
19 (32.2)
4(6.8)

37 (62.7)
14 (23.7)
8 (13.6)

54 (91.5)
5 (8.5)

43 (72.9)
14 (23.7)
2 (3.4)

43 (72.9)
10 (16.9)
6 (10.2)

33 (80.5)
8 (19.5)

17 (41.5)
19 (46.3)
5(12.2)

19 (46.3)
13 (31.7)
9(22)

33 (80.5)
8 (19.5)

33 (80.5)
6 (14.6)
2 (4.9)

19 (46.3)
15 (36.6)
7 (17.1)

76 (76)
24 (24)

53 (53)
38 (38)
9 (9)

56 (56)
27 (27)
17 (17)

87 (87)
13 (13)

76 (76)
20 (20)
4(4)

62 (62)
25 (25)
13 (13)

0.43
0.33

0.32
0.5

0.34
0.48

0.38

0.43
0.3

0.31
0.6
0.54

1.00
0.77

1.00
1.56

1.00
1.42

1.00

1.00
0.69

1.00
1.96
1.76

0.41-1.43

0.94-2.58

0.83-2.42

0.34-1.42

1.2-3.2
0.94-3.29

RR = risk ratio; OBI= occult hepatitis B infection; HIV = human immunodeficiency virus; anti-HBc = hepatitis

B core antigen antibodies; anti-HBs = hepatitis B surface antibodies; anti-HCV = hepatitis C virus; ALT=

alanine aminotransferase; HAART = highly active antiretroviral treatment; TB = tuberculosis, NA= not

assigned.
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Figure 2: Adjusted survival probability for liver toxicity regarding patients with or without OBI, plotted using
the Kaplan-Meier method
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Figure 3: Hazard ratio of predictors of liver toxicity
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6. CONCLUSOES

1. Pacientes com TB co-infectados ou ndo pelo HIV apresentaram uma alta prevaléncia de
OBI (12.0%);

2. A deteccdo do HBV-DNA deve ser realizada em individuos com anti-HBc e anticorpos

neutralizantes;

3. A prevaléncia de OBI foi tdo alta quanto a de HBV descrita previamente na mesma

populacéo (14.6%);

4. Baixa taxa de OBI entre pacientes com sorologia positiva para anti-HCV;

5. A presenca da OBI em pacientes co-infectados pelo HIV sugere resisténcia a lamivudina,
demonstrando a importancia do rastreamento de HBV-DNA possibilitando o
acompanhamento adequado desses pacientes para evitar as possiveis complica¢fes clinicas
atribuidas a OBI;

6. Pacientes com AIDS e contagem de células CD4+ inferior a 50 células/uL devem ser

testados para OBI;

7. A taxa de hepatotoxicidade continua elevada mesmo com a introducdo do novo regime
RIPE;

8. Este é o primeiro estudo que descreve a necessidade da testagem para OBI com intuito de
evitar a hepatotoxicidade em pacientes sob tratamento para tuberculose que foram expostos ao
HBV;

9. Os resultados desse estudo apontam a importancia da implantacdo do diagnostico da OBI

na rotina clinica para pacientes que serdo submetidos ao tratamento da tuberculose infectados

ou nao pelo HIV.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado teve como objetivo investigar a frequéncia de OBI em pacientes
com tuberculose co-infectados ou ndo pelo HIV e o impacto clinico durante o tratamento.
Para atingi-lo foi realizada a técnica de “reagdo em cadeia da polimerase” (PCR) para
amostras de sangue total, uma vez que amostras de soro ndo estavam disponiveis. Essa op¢édo
se mostrou favoravel, provando ser factivel sua implementacéo na rotina clinica.

Na literatura sdo descritos casos de OBl em doadores de sangue, pacientes submetidos
a hemodidlise ou transplante, individuos portadores do HCV. Ressaltando, a possibilidade de
reativacdo viral em imunocomprometidos como 0s pacientes com sorologia positiva para o
HIV, e ainda, o possivel papel da OBI na progressao e agravamento de algumas hepatopatias
como o HCC. A elevada prevaléncia de OBI encontrada no presente estudo revela que apesar
das crescentes publicacdes demonstrando a existéncia desse tipo de infeccdo bem como sua
associacdo a diversas complicacdes clinicas, ainda ndo existe no Brasil uma conscientizacdo
dos profissionais de saude e nem dos érgdos publicos quanto a necessidade de rastreamento
do HBV-DNA.

Ficou evidente com 0 nosso estudo que os pacientes com TB constituem uma
populacdo vulneravel a infeccdo pelo HBV. Ainda é um desafio em nosso pais a propagacéo
da informacdo quanto as vias de transmissao e prevencao para a hepatite B. Logo, deveria
ocorrer a promogdo e educacdo em salde, através de campanhas incisivas e elucidativas sobre
a importancia da hepatite B e principalmente da OBI, a fim de tentar evitar os desfechos
clinicos associados a essa infeccéo.

A hepatite B é uma das doengas infecciosas mais prevalentes no mundo, e esta sendo
controlada em paises onde a vacinacdo foi implantada. A provavel explicacdo para a alta
endemicidade do HBV em pacientes com tuberculose no Rio de janeiro deve-se
principalmente a falta de cobertura vacinal e de sua importancia. Para exemplificar, no Brasil
apenas este ano (2016) a vacina contra a hepatite B sera ampliada para toda a populacé&o.
Antes disso, a mesma era oferecida apenas para pessoas com até 49 anos de idade. De fato,
27% da populacdo estudada acometida pelo HBV ndo estava contemplada no programa
Nacional de Vacinagé&o.

Ainda enfatizando a falta de politica para saude publica, o teste molecular (NAT)
desenvolvido para o HBV a fim de identificar O HBV-DNA circulante em todos os doadores

de sangue, foi inserido nos hemocentros do pais somente em 2015. Anteriormente, tal teste
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era utilizado apenas para a deteccdo do HIV e HCV. Possivelmente, portadores da OBI
deixaram de ser diagnosticados podendo estar agindo como instrumento de disseminagédo da
infeccdo, uma vez que o HBV-DNA se torna o Unico marcador para hepatite B em
aproximadamente 20% dos casos. Sendo assim, a inclusdo do HBV no NAT auxiliara a
complementar os exames soroldgicos de rotina utilizados nos hemocentros do pais,
viabilizando a deteccdo da OBI assim como 0 HBV no periodo de janela imunolégica.

Embora o INI seja um centro de referéncia em doencas infecciosas, nem todos os
resultados dos marcadores sorologicos para 0 HBV estdo disponiveis no prontuario eletrénico
mesmo apds a descri¢do de alta taxa de HBV em pacientes TB. A maior parte dos exames
solicitados sdo os marcadores de infeccdo ativa (HBsAQ) e vacinal (anti-HBs). Raramente o
marcador de infeccdo pregressa (anti-HBc) é solicitado ou mesmo realizado, poderia tal fato
ser atribuido a problemas econdmicos ou uma necessidade de priorizar outros testes? Pelos
resultados desse estudo e de outros relatos na literatura cientifica, o anti-HBc deveria ser
inserido na triagem sorolégica para o HBV associado aos outros dois marcadores
frequentemente solicitados e/ou realizados. Assim, facilitaria 0 monitoramento da infec¢édo
pelo HBV e suas futuras complicaces.

Corroborando com a importancia do teste para o anti-HBc e 0 consequente
rastreamento da OBI, esse estudo descreveu a hepatotoxicidade como uma das complicagdes
clinicas associadas a OBI durante o tratamento para TB. Embora a hepatotoxicidade tenha
sido transitéria na maior parte dos pacientes, esse fato ndo afasta a importancia do
acompanhamento desses individuos quanto ao curso clinico da infeccdo pelo HBV.

Além do desenvolvimento da hepatotoxicidade entre esses pacientes com OBI,
também nos chamou atencdo a deteccdo do HBV-DNA entre pacientes em uso de
antirretrovirais incluindo a lamivudina. Esse fato indica que as cepas mutantes de HBV se
tornaram resistentes a tal droga que também exerce um efeito sobre a replicacdo do HBV.
Reforcando, dessa forma a necessidade do acompanhamento desses pacientes a fim de evitar
possiveis complicacBes clinicas bem como a reativacdo viral que pode levar a morte em
aproximadamente 20% dos casos.

Diante das consideracdes expostas, pode-se concluir a validade da insercdo do
diagnostico da OBI na rotina clinica dos pacientes com TB co-infectados ou ndo pelo HIV.
Estabelecendo, uma estratégia para o tratamento desses individuos, prevenindo a
transmissibilidade do virus e, suas implicagdes como o desenvolvimento da hepatotoxicidade

durante o tratamento para tuberculose.

57



As infeccBes de carater cronico, como a hepatite B, merecem atencéo especial devido
ao impacto econdmico e social que essas representam. Logo, a implementacdo do teste
molecular para OBI representa um alto custo-beneficio, uma vez que o seu diagndstico
possibilita 0 encaminhamento do paciente ao tratamento, viabilizando, assim, a reducdo dos
gastos do sistema de salde publica.
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ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre € Esclarecido

Ministério da Saude

FIOCRUZ hf\[

Fundac¢ao Oswaldo Cruz I P EC
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

PROJETO: Infeccdo pelo virus da hepatite B em Portadores de Tuberculose Infectados

ou ndo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana: Prevaléncia e Fatores Associados
OBJETIVO: Descrever a prevaléncia do HBV em pacientes portadores de tuberculose
infectados ou ndo pelo HIV atendidos no CRTB-IPEC e investigar fatores associados a

hepatotoxicidade.

Eu fui convidado(a) a participar de um estudo

que ird avaliar a presenca de marcadores soroldgicos do virus que causa a hepatite B no
homem. Estou sendo informado (a) que existem pelo menos cinco virus que causam hepatite
no homem. O virus da hepatite B pode ser transmitido pelo sangue, por uso de drogas
injetaveis, atraves de relacfes sexuais e também pode ocorrer a transmissdo de mae para o
filho, além deste também sdo transmitidos da mesma maneira 0s virus da hepatite C e delta.
Os demais virus sdo transmitidos pela ingestdo de agua e alimentos contaminados por fezes
infectadas e causam a hepatite Ae E

Este trabalho tem como objetivo investigar se sou portador ou ndo do virus da hepatite B.
Para isso eu preciso consentir que se retire cerca de 05 mL do meu sangue (1 colher de
sobremesa), que sera coletado por puncdo venosa por técnico especializado do laboratorio e
sera preparado para pesquisar a presenca da infec¢do causada pelo virus da hepatite B. O
sr(a), podera obter beneficio pessoal ao ser informado sobre a presenca ou ndo de marcadores
da hepatite viral B, além de receber orientacdo sobre a necessidade de vacinagdo contra a

hepatite B. Os possiveis riscos e desconfortos sdo aqueles relacionados com a retirada
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rotineira de sangue, dor ou vermelhid&o no local, os exames e os procedimentos que o0 Sr(a)
sera submetido ndo sdo causadores de risco, pois fazem parte da rotina na pratica médica e
laboratorial. O material bioldgico obtido podera ser utilizado em outras pesquisas desde que
seja mantidos o anonimato e que estes estudos revertam em algum beneficio ou prejuizo para
mim, deverei ser informado, podendo ser utilizados para publicacdo e notificagdo destes as
Instituicbes de Salde Publica em nivel do Ministério da Salde e Secretarias de Saude
Estadual e Municipal.

Caso tenha alguma duvida ou necessidade de qualquer esclarecimento sobre o estudo, vocé
pode entrar em contato com os pesquisadores relacionados abaixo:

Dra. Valéria Rolla — INI/FIOCRUZ; telefone: 3865-9601

Dra. Liane de Castro - INI/FIOCRUZ; telefone : 3865-9558

Assinatura
RG
Endereco:

Telefone para contato:

Assinatura do pesquisador responsavel
Data:
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ANEXO 2: Aprovacao do CEP

Ministério da Satide

FIOCRUZ
Fundacgéo O Ido Cruz ologia
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Evandro Chagas

Rio de Janeiro, 23 de setembro de 2014.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Para: Dra. Liane de Castro

Prezada Dra. Liane,

Com referéncia ao projeto: “Investigagdo da infecgdo oculta pelo virus da hepatite B
em pacientes com tuberculose co-infectados ou ndo pelo NIV: prevaléncia e fatores
associados”, subestudo do projeto: “Infec¢ao pelo virus da hepatite B em pacientes com
tuberculose infectados ou nao pelo virus da imunodeficiéncia humana: Prevaléncia e
fatores associados”, CAAE 0013.0.009.000-03, aprovado por este Comité em 22/09/2003,
acusamos o recebimento de sua carta datada de 09 de julho de 2014, na qual V. Sa. solicita
apreciagdo do subprojeto supra citado.

Este subprojeto contempla uma Dissertagdo de Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas
Infecciosas do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, orientada por vocé e pelo Dr.
Pedro Emmanuel Alvarenga Americano do Brasil.

~ Essa proposta refere-se ao item 4.1.2 “Associagdo do HBV a Hepatotoxicidade®, cujos
critérios de inclusdo estéo descritos no item 6 — “Definicao do estado clinico da infecgédo pelo HBV”
subitem 3 “Infecgdo oculta — definida pela presenga do marcador sorolégico “anti-HBc total e HBV-
DNA”, do projeto original.

Esta documentagéo foi apreciada e aprovada por esta Coordenagéo (Relatora) na presente
data.

Atenciosamente,

-

i illo-Coura
a | ¢a Ferreird Camillo-CLot
g éoe;tdenadora do Comite
de Etica em Pesquisa0
Mat. SIAPE 00370962
\PEC FIOCRUZ

VL
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ANEXO 3: Formulario para coleta de dados

Ministério da Sands

. i i Fundagdc Oswaldo Cruz-FIOCRUZ

INSTITOTO DE FESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGRS

LABORATORIO DE EIOMARCADORES E TOMICIDADE

= .

FROJETO: TOXICIDADE EEFATICA - Facientes am Tratamento para Tubarculosa

DADOE CADASTRALS E ELOCO DE CARACTERES EFIDEMICLOGICOS

. Imiciais: 2. Prontudrio:

1
[TTTTTT [T o oo oremone

4. Cor:

GBranco QO Asidtico O Parde O Indigena O Hioc Informada QO Negro ) Ignorada

8. Idada do pacienta ao inicio do TTD TB: &. Faso: 7. Altura:
LT (o= Ud-
eccosoancotens| | [ [ [ ] JT]TT]ITTTTT]

5. Bangua coletado? O Sim QNWic O Sem informacio

10. Data da 1* Colata:

HEGEEGEREN

12. DHAg?
0 s5in ONéo O Sem informagio

11. K" sequancial do registro amostra:

LTl

13. Flasma?

0O s5im O Nio

O Sem informagiéo

DATAE DOE EVENTOE CHAVES

14. Diagnéstico Inicial: QTE O Outras I | | | | | | | | | | | | | I |

15. Data da inicio do TTD TB:

HEGERGEEEE

16. Incidéncia da Bepatotoxicidada:
0s5im QONHio O Sem informagio

16.b Houve sintomas a 1* elevagio da ALT>ILEN?

©35in QNio O Sem informagido

18. Gran da Eapatotoxicidada:
OHio QOGravw 1 OGran 2 JGrauo 3

17.0Data Bapatotoxidade (refera-sa a 1&.h):

EEgEENEEER

O Gran 4 O Sem Informagdo

FRafardéncias: Homans 42

Tabala da graduagio da Espatotoxicidade

GREAD 1 (1,28 - 2,85 LSN) Bomarns %2.% a 108

GRAT 2 (2.6 - &.0 1M Eomans 210 Mulharas
GRAD 3 (8.1 - 10,0 LsH) Eomsars 420 Mulharas
GREAT 4 { > 10,0 LsH) Eomarns >420 Mulharas

Mulharas 37

Mulharas 46.2% a 92,5

igs
aTo
>3T0

Dados cadaatzais = Blacc de
. caracteres spidemislégicas

Pagina 1 cm 5
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Ministeario da Sands

. fi f1 Fundagioc Oswaldo Cruz-FIOCRUZ H .

] E INSTITUTO DE FESQUISR CLINICA EVANDRO CHAGAS
I =
LAEOSATORIO DE EIOMARCADORES E TOXICIDADE S

FROJETO: TOXICIDADE HEFATICA — Facientas em Tratamento para Tubarculosa

1. Iniciais: 2. Frontudrio:
19. Data da interrupgic do TTO TH: Z20. Data da reintroduogds do TTO TB:

HEUEEGEEEE HEGEEGEEEE

21. Raintrodugio do TTD TE bam sucadida?
0 35im QO Nic O Sem informagic OHio se aplica

22, Data do dasfacho da Tarapia da TH:

HEUEEGEEEE

24. Dasfercho da terapia da TBE?
0 Abandono

D Cura

O dbito TE

O dbito cutras

2 Troca de diagnbstico

O dbito por Hepatotoxicidade
© Semn informagio

28, Adesic ao tratamento da TB? () EBoa adesdo ) Irregular O Sem informagio

26. HBa houwva rasisténcia clinico-radiclégicar QHAo O 8Sim O Sem informagdo

DE GO CLINICA DA TB
27. 7B pulmonar: O 5im QO Hio O Sem informagio
28. TE disseminada: QO 5im QO Hio O Sem informagio

29. TE axtrapulmonar: O 5im (O Hic (O Sem informagio

|— Local izagio axtrapulmonar:

30. Baar Raspiratério:

O Hegative O Positiwvoe O Inconclusivo (Nio realizado O Sem informagio

Dados cadaztrais = Bloco de a8

caractsrsa spideniolégican
Fagina I dm 5




. Ministério da Sainde
Fundagics Oswaldo Cruz=FIOCRITE H

INSTITOTO DE FESQUISA CLINICA EVANDRD CHAGRS

I ¥ ¥ <2
LAEORATORIO DE EIOMARCADORES E TOXICIDADE [ iy .

FROJETO: TOXICIDADE HEFATICA - Facientes em Tratamanto para Tubarculosa

. Imiciais: 2. Prontuario:

(TILI0 [ILLL

31. Coltura Reaspiratorio:

O Hegative (O Fositive (QInconclusivo (OHic realizado QSem informagdo

32. Baar Outros materiais:

Qi Hegative Q) Positiwoe (O Inconclusivo (ONioc realizado Q) Sem informagio

33. Cultoura da Outros materiais:

Q Hegativoe  Fositiwvoe Q Inconclusivo O Hio realizado O Sem informacio

Espacifiqua Outros matariais do BARR:

ESENANENANENENENNNNRNNNNNNEE

Espacifiqua Cutros matariais da Cultura:

. L

34. Diagnéstico da Fatologila: 37. Prova tarapeuticar
0 Sen evidéncia ) Cotanea/Mucosa O mMudanga de diagniéstice
Q Medula Sssea ) Fleural O Een sucedida
O bio se aplica
0 Ganglionar O HAo realizado
) Sen informagdo
D outros O Sem informacio

DEECRICAD DE COMOREIDADEE DURANTE O TRATAMENTO DE TB

38. D8T: O 5im O Nic O Sem informacio

33, Harpas: Q 5im Q) Nic O Sem informagio

40. Bifilis: Q5im QHio O Sem informagio

41. Cancro molae: O 5im QO Hio O Sem informagio

42 . Gonorreia: O S5im QO NHio O Sem informagio

43, Tricomoniasae: O S5im QO NHic O Sem informacio

4d. BFV on Condiloma: Q0 5im O NHic (O Sem informagio
458 grLv: D S5im O Hio O Sem informagio

4. Outras DET: O 5im O Hio (O S5em informagdo

|7 Ea Bim, aspecifigque outras:

13581

Dados cadaztrais = Bloco de

caractsrsa spidemiolégicas
Pégina 3 cs §




Ministério da Sande
Fundagido Oswaldo Cruz=FIOCRIEZ H
INSTITOTO DE FESQUISA CLINICA EVANDRD CHAGRS
| - . -

LAEORATORIO DE EIOMARCADORES E TOXICIDADE v

FROJETO! TOXICIDADE EEFATICA - Faciaentas am Tratamanto para Tubarculosa

Imiciais: 2. Prontudrio:

1

[TT1T1] [IIIT]

47. Corticodde: D 5im OHic O Sem informaglo

48. Uso da alcool CAGE: 459. Tabaco:

2 5im uso O s5in

© 5im abuso O Hunca

QO Hio ha menos de 1 ano O Hio ha menos de 1 ano

QHio ha mais de 1 ano OHio ha mais de 1 ano

© Hunca O Sen informagio

© Sen informagio

80. DFOC em atividade: O Sim O Hio O Sem informagio

Bl. HAE ou Cardiopatia: @ Sim QHic O Sem informagio

2. Insuficiéncia ou outra doenca ranal: O 5im (O Hio O Sem informagio
£3. Paracoccidicidomicose passads/ atual: O 5im Q) Hic () Sem informagio
84. Diabatas I ou II!: QS5im O Hio O Sem informagio

85. Heoplasia qualquar tipo? O 5im QO Hio O Sem informagdo

8&6. Sorologia da HIWV?

O Positive O Hegativoe O Inconclusivo O Hio realizado O Sem informagio
7. CDd+ antes do RHZ: 8. Data do CD4+ antas da RHE:

LLIIT] HEGERY

LLITT] (T[T

Chod+ dapois do REZ: &0. Data do CO4d+ depois da REEZ:

| ]

1. CV antas do RHE: 82. Data do CV antes da REEZ:

83. Cv depois do REE: 84. Data do CV dapois da REEZ:

£%. Horologia de HEsAg? (O Fositive (Hegativoe (QInconclusivo (INio realizado

6. HBorologia de Anti-BBcAg? O} Positivo (O Hegative O Inconclusivoe (O Hio realizado
67. Borologia de anti-HBsAg? O Positivo QO Hegativoe O Inconclosivo O Hio realizado
E8. Horologia da HCWV? O Fositive (O Hegativo O Inconclusive OHio realizado

69. Horologia de HAW Ig Total? ) Fositivo () Negativo ) Inconclusive (O Hio realizado
70. Sorologia de HAW Ig M? O Fositive O Hegative (O Inconclusive QI Hio realizado

Dadas cadaztraia » Bloco da il

caractsres spideamiolégicas
Pagina 4 cm §
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. Ministério da Sadnde
fi i 1 Fundagdc Oswaldo Cruz-FIOCRUZ H

I INSTITOTO DE FESQUISA CLINICA EVANDRD CHAGRE

I = EE <«
LAEORATORIO DE EIOMARCADORES E TOXICIDADE [ -

FROJETO: TOXICIDADE HEFATICA - Faciaentas em Tratamanto para Tubarculosa

|1.. I".'E.'I.'i::l.l.:l.l 1 l I | 2. Prontuario:

BLOCD DE CARACTERISTICAS EFIDEMIOLOGICAS E CLINICAS

T1. Localizagio da moradia: QAP Q) Outro Municipio do RIY () Fora do Estado do AT

72. Wimaro da H:D‘D

73. Randa familiar:

00 a 3 saldrios minimos OHais de 3 salarios minimos O Ignorade O Sem informacio

T4d. Escolaridade: 00 - 1 Grau O2 - 1 Gran O Sem informacio

7%. Himaro de moradores no domicilio:

©1 - 4 moradores (QMais de d moradores (O Sem informagdo

TE. Himaro de céimodos no domicilio: (axcluindos o banheiro)

Omais de 3 comodos (I Mencs de 3 cOmodos O Igual a 3 cdmodos

77. Estado Ciwvil: QCasado O Solteiro Q) Divorciado O Separado O Viove QUniido estivel
T8. Fraferéncia sewual: O Hetero O Homo-bi (O Ignorado

79. Maltiplos parceiros: QO Sim QO Hic O Ignorado

BO. Uso da drogas IV: O5im QO NHic O Ignorado

Bl. Transfusio sanguinea: O S5im QHio O Sem informacio

BZ. gatt: QHule O Hio nuolo

BZ.1 Caso gstt seja Hio mulo, responda sa: O Heterozigoto (O Eomozigoto
Bl. gatml: O Nule (O Nic nulo

E3.1 Casc gstml saja Nic nulo, responda sa: O Eeterczigoto (O Homozigoto
B4d. Fandtipe WATZ (| Acetilador): QO Rapido Q) Intermediiric () Lento

BS. cyplad ( posigio 392): QAR QARG QGG

BS. MDRL { axon 21) : 0OGE QGT QGA QOTT OAR OTA

BT. MRl { exon 28) : 066 Oor QOcoa OTr Oan OTn

Iniciais do presnchedor: Data do presnchimento:
[ L[I]] HEGEREEEE

Dadas cadaatzaia e Bloco da 13081

caractsrsa spidemiolégicas
Pégina 5 de §
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