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RESUMO

QUANTIFICACAO DO HBSAG: UMA NOVA ALTERNATIVA PARA O MONITORAMENTO
DA HEPATITE B CRONICA?

Embora o nivel de HBsAg seja determinado apenas qualitativamente na pratica clinica rotineira,
dados recentes sugerem que a sua quantificagdo pode auxiliar ou substituir a carga viral do VHB
DNA no monitoramento da replicagio do VHB, o que seria uma alternativa mais facil e
econdmica. Desta forma, objetivou-se com este estudo, correlacionar os niveis de HBsAg com a
carga viral do VHB DNA e com outros achados laboratoriais (HBeAg, ALT e AST) e histologicos
(atividade e fibrose) em pacientes com hepatite B Cronica. Foi realizado um estudo observacional,
prospectivo, transversal, com 128 pacientes portadores de hepatite B cronica, com idade igual ou
superior a 18 anos, oriundos do Servico de Hepatologia do Hospital Universitario de Sergipe. As
varidveis categoricas foram apresentadas através de frequéncias e percentuais com intervalo de
95% quando pertinente. Para a andlise das correlagcdes utilizou-se o teste de Spearman.
Considerou-se que as correlagdes possuiam significancia estatistica quando p < 0,05. A correlagao
global entre a carga viral do VHB e o HBsAg quantitativo foi fraca (p=0,197; p=0,026); esta
mesma correlagdo também foi fraca e sem significancia estatistica nos pacientes HBeAg positivos
(p=0.233; p=0,263). Porém, foi encontrada uma forte correlacdo entre o HBsAg e o VHB DNA >
20.000, nos pacientes HBeAg positivos. Foi observada uma correlagdo regular entre o HBsAg e o
VHB DNA nos pacientes que ndo estavam em tratamento (*p= 0394; p <0,001) e ndo existiu
correlagdo significante nos pacientes em tratamento (*p= -0,061; p= 0,673). Nao se observou
associacdo estatisticamente significante entre os niveis de HBsAg ¢ HBeAg, nem quando se
considerou apenas os HBeAg positivos (p: 0,121; p=0,565) e nem apenas os HBeAg negativos (p
=-0,067; p=0,501). A correlagdo entre 0 VHB DNA e o HBeAg positivo foi regular (p =0,444;
p=0,026). Nao foi verificada correlagdo estatistica entre os niveis de = HBsAg e as
aminotransferases (ALT e AST). A distribuigdo dos valores de HBsAg ndo diferiu entre os graus
de atividade (p=0,17) e fibrose (p=0,20). Conclusdo: Os nossos resultados mostram que, de uma
forma geral, a correlagdo entre os niveis de HBsAg e VHB DNA existe, mas ¢ fraca. E sugerem
que o HBsAg reflete melhor o VHB DNA na fase replicativa inicial da hepatite B cronica, quando
os pacientes possuem HBeAg reagente e altos titulos de carga viral do VHB. Demonstram
também que ndo existe associagdo do HBsAg com aminotransferases nem com o grau de atividade
e fibrose hepatica.

Descritores: Hepatite B cronica, HBsAg quantitativo, VHB DNA.



ABSTRACT

QUANTIFICATION OF HBSAG: A NEW ALTERNATIVE FOR MONITORING OF
CHRONIC HEPATITIS B?

Although the level of HBsAg is determined only qualitatively in routine clinical practice, recent
data suggest that its quantification can assist or replace the viral load of HBV DNA in monitoring
of HBV replication, which would be an easier and more economical alternative. Thus, the aim of
this study was to correlate the levels of HBsAg with viral load of HBV DNA and other laboratory
(HBeAg, ALT and AST) and histological (activity and fibrosis) findings in patients with chronic
hepatitis B. A prospective, observational, cross-sectional study was performed on 128 patients
with chronic hepatitis B, aged over 18 years, from the Hepatology Service of the University
Hospital of Sergipe. Categorical variables were presented as frequencies and percentages with
range of 95% where applicable. For the correlation analysis we used the Spearman test. It was
considered that the correlations had statistical significance when p< 0.05. The overall correlation
between HBV viral load and quantitative HBsAg was weak (p= 0.197, p= 0.026), and this same
correlation was also weak and not statistically significant in HBeAg-positive patients (p= 0.233,
p= 0.263). However, a strong correlation between HBsAg and HBV DNA >20,000 in HBeAg-
positive patients was found. A regular correlation between HBsAg and HBV DNA in patients who
were not on treatment (*p= 0394; p<0.001) was found and there was no significant correlation in
patients receiving treatment (*p= -0.061; p= 0.673). No statistically significant association was
observed between the levels of HBsAg and HBeAg, even when considering only the positive
HBeAg (p: 0.121; p=0.565) and even not only the negative HBeAg (p =-0.067; p=0.501). The
correlation between HBV DNA and HBeAg positive was fair (p =0.444; p=0.026). There was no
statistical correlation between the levels of HBsAg and aminotransferases (ALT and AST). The
distribution of HBsAg values did not differ between the degree of activity (p= 0.17) and fibrosis
(p=0.20). Conclusion: Our results show that, in general, the correlation between levels of HBsAg
and HBV DNA exists, but it proved to be weak. Also, they suggest that HBsAg better reflects
HBV DNA in the initial replicative phase of chronic hepatitis B, when patients present HBV
reagent and high titers of HBeAg viral load. They also show that there is no association of HBsAg
with aminotransferases or with the degree of activity and liver fibrosis.

Keywords: Chronic hepatitis B, quantitative HBsAg, HBV DNA.
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1 INTRODUCAO

A Hepatite B ¢ uma doenga infecto-contagiosa, causada por virus DNA e apesar dos
significantes progressos no desenvolvimento de vacinas, esta infec¢do continua sendo um grave
problema de saude publica global (CLARKE; BLOOR, 2002; KAO, 2002). Segundo a
Organizacdo Mundial de Satde — OMS, a infec¢do cronica causada pelo virus da Hepatite B
(VHB) atinge aproximadamente 350 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo a principal
causa de cirrose e carcinoma hepatocelular (CHC) (BONINO et al., 2009; BRASIL, 2010).

Nos tltimos anos tem-se observado um avango consideravel no diagndstico e tratamento
desta enfermidade (FERREIRA; BORGES, 2007; PERRILO, 2009; TERIAKY; AL-JUDAIBI,
2013). Entretanto, a infec¢do pelo VHB ndo pode ser completamente erradicada devido a
persisténcia do DNA circular covalentemente fechado (cccDNA) no nucleo dos hepatocitos
infectados, constituindo-se num reservatério perene de infec¢ado do VHB (EASL, 2009).

A deteccao no soro do “antigeno Australia”, ou seja, do antigeno de superficie da hepatite
B (HBsAg), foi a descoberta que identificou o virus da hepatite B (VHB) e o seu descobridor
ganhou o prémio Nobel ha cerca de 40 anos (BRUNETTO, 2010; MOUCARI; MARCELLIN,
2011). Desde entdo, o HBsAg tem sido utilizado como um marcador qualitativo de diagnodstico
de infeccdo pelo VHB (CHAN et al., 2011; LEE; AHN, 2011; LIAW, 2011; MARTINOT-
PEIGNOUX et al., 2013).

Ap6s a infeccdo, o HBsAg ¢ o primeiro marcador sorologico detectavel no soro e sua
persisténcia por mais de seis meses caracteriza hepatite B cronica (BRASIL, 2010; NGUYEN;
DESMOND; LOCARNINI, 2009).

A perda do HBsAg e o desenvolvimento de anticorpos anti HBs ¢ o objetivo final da
terapia anti VHB e, portanto, o HBsAg quantitativo pode ser um marcador de progndstico
promissor durante a historia natural do VHB e durante a terapia antiviral (JAROSZEWICZ et al.,
2010; MOUCARI; MARCELLIN, 2011).

De acordo com Brunetto (2010), a quantificagdo do HBsAg foi introduzida ha mais de 20
anos mas so recentemente ¢ que estes ensaios foram significativamente melhorados. Atualmente
existem dois ensaios comercialmente disponiveis: O Architect HBsAg (Abbott Diagnostics) e o
Elecsys HBsAg (Roche Diagnostics) ( JANSSEN et al., 2012; LEE; AHN, 2011, LEE et al.,
2012). O Architect HBsAg da Abbott ¢ um imunoensaio quimioluminescente, sendo na
atualidade, o método mais amplamente utilizado em estudos clinicos (DEGUCHI et al., 2004;

LEE; AHN, 2011).
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Sabe-se que atualmente a mensuragdo do VHB DNA ¢ o padrdo ouro para o
monitoramento da carga viral, porém, este ¢ um método de alto custo, ainda ndao disponivel em
algumas regides e a necessidade de avaliar a dinamica viral vérias vezes durante o tratamento,
torna o seu custo um desafio (ALGHAMDI et al., 2013; LEE et al., 2010; OZARAS et al.,,
2008).

Embora o nivel de HBsAg seja determinado apenas qualitativamente na pratica clinica
rotineira, dados recentes sugerem que a sua quantificagdo pode ser Util na determinagdo da fase
da hepatite B cronica e como um auxilio, se ndo uma alternativa, para a carga viral do VHB
DNA no monitoramento do tratamento (BEN SLAMA; AHMED; ZOULIM, 2010; LEE et al.,
2010; LEE; AHN, 2011; MOUCARI et al., 2009; OZARAS et al., 2008).

Acredita-se que a avaliacdo quantitativa dos titulos de HBsAg pode ser uma referéncia
facil e econdmica para a replicagdo do VHB em portadores de hepatite B cronica (GANIJI et al.,
2011; LEE; AHN, 2011). Um marcador de baixo custo e de facil execugdo substituto ou auxiliar
para a deteccao molecular do DNA do HBV pode contribuir para o tratamento da enfermidade de
uma forma mais pratica (OZARAS et al., 2008).

Considerando que os estudos de correlacdo entre a quantificagdo do HBsAg com a carga
viral do VHB apresentam, ainda, resultados conflitantes e que ndo existem publicacdes sobre
esta temdtica em Sergipe, nem no Brasil, acredita-se que esta pesquisa possa contribuir com

novos dados para que a utilidade do HBsAg seja melhor elucidada na pratica clinica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar a correlagao entre os niveis de HBsAg e a carga viral do VHB DNA em pacientes

com hepatite B Cronica.

2.2 Objetivos Especificos

* Determinar a correlagdo entre os niveis de HBsAg e a carga viral do VHB DNA em
pacientes HBeAg positivos e HBeAg negativos;

* Correlacionar os niveis de HBsAg e a carga viral do VHB DNA de acordo com o uso ou
nao de antivirais;

* Determinar a relagdo entre a quantificacdo do HBsAg e HBeAg;

* Correlacionar os niveis de HBsAg com as aminotransferases (AST, ALT);

* Associar os niveis de HBsAg com exames histologicos (biopsia hepatica).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A Hepatite B

A hepatite B ¢ causada por virus DNA pertencente a familia dos Hepadnaviridae, género
Orthohepadnavirus que possui como caracteristicas, o tropismo pelas células hepaticas, e um
genoma constituido de uma molécula de DNA de fita parcialmente dupla e frouxamente circular,
o qual se replica por transcrigdo reversa, a partir de um RNA pré gendmico (SEEGER; MASON,
2000). E uma doenca de acompanhamento dificil, com peculiaridades na relagdo virus-
hospedeiro, surgimento de mutantes, heterogeneidade viral, com diferentes formas clinicas
(LOK, 2005).

O passo principal para a descoberta do virus da hepatite B (VHB) foi dado por Blumberg
(1965), ao detectar um novo antigeno presente no soro de um aborigine australiano, entdo
denominado antigeno Australia, que reagia ao entrar em contato com o soro de hemofilicos
transfundidos e de pacientes leucémicos. Posteriormente, foi confirmada a associagdo deste com
o virus da hepatite B e 0 mesmo passou a ser denominado antigeno de superficie do virus da
hepatite B ou HBsAg, surgindo como primeiro marcador soroldgico de infec¢dao viral, que
estimulou a produgdo de uma vacina para a prevencao da doenga (BLUMBERG, 1977; DANE et
al., 1970).

A 1imuniza¢do ativa utilizando as modernas vacinas recombinantes constitui, na
atualidade, a arma mais importante no combate a essa virose (FERREIRA, 2000; LIAW; CHU,
2009; LOPES; SCHINONI, 2011).

O virus circula primariamente no sangue e replica-se nos hepatdcitos em torno de 10"
(100.000.000.000 copias/ml) por dia; ¢ altamente infectivo e consegue sobreviver por até uma
semana fora do corpo humano (FONSECA, 2007; LOCARNINI, 2003).

O sangue ¢ o fluido corporeo que contém a concentragdao mais alta de VHB e ¢ o veiculo
de transmissdo mais importante. Além do sangue, mostram-se contagiosos também o sémen, as
secrecdes vaginal e cervical, o exudato de feridas e saliva (CDC, 2006).

A transmissdo ocorre, fundamentalmente, por via sexual, parenteral, vertical e por meio
de solugdo de continuidade (pele e mucosa) (BRASIL 2008; BRASIL 2010) e o periodo de
incubacao varia entre 45 ¢ 180 dias, com duracdo média em torno de 75 dias (CHANG, 2007;
MENDONCA; VIGANI, 2006).
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Uma vez infectado pelo VHB, o individuo pode apresentar trés principais formas da
infec¢do: hepatite fulminante, forma de elevada gravidade e letalidade; hepatite aguda auto-
limitada ou estado de portador cronico, com diversas formas de acometimento clinico (KIFFER;
VIANA; CHEINQUER, 2003; YALCIN et al., 2003).

O risco de se tornar um portador crénico ¢ inversamente proporcional a idade na qual o
individuo foi infectado, embora fatores como distarbio renal, diabetes, imunodeficiéncia, uso
abusivo de alcool e infecgdes com outros virus possam aumentar o risco de evolugdo para a
cronicidade (GJORUP; SKINH@J, 2003; MAHONEY, 1999). Cerca de 5 a 10% dos adultos
infectados desenvolvem a doenca cronica, contra aproximadamente 90% dos recém-nascidos
contaminados (PARANA et al., 2006).

Essa virose mostra-se amplamente distribuida em todos os continentes, predominando no
sudeste Asiatico, Africa subsaariana e no Oriente Médio (FERREIRA; BORGES, 2007). O
Brasil tem sido considerado uma regido de prevaléncia intermediaria para o VHB, embora
diferentes indices sejam verificados nas diversas regides do pais e, até mesmo, dentro de uma
mesma regido (CLEMENS et al., 2000; TANAKA, 2000). Areas de alta prevaléncia estdo
localizadas no sul do Espirito Santo, na Amazonia, no nordeste de Minas Gerais e no Oeste do
Parana (NUNES; LACET, 2009).

De acordo com dados do Ministério da Saude (2012), a incidéncia do VHB no Nordeste
brasileiro, de 1999 a 2011, foi de 11.017 casos novos, correspondendo a 9,15% dos casos
nacionais.

Em Sergipe, segundo dados do SINAN/DATASUS/MS, a incidéncia da doenca passou
de 1 caso/ano em 1999 para 100 casos/ano em 2013 refletindo, provavelmente, a subnotificagdao
da doenga no Estado neste periodo. Os casos confirmados de hepatite B em Sergipe totalizam
1093 no periodo de 1999 a 2013 e atualmente existem aproximadamente 814 pessoas
cronicamente infectadas pelo VHB. A cidade com o maior nimero de notificagdes ¢ Aracaju ,
seguida de Nossa Senhora do Socorro ¢ Itabaiana.

E importante destacar que na maioria das vezes, o diagndstico da hepatite s6 é possivel na
fase cronica por ter passado despercebido o quadro agudo (VILELA et al., 1996).

No estado de Sergipe hd uma estrutura voltada para atender as diversas necessidades dos
portadores da Hepatite B. O diagndstico pode ser feito nas Unidades Basicas de Saude, nos
Centros de Triagem e Aconselhamento (CTAs) e no Laboratério Central de Saude Publica de
Sergipe (LACEN-SE), que também ¢ o responsavel por realizar os exames de monitoramento da
carga viral destes pacientes. O Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario da Universidade

Federal de Sergipe ¢ a referencia para os portadores de hepatites virais assim como para as
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hepatopatias de outras etiologias e 14 ¢ oferecido o tratamento integral e acompanhamento da

evolucdao do quadro da hepatite.

3.2. Estrutura e Virologia Molecular do VHB

O VHB completo, também chamado de particula DANE, apresenta-se na forma esférica e
possui aproximadamente 42nm de didmetro sendo constituido de um envelope lipoproteico,
composto pelo antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) e um nucleocapsideo estrutura
central, o core, que contém a proteina HBcAg, o DNA viral e a proteina DNA polimerase, que
tem atividade de transcriptase reversa (SEEGER; MASON, 2000), como se pode observar na
Figura 1.

Outro antigeno associado ao invoélucro interno do virus € o antigeno “e” (HBeAg),
embora algumas estirpes, designadas por mutantes, consigam reproduzir-se sem produzi-lo
(SEEGER; MASON, 2000). Tiollais et al. (1985) explica que diferentemente do HBcAg, ele ¢
secretado e detectado no sangue.

A proteina “e” ¢ derivada da protedlise de um precursor com regides comuns ao HBcAg.
Sua funcao ndo ¢ totalmente conhecida, admitindo-se participar da cobertura do DNA viral pelo
nucleocapsideo, contudo sabe-se que a mesma nao ¢ essencial para a replicagdo viral (GANEM;

PRINCE, 2004).

DNA

Polimerase

Figural: Representacdo esquematica da estrutura do VHB
Fonte: Adaptado de http://people.rit.edu/japfaa/index.html

Além do virion completo, outras particulas menores, ndo infecciosas circulam no sangue

das pessoas infectadas (GANEM; PRINCE, 2004; LEE; AHN, 2011). Entre estas, estdo duas
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proteinas do antigeno de superficie (HBsAg) que foram produzidas em excesso pelo hepatdcito
infectado, mesmo na auséncia do core do virion. Uma tem a forma de esferas e a outra, o aspecto
de filamentos longos (GOMES, 2003). Todas as trés formas podem ser detectadas no soro com

ensaios comerciais e sdo referidas coletivamente como HBsAg (LEE; AHN, 2011) (Figura 2).

Figura 2 - Microscopia eletronica dos trés tipos de particulas do VHB no soro (1- Virus
completo, 2- Particula filamentosa, 3- Particula esférica).
Fonte: BUTI et al, 2012.

O genoma do VHB ¢ o menor dos genomas de acido desoxirribonucleico (DNA)
conhecido entre os virus animais (SEEGER; MASON, 2000). Ele ¢ composto por uma molécula
de DNA circular de fita parcialmente dupla, com aproximadamente 3200 pares de base
(GOMES, 2003). A fita longa (negativa), contém toda a informacdo genética do virus
(ALVARIZ, 2006) e possui quatro regides de leitura aberta (ORF, do inglés open reading
frames) que se sobrepdem parcialmente: os genes S, C, P e X ( LEE et al., 2012; MALIK; LEE,
2000), como ilustrado na Figura 3.

DNA polimerase

Figura 3 - Representacdo esquematica do genoma do VHB com as quatro cadeias de leitura
abertas (ORF) ou genes pré S/S, pré C/C, gene P e gene X.
Fonte: Adaptado de SEEGER; MASON, 2000.
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Cada uma destas regides codifica antigenos que sdo identificados pelo sistema imune,

levando a formagdo de anticorpos especificos que t€ém aplicabilidade clinica no diagndstico,

acompanhamento e prognostico da hepatite B, como se pode observar na Quadro 1.

Regido Proteina Antigeno Anticorpo
Pré S-S S HBsAg anti-HBs
HBcAg antl-lil{]]?;c tlotli\l/i/ anti
Pré C-C C e pré-C cg
HBeAg anti-HBe
P Polimerase - -
X Proteina X - -

Quadro 1 - Regides ou genes do VHB com seus respectivos antigenos e anticorpos
Fonte: ALVARIZ, 2006.

A regido S, dividida em pré-S1, pré-S2 e S, codifica as trés proteinas estruturais do
envelope viral de acordo com a regido onde se inicia a transcricdo (BRUSS; GANEM, 1991;
GANEM; PRINCE, 2004). A transcricdo simultanea das regides pré-Sl1, pré-S2 e S produz a
proteina grande ou large S, composta de 389 a 400 aminoécidos. A proteina média ou middle S,
¢ formada pela transcricdo das regides pré-S2 e S, consistindo em 281 aminoacidos. A proteina
pequena ou small S, principal proteina do HBsAg, surge pela transcri¢ao apenas da regido S e ¢ a
mais abundante e a menor entre elas, possuindo 226 aminoacidos (BRUSS, 2007; GANEM;
PRINCE, 2004).

Estas trés proteinas codificadas pela regido pré-S/S sdo imunogénicas, estruturais,
glicosiladas e inseridas no envelope viral em proporgdes variadas nos diferentes tipos de
particulas (FRANCOIS et al., 2001; TIOLLAIS et al., 1985). Segundo Seeger e Mason (2000),
elas exercem as fungdes de ligagdo do virus aos receptores presentes nas células do hospedeiro e
participam da liberacao das particulas virais pela célula infectada.

O gene C formado pela regido C/pré C, codifica o antigeno do core (HBcAg) e o antigeno
e (HBeAg) (LEE, 1997). O gene P codifica a polimerase viral, enzima importante para a
replicacdo e alvo de antivirais, que também apresenta funcao de transcriptase reversa, uma vez
que a replicagdo viral requer intermedidrio RNA. O gene X codifica o antigeno X (HBxAg), que
tem funcdo ainda pouco conhecida, embora tenha sido admitido que possa influenciar na
persisténcia da infecgdo ¢ no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (FRANCOIS et al.,

2001; SEEGER; MASON, 2000).
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3.3 Genétipos e Sorotipos

Apresentando uma estrutura viral complexa, o VHB possui diferentes gendtipos e
subtipos. Com base na sequéncia total de nucleotideos sdo descritas atualmente oito variagdes
genotipicas, nomeadas de A a H (BRASIL, 2010; FONSECA, 2007, LOCARNINI, 2004).
Enquanto a relevancia clinica e a terapfutica dos gendtipos do VHB continuam a ser
investigadas, evidéncias se acumulam, sugerindo que os mesmos possuem um papel
determinante na evolucdo clinica da hepatite e na resposta terapéutica (FONSECA, 2007;
GONCALES; GONCALES JR, 2006; LOK; MCMAHON, 2007).

O VHB foi inicialmente classificado por sorotipos (GONCALES; GONCALES JR,
2006). Com base na heterogeneidade antigénica do HBsAg, foi possivel definir nove subtipos,
sendo adw, adr, ayw e ayr os principais (KURBANOV; TANAKA; MIZOKAMI, 2010).

A relagdo entre os genotipos do VHB e os sorotipos tem sido estabelecida, porém, como a
genotipagem ¢ baseada na sequéncia inteira do genoma, ela traduz melhor a diferenca que o
sorotipo, uma vez que existem os mesmos sorotipos em distintos gendtipos (GONCALES;
GONCALES JR, 2006).

Estudos apontam que os gendtipos exibem distribuicdo geografica distinta e, dessa
forma, podem refletir os padrdes de migracao de uma regiao (SCHAEFER, 2005). Os geno6tipos
A e D sio frequentemente observados na Europa, Africa e América do Norte enquanto B e C sdo
mais frequentes na Asia; o genétipo E predomina no oeste da Africa e o genétipos F e G ja
foram encontrados na América Central e do Sul. O Genotipo H foi descrito no México e na
América Central (ARAUZ-RUIZ et al., 2002).

No Brasil, os gendtipos isolados com maior frequéncia sdao o A, D e F (MORAES et al.,
1996; SITNIK et al., 2004). De acordo com Sena (2010), em Sergipe, o gendtipo mais prevalente
¢ o A.

Ha evidéncias de que a resposta ao tratamento e a evolucdao para a hepatite B cronica
variam em fung¢do desses gendtipos, uma vez que alguns deles apresentam melhor resposta ao
interferon, como o A e¢ o B. Por outro lado, os genotipos C ¢ F estdo relacionados a maiores
riscos de carcinogénese (BRASIL, 2010). A mutacdo pré-core ¢ mais relacionada aos genotipos
B, C, D e E (GONCALES; GONCALES JR, 2006). Todavia, no momento, os gendtipos do VHB
ainda ndo sdo utilizados para a tomada de decisdo terapéutica (BRASIL, 2010;

PAPATHEODORIDIS, 2002).
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3.4 Variantes e Mutantes do VHB

A complexa organizagdo do genoma viral e o processo de transcri¢do reversa propiciam a
ocorréncia de mutagdes durante o processo de replicacdo viral, tendo sido estimado que a
propor¢ao de mutacdes do VHB seja dez vezes maior do que para outros virus DNA
(LOCARNINI, 2004). Apesar do diagnostico soroldgico convencional, ser, normalmente,
bastante sensivel e especifico, este ndo detecta casos de hepatite B mutantes, cada vez mais
frequentes, e atualmente descritos decorrentes do escape e resisténcia de vacinacao, terapias anti-
virais, imunossupressao dentre outras (KREUTZ, 2002).

Considera-se que tais mutagdes determinam o surgimento de virus com vantagens para a
sobrevivéncia no organismo do hospedeiro (TORRESI, 2002) e que tenham também implicagdes
para o diagnostico, prevengdo, tratamento ¢ acompanhamento clinico dos pacientes infectados
(FRANCOIS et al., 2001).

Para Gongales e Gongales Jr (2006), entre as principais mutacdes do VHB, de interesse
clinico, estdo as do gene core/pré-core, do gene da polimerase e da regido do envelope.

A mutacao na regido pré-Core/Core que leva a uma falha na expressao do HBeAg, ¢ uma
das mais importantes. Por gerar virus capaz de escapar da resposta imune do hospedeiro, ja que o
sinal de encapsidagdo ¢ afetado, essa alteragdo prolonga a infeccdo, mantendo a doenga ativa no
figado (CHIN; LOCARNINI, 2003; GONCALES; GONCALES JR, 2006; LOCARNINI, 2004,
TONG et al., 2005).

Ela esta associada a quadros de hepatites fulminantes e as exacerbagdes severas da
doenca crdnica, produzindo maiores graus de morbidade e mortalidade que os observados nas
infecgoes pelos VHB selvagens (GONCALES; GONCALES JR, 2006; OMATA, 1991).

As mutagdes no gene pré-S/S, codificador das proteinas do envelope, resultam na
producdo de virus que ndo sdo detectados pelos testes sorologicos utilizados no diagndstico da
hepatite B, o que proporciona o aparecimento de situagdes clinicas com quadro sorologico
atipico (FRANCOIS et al., 2001; WEBER, 2005). Segundo Torresi (2002), esses virus mutantes
também nao sdo neutralizados pelos anticorpos induzidos pela vacina e podem causar infec¢ao
em individuos vacinados.

Mutacdes no gene da polimerase podem ocorrer apos o tratamento prolongado com o
antiviral lamivudina, um analogo de nucleosideo que inibe a sintese do DNA viral (CHEN;

OON, 1999). De acordo com Chin e Locarnini (2003), mutantes com alteracdes no gene da
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polimerase sdo resistentes ao tratamento com esse tipo de droga antiviral e estdo associados com
a persisténcia da infeccao.

Recentemente, mutagdes no gene X tém sido evidenciadas e associadas a alteragdes nos
elementos que controlam o processo de replicacdo viral. Essas alteragdes podem reduzir a sintese
de proteinas virais e, consequentemente, dificultar a deteccdo de antigenos pelos testes
diagnosticos rotineiramente utilizados (FRANCOIS et al., 2001; LOCARNINI, 2004).

Assim, de acordo com Kramvis e Kew (2005), deve-se suspeitar de mutacao viral nos
casos em que a sorologia para a hepatite B indica imunidade ou parada da replicacdo com o

quadro clinico evoluindo mal, excluido outras causas de hepatites.

3.5 Ciclo de Replicacio do VHB, cccDNA e Vias de Producio do HBsAg

A principal caracteristica da replicacio do VHB-DNA ¢ que ela ocorre por transcricao
reversa, a partir de um RNA pré gendmico (SUMMERS; MASON, 1982).

A etapa inicial da infeccdo celular pode ser dividida em trés estagios: ligagdo, fusdo e
entrada viral (LOCARNINI, 2003). Sabe-se que a aderéncia do VHB aos hepatocitos ¢ mediada
pelas glicoproteinas do HBsAg, mas o receptor no hepatdcito e o mecanismo de entrada do virus
da célula ainda sd@o desconhecidos (MURRAY et al., 2005).

Apos a fusdo do envelope com a membrana e o desnudamento viral, as particulas do core
alcancam o citoplasma e migram para o nucleo, onde o genoma viral ¢ concluido (GANEM;
PRINCE, 2004). Ocorre a complementagdo da fita positiva de DNA, pela polimerase viral,
gerando a fita dupla de DNA circular covalentemente fechada, “covalently closed circular” DNA
(cccDNA), que constitui o molde original para a transcricdo do genoma (LOCARNINI, 2004;
SEEGER; MASON, 2000) (Figura 4).

O cccDNA funciona como um modelo para a producdo de RNA mensageiro, que sera
encaminhado para o citoplasma da célula hospedeira e servira a dois propositos. Algumas
moléculas sdo traduzidas em proteinas necessarias pelo virus, tais como HBcAg, HBsAg,
HBeAg e a enzima DNA polimerase. Outras moléculas de RNA mensageiro, denominadas de
RNA pré-gendmico servem como modelo para a transcri¢do reversa em novas moléculas de
DNA-VHB. (BOWDEN; THOMPSON, 2008; GANEM, PRINCE, 2004). No citoplasma, as
proteinas do capsideo, recém sintetizadas, organizam-se em torno do RNA pré-gendmico para a
montagem do nucleocapsideo viral. Em seguida, ocorre a transcri¢ao reversa do RNA viral, pela

acdo da polimerase viral. A sintese dos dois filamentos do DNA ¢ sequencial. Inicialmente, a
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enzima transcriptase reversa sintetiza a fita de polaridade negativa do DNA a partir do RNA pré-
genomico que, em seguida, ¢ degradado pela atividade RNAse H da polimerase viral. Apds, a
enzima inicia a sintese da fita de polaridade positiva do DNA, que ¢ parcialmente complementar
a fita negativa (BRUSS, 2004; SEEGER; MASON, 2000).

A maioria dos capsideos, migram para o reticulo endoplasmatico, onde sao revestidos por
um envelope viral (HBsAg) e sdo exportados da célula, prontos para infectar outros hepatdcitos
(GANEM; PRINCE, 2004).

Além de virions, a célula infectada libera também as pequenas particulas nao infecciosas
incompletas (esféricas e filamentosas) que sdo também constituidas de HBsAg (CHAN et al.,
2011). Outros capsideos retornam para o nucleo da célula onde se completa a sintese da cadeia
positiva e se forma novamente o cccDNA, mantendo estavel o ciclo replicativo (GANEM;

PRINCE, 2004; SEEGER; MASON, 2000).
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Figura 4- Ciclo de vida do virus da hepatite B (VHB). Destacando o reservatorio nuclear
covalentemente fechado circular (cccDNA), que ¢ o modelo para a producdo do virus. A terapia
com analogo nucleotideo elimina a transcriptase reversa, inibindo a producao do virus, mas nao
reduz os niveis de HBsAg pois os niveis de cccDNA sao preservados.

Fonte: CHAN et al., 2011.

O cccDNA ¢ o modelo para a transcricdo do gene viral e € responsavel pela persisténcia
do virus ( LEE et al., 2012). O grande reservatorio de cccDNA leva a cronicidade da infecgado
(GANEM; PRINCE, 2004) e o grande desafio da terapia antiviral para a hepatite B cronica ¢
eliminar o cccDNA do hepatécito (CHAN et al., 2011).
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O HBsAg ¢ produzido por transcricao e tradugdo dos genes de superficie do VHB. A
producdao do HBsAg pelo cccDNA ¢ independente da replicagdo do virus e portanto a maioria
dos antivirais podem suprimir a atividade da polimerase, reduzindo o VHB DNA, mas pode nao
afetar diretamente a produ¢do de HBsAg que ¢ produzido por mais de uma via (CHAN et al.,
2007; CHAN et al. 2011; NGUYEN, 2009) (Figura 5). O HBsAg faz parte do envelope das
particulas infecciosas do VHB, ¢ também encontrado sobre a forma de esferas ndo infecciosas ou
filamentos que foram produzidos em excesso e excedem os virides infecciosos em nimero de
10> a 10°. Além disso, 0 mesmo também ¢é produzido a partir do VHB DNA integrado no
genoma do hospedeiro (LIAW, 2011).

Os kits comerciais de HBsAg, disponiveis no mercado, detectam, no soro, todos os trés
tipos de particulas virais que sdo produzidas: a particula viral completa, infecciosa (particulas de
Dane) e as particulas incompletas menores (esféricas e filamentosas), que nao possuem o core

do virion e nao sdo infecciosas (GOMES, 2003; JASSEN et al., 2012; LEE; AHN, 2011).
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Figura 5 — Vias de producdo do HBsAg durante a infec¢ao pelo VHB.
Fonte: LIAW, 2011.

Teoricamente, o clareamento viral poderia ser alcangado se os medicamentos fossem

utilizados por tempo prolongado, até que se esgotasse o cccDNA, cuja meia vida revela-se muito
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longa e seu desaparecimento parece ser dependente da eliminagdo progressiva dos hepatdcitos
infectados. Mas o maior problema resultante do tratamento prolongado com estes antivirais € o
desenvolvimento de resisténcia por mutagdo na polimerase (FERREIRA, 2000).

Kew (2006) acredita que o processo de carcinogénese relacionado a infec¢do pelo VHB
seja explicado pelas alteragdes genomicas celulares ocorridas no hepatdcito, resultantes da
integragdo do genoma do virus ao do hepatdcito.

Apesar do papel crucial do cccDNA na persisténcia da infeccdo pelo VHB e da
importancia do conhecimento dos mecanismos de seu clareamento, a maior parte do
conhecimento atual sobre o cccDNA foi obtida utilizando-se modelos animais, existindo poucos
estudos em seres humanos. Obstaculos historicos ao estudo do cccDNA foram a necessidade de
realizagdo de bidpsias hepaticas e a escassez de métodos quantitativos sensiveis e especificos
para a sua deteccao (ZOULIN, 2005).

Chan et al. (2007), concluiram que o HBsAg se correlaciona bem com o cccDNA e com
o VHB DNA intra hepatico. Para eles, o HBsAg quantitativo pode ser um marcador substituto do
cccDNA, na hepatite B cronica, sendo 1til para prever a resposta viroldgica sustentada.

Wursthorn et al. (2006) também mostraram que o cccDNA se correlaciona
significativamente com os niveis de HBsAg, sugerindo que o acompanhamento seriado do
HBsAg pode agir como um marcador adicional para avaliar a resposta ao tratamento durante a
terapia antiviral (LEE; AHN, 2011).

Acredita-se que um declinio répido de HBsAg sérico durante a terapia com andlogos
nucleotideos possa identificar os pacientes que terdo sucesso no tratamento a longo prazo

(CHAN etal., 2011).

3.6 Diagndstico Laboratorial da Hepatite B

O diagnostico da hepatite B realiza-se através de técnicas sorologicas e de biologia
molecular. Tais técnicas revelam-se fundamentais ndo apenas para o diagnodstico, mas também
mostram-se muito uteis no seguimento da infec¢dao viral (FERREIRA, 2000; ROTMAN et al.,
2009).

A deteccdo de antigenos virais (HBsAg ¢ HBeAg) e anticorpos relacionados ao VHB
(anti-HBc, anti-HBe, anti-HBs) constitui etapa fundamental no processo de diagnostico e
caracterizagdo da infecgdo pelo virus da hepatite B, uma vez que os sinais e sintomas clinicos sao

indistinguiveis dos demais tipos de hepatites virais (MAHONEY, 1999; ROTMAN et al., 2009).
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Através dos testes sorologicos € possivel fazer a distingdo entre hepatite aguda, hepatite cronica
ou imunidade para o virus da hepatite B (WOLK et al., 2001).

Os exames laboratoriais hematologicos e de bioquimica hepatica também sdo uteis, como
coadjuvantes, para o diagndstico. Além dos exames laboratoriais, pode-se utilizar os métodos de
imagem, endoscopicos e quando indicada, a bidpsia hepatica para o exame histopatologico
(SILVA, 2003).

A biopsia hepatica, além de oferecer o perfil histopatoldgico e o estadiamento da doencga,
aporta ainda material para a pesquisa de imunorreatividade de antigenos no tecido por

imunohistoquimica (GAYOTTO, 2001).

3.6.1 Marcadores Sorologicos

O primeiro marcador detectado no soro de pacientes infectados ¢ o HBsAg. Esse antigeno
estd presente uma a cinco semanas apos o contato com o VHB, geralmente antes de qualquer
manifestacdo clinica da doenca e a sua persisténcia por mais de seis meses ¢ indicativo de
infecg¢do cronica (CHEINQUER, 2006; SILVA, 2003). Na hepatite aguda ele persiste de 3 a 4
meses apos a infeccao, desaparecendo nos casos de cura (DECKER, 1998).

O HBeAg ¢ o segundo antigeno a aparecer no soro, sendo considerado um marcador de
replicagdo e representa o periodo de maior infecciosidade. Na doenca aguda tem duragdo
efémera, de poucas semanas; sua persisténcia por 8 ou 10 semanas apds o surgimento dos
sintomas pode ser indicativo de evolugdo para a cronicidade. Sua presenga geralmente esta
associada com a positividade do DNA viral no soro e com alto risco de transmissao da infeccao.
Seu desaparecimento na fase aguda da doenca, sucedido do desaparecimento do HBsAg, ¢
sugestivo de evolugdo para a cura (DECKER, 1998).

A soroconversdo para o anti HBe ¢ um bom progndstico e estd associada a redugdo da
replicacdo viral e a regressdao da atividade inflamatéria (CHWLA, 2005; FATTOVICH, 2003).
Entretanto, o HBeAg pode estar ausente durante a infeccdo cronica sem significar,
necessariamente, remissao da doenca. Isso ocorre devido a mutagdes na regido pré-Core/Core do
genoma viral resultando em pacientes com carga viral elevada apesar do antigeno “e” ausente
(OMATA, 1991; PINHO, 2003; TONG et al., 2005).

O primeiro anticorpo a ser detectado no soro durante a infec¢cdo pelo virus da hepatite B
(anti HBc), ndo influencia no nivel de viremia, e ¢ produzido para o antigeno do capsideo viral
HBcAg, antigeno que nao pode ser detectado no sangue periférico, sendo encontrado apenas no

citoplasma do hepatocito (CHEINQUER, 2006). O anti-HBc pode ser pesquisado na forma de
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anti-HBc total, que inclui os anticorpos das classes IgM e IgG e ndo distingue a infec¢do aguda
da cronica, ou na forma de anti-HBc IgM, que caracteriza a infeccdo aguda (MAHONEY, 1999).
O anti-HBc IgM também pode ser detectado no soro em casos de exacerbacao aguda da infecgdo
cronica (HATZAKIS, et al., 2006).

O anti-HBc total ndo confere imunidade e pode ser o unico marcador sorologico presente
durante a “janela imunolédgica”, periodo em que ndo se detecta HBsAg nem anti-HBs. O anti-
HBc IgG substitui o anticorpo IgM e persiste durante toda a vida do individuo, sendo um
importante marcador de infeccdo pregressa. Da mesma forma, também pode ser o unico
marcador presente durante a infec¢do cronica, o que acontece quando o HBsAg estd presente em
niveis ndo detectaveis e nao ha produgdo do anti-HBs (WOLK et al., 2001).

No periodo de convalescenga da infec¢do aguda pelo VHB, surge o anti-HBs, que pode
permanecer em niveis detectaveis durante anos, indicando recuperacdo e imunidade contra
reinfec¢do (MAHONEY, 1999). A presenca do anti-HBs isoladamente sugere, na maioria das
vezes, vacinagdo contra o VHB. A positividade para o anti-HBs isolado ¢ uma condi¢ao que
também pode ser encontrada em individuos infectados por amostras mutantes no gene S do
VHB, ndo neutralizadas pelos anticorpos induzidos pela vacina e ainda ndo detectadas pelos

testes sorologicos de rotina (FRANCOIS et al., 2001; TORRESI, 2002).

HBsAg HBeAg Anti-HBc IgM Anti-HBc Total Anti-HBe Anti-HBs Interpretacao

) HVB aguda
N " ) +) -) -)
+) ( ™) ) ©) ( (Fase Inicial)

. . HBYV aguda
) -) ) (+) ) ) )
(Fase Tardia)
) ) () () (-) (-) HBV cronica (Ag e +)
) ) ) (+) +) (-) HBV crénica (Ag e -)
) -) ) (+) (#)/(-) (-) Janela Imunolégica
HBV aguda

Q) - ™) +) () )

(baixa antigenemia)
-) ) (=) ) +) +) HBV pregressa imune
-) -) ) ) ) ) Vacinagio Prévia

HBV pregressa ou

Q) - ) ) ) )

Reagdo cruzada

Quadro 2 - Principais padrdes soroldgicos encontrados na infec¢ao pelo VHB.
Fonte: GONCALES; GONCALES JR, 2006.
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A dinamica de aparecimento desses marcadores ¢ reflexo da replicagdo viral e da resposta

imune do paciente (Figuras 6 e 7).

anti-HBc Total

i)
=
=
|—

AgHBs

LL 1L
1 L 1 1 Ll 1 | L] 1 1 I 1 7 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100

Semanas apos a exposicao

Figura 6 - Curso sorologico tipico de recuperacao na infec¢ao aguda pelo VHB.
Fonte: BRASIL, 2008
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Semanas apos a exposicao

Figura 7 - Curso sorologico tipico da progressao da infec¢@o cronica pelo VHB.
Fonte: BRASIL, 2008

Virias técnicas sao empregadas no diagnodstico sorologico, contudo, as mais utilizadas

atualmente sdo os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e a quimioluminescéncia (GONCALES;

CAVALHEIRO, 2006).
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Estes ensaios sdo baseados na imobilizagdo do antigeno ou anticorpo em um suporte
solido, geralmente no fundo de microplacas. Um antigeno ou anticorpo complementar, presente
na amostra a ser testada ¢ adicionado por simples aplicagdo, entdo este complexo antigeno-
anticorpo ¢ detectado por um outro antigeno ou anticorpo marcado com enzima. Esta enzima
acoplada ao antigeno ou anticorpo ¢ capaz de catalisar a rea¢do, quando o substrato ¢ adicionado,
produzindo uma reagdo de oxidagcdo que gera uma cor. Esta reacdo colorimétrica ¢ medida e
pode gerar resultados quantitativos ou qualitativos (reagente ou ndo reagente) (GONCALES;

CAVALHEIRO, 2006).

3.6.2 Exames de Biologia Molecular

A implementagdo de métodos cada vez mais sensiveis de Biologia Molecular tem
contribuido para aperfeigoar o diagndstico e monitorar o tratamento da infec¢ao pelo virus da
hepatite B (VERNET, 2004).

Quatro tipos de ensaios moleculares estdo disponiveis para o diagndstico e
monitoramento do tratamento da infeccdo pelo HBV: pesquisa quantitativa da carga viral do
VHB DNA, testes de genotipagem, testes de mutagdo de resisténcia a drogas e ensaios de
mutagao pré-core. Os testes de carga viral que quantificam o VHB no sangue periférico (soro ou
fracdes de plasma) sdo, atualmente, os mais uteis e mais utilizados. Os outros testes possuem,
ainda, utiliza¢do limitada (VALSAMAKIS, 2007).

A quantificagido do VHB DNA ¢ importante no estabelecimento da indicagdo para o
tratamento, na decisdo de selecionar e ajustar protocolos de terapéutica, na avaliagdo da resposta
aos antivirais, incluindo o desenvolvimento de resisténcias, na monitorizagdo da doenga e, em
alguns casos, ¢ util para diagnostico e estabelecimento de prognostico (EASL, 2009;
PAWLOTSKY et al., 2008).

A analise da carga viral do VHB ¢ também fundamental para a elucidagdo de perfis
soroldgicos atipicos (LIAW; CHU, 2009) como no diagndstico da “infec¢do oculta” pelo virus
B, em individuos com o VHB DNA detectavel no sangue periférico ou no figado na auséncia de
HBsAg (TORBENSON; THOMAS, 2002; VALSAMAKIS, 2007).

Técnicas baseadas na amplificagdo do DNA, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), possuem alta sensibilidade, o que permite a deteccdo do VHB-DNA mesmo em amostras
com numero reduzido de copias (ALVARIZ, 2006).

Viérios ensaios baseados em PCR estdo atualmente disponiveis comercialmente para o

VHB DNA mas a técnica de PCR em tempo Real, recentemente introduzida, corresponde a
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ultima geracao de ensaios e apresenta grandes vantagens em relacdo a outros testes, como a PCR
convencional ou o bDNA, pois € mais especifica, sensivel e reprodutivel (VALSAMAKIS, 2007;
GARBUGLIA et al., 2007) e ainda apresenta baixo risco de contaminagdo por produtos de PCR,
posto que a reagdo acontece em tubos fechados do inicio ao final do processo (DIAZ;

MENDONCA, 2006).

3.7 Evolucio da Hepatite B Cronica

Nos individuos que se tornam portadores cronicos do virus, os marcadores de replicagdo
viral e as manifestacdes clinicas serdo dependentes da interagdo “virus x hospedeiro” (PARANA
et al., 2008).

As manifestagdes clinicas e complicagdes da infec¢ao pelo VHB, geralmente, refletem os
danos a célula hepatica. No entanto, o VHB ndo ¢ um virus diretamente citopatico; os
hepatdcitos nao sdo agredidos de forma direta pelos virus, mas provavelmente pelo sistema
imune do hospedeiro na tentativa de remover a infeccao (GANEM; PRINCE, 2004 ).

Devido a esta peculiaridade, a infeccdo cronica pelo HBV pode ser dividida em quatro
fases: A primeira corresponde a fase de imunotolerancia, onde o sistema imunoldgico aceita a
replicacdo viral mesmo em altos titulos, sem causar lesdo hepatocelular (PARANA et al., 2008).
Esta fase € mais comumente vista em criangas que adquirem o VHB por transmissao perinatal ou
nos primeiros anos de vida (FERREIRA; BORGES, 2007) e é caracterizada pela positividade do
HBsAg e do HBeAg ¢ altos niveis de carga viral- VHB DNA (geralmente acima de 20.000
Ul/ml) no soro (FATTOVICH, 2003; PAN; ZHANG, 2005). As aminotransferases (ALT, AST)
estdo normais ou proximas do normal (BRASIL, 2010).

Na segunda fase, imunocleareamento/ Hepatite cronica HBeAg (+) esgota-se a tolerancia
imunoldgica, passando a tentativa do sistema imune em eliminar o virus. Em fungdo disso, ha
agressao dos hepatocitos nos quais ocorre replicagdo viral, gerando elevacdo das
aminotransferases. O HBeAg encontra-se positivo com flutuacdes do VHB-DNA, ALT e
atividade inflamatoria (BRASIL, 2010).

A terceira fase, portador inativo do HBsAg ou fase de integracdo, ¢ caracterizada por
niveis muito baixos ou indetectaveis de replicagdo viral, normalizagdo das transaminases e,
habitualmente, soroconversao HBeAg/anti HBe (BRASIL, 2010; CHEINQUER, 2006). Nesta
fase, o sistema imunoldgico do hospedeiro impds-se ao virus, reprimindo a replicagdo viral, mas

a eliminacdo do VHB nao pode ser realizada pelo fato de o DNA viral se integrar ao nticleo dos
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hepatocitos do hospedeiro (BRASIL, 2010). Essa fase pode persistir indefinidamente,
soroconverter o HBsAg , com a produ¢ao de anti HBs em aproximadamente 0,5%, ou apresentar
reativacao da hepatite em 20% a 30% dos casos (FERREIRA, 2000; NUNES; LACET, 2009).
Na quarta fase, denominada reativacdo da replicagdo viral ou Hepatite B cronica HBeAg
(-), pode-se encontrar o anti-HBe com altos niveis de VHB-DNA e ALT. Esta fase geralmente se
manifesta quando ocorre mutagdo do virus B (nas regides pré-core e promotor do core do
genoma viral) e alguns pacientes voltam a positivar o HBeAg (CHEINQUER, 2006, YIM;
LOK, 2006). Esse fendmeno também pode dar-se por imunossupressao no hospedeiro em
decorréncia de quimioterapia e uso de imunossupressores, permitindo o retorno da replicagdo

pelo escape a vigilancia imunoldgica do hospedeiro (BRASIL, 2010).

HBeAg positivo
DNA-VHB ™11
ALT normal

Hepatite Crénica Hepatite Cronica
HBeAg negativo _ HBeAg positivo
|:1> Progressao para <:,

HBeAg negativo CILEOSS HBeAg positivo
DNA-VHB T DNA-VHB 11
ALT alterada ALT alterada

Portador
Inativo
HBeAg negativo
DNA-VHB {
VHB Mutantes Soroconversao

ALT normal

Figura 8 - Representacdo esquematica da historia natural da infec¢ao cronica pelo VHB
Fonte: PUNGPAPONG et al., 2007.

Os pacientes pertencentes a fase de hepatite B cronica HBeAg positiva possuem carga
viral média acima de 20.000 Ul/ml enquanto que os casos de hepatite B cronica HBeAg
negativa, a carga viral varia de 2.000 a 20.000 Ul/ml. Os portadores inativos do VHB
essencialmente sao HBeAg negativos e sua carga viral indetectavel ou abaixo de 2.000 UI/L,
apesar de ainda haver controvérsia sobre este ponto de corte (LOK; McMAHON, 2007; SHI;
SHI, 2009).
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional, prospectivo, transversal.

4.2 ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Federal de Sergipe — CEP/UFS, n° CAAE 0303.0.107.107-
11(anexo A). Todos os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo receberam o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice A), que foi lido, compreendido e assinado antes da
coleta de amostras. Os pacientes foram informados que tinham liberdade para retirar seu

consentimento a qualquer momento.

4.3 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Servico de Hepatologia do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe e no Laboratorio Central de Satde Publica de Sergipe

(LACEN-SE/ Fundacgao Parreiras Horta).

4.4 POPULACAO ALVO

Foram selecionados os pacientes portadores de hepatite B cronica que estavam em
acompanhamento regular no Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe e fizeram exames de monitoramento desta infec¢do no periodo de novembro
de 2011 a dezembro de 2012 no LACEN/SE. A populagdo do estudo foi oriunda da demanda
espontanea do ambulatdrio especializado de Hepatologia.

Apesar da utilizagdo de uma amostra de conveniéncia esta foi representativa do grupo
uma vez que o Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario de Sergipe ¢ o servigo de
referéncia do estado, para onde sdo drenados os casos suspeitos ou confirmados de hepatites

virais oriundos da rede basica da capital e do interior. O LACEN/SE ¢ o laboratorio de referéncia
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para hepatites virais e ¢ o unico do estado que realiza a quantificagdo do VHB DNA (PCR Real
Time) para o monitoramento da hepatite B.

Foram coletadas amostras sanguineas de todos os participantes para analises do HBsAg
quantitativo, HBeAg e para a quantificagdo da carga viral do VHB DNA.

Também foram avaliados todos os prontudrios destes pacientes no Servigo de
Hepatologia do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe para colher
informagdes sobre os dados laboratoriais complementares (ALT, AST, anti-VHC, anti-HIV e

bidpsia hepatica) do periodo em estudo.

4.4.1 Critérios de Inclusao

* Infeccdo cronica pelo virus da hepatite B (definida como persisténcia do HBsAg (+) por
um periodo maior que 6 meses);

* Ser acompanhado regularmente no ambulatério de Hepatologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Sergipe;

* [dade igual ou superior a 18 anos.

4.4.2 Critérios de Exclusao

* Co-infeccdo com HCV e /ou HIV;
* Pacientes com quadro clinico de hepatite aguda;
* Prontuarios sem informacgoes;

* Uso de drogas imunossupressoras.

No periodo estudado, 136 pacientes compareceram ao LACEN-SE para realizar os exames de
acompanhamento da hepatite B. Porém, apds a aplicagdo dos critérios de selecdo, finalizou-se

com uma amostragem de 128 pacientes como demonstrado no Quadro 3.
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Causas de Exclusiao N %

Idade < 18 anos 2 25,0
Co-infecgcdo HCV 1 12,5
Co-infecgao HIV 2 25,0
Prontuarios sem informagao 3 37,5
Total 8 100

Quadro 3: Distribuigdo das causas de exclusdo entre os primeiros 136 provaveis pacientes do

estudo.

4.5 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE E ESTOCAGEM

A coleta das amostras bioldgicas foi realizada no Laboratorio Central de Saude Publica
de Sergipe (LACEN-SE) a medida que os pacientes se dirigiam a Instituicao, para fazer os seus
exames de monitoramento da hepatite B.

No dia da coleta, os pacientes compareceram ao Lacen-SE com as requisi¢des de exames
devidamente preenchidas, fizeram o cadastro no setor de coleta e leram e assinaram o TCLE
antes da pun¢do sanguinea. Foram coletados Sml de sangue em tubo seco (para obtencdo do
soro) ¢ Sml em tubo com anticoagulante K3 EDTA (para obtencdo do plasma) por pun¢ao
venosa periférica, utilizando-se seringas e agulhas descartaveis.

As amostras foram centrifugadas por 15 minutos e o soro ¢ o plasma foram separados e
estocados, em tubos criogénicos de 2 ml, estéreis, no freezer a -70°C até o momento da sua
execucdo. O material bioldgico foi devidamente identificado com a numeragdo e com as iniciais
do paciente. O soro foi utilizado para os testes sorologicos € o plasma para os testes moleculares.

Em todos os procedimentos, foram respeitadas as recomendacdes de biosseguranga.

4.6 ANALISE LABORATORIAL

Todos os exames laboratoriais foram realizados com kits comerciais, executados e
interpretados conforme a orientacdo do fabricante e foram validados através do controle interno
da qualidade. Os testes de HBsAg e HBeAg foram realizados no setor de Sorologia do LACEN-

SE e a quantificagdo da carga viral do VHB foi realizada no setor de Biologia Molecular.
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4.6.1 HBsAg quantitativo

Os niveis séricos de HBsAg foram quantificados através do imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia no equipamento automatizado Architect (Abbott
diagnostics, wiesbaden, Germany), onde os resultados foram apresentados em Ul/ml.

Este ensaio utiliza microparticulas revestidas de anticorpos monoclonais anti HBs e ¢
realizado em duas etapas: Na primeira etapa, a amostra e as microparticulas paramagnéticas
revestidas de anti HBs sdo combinadas. O HBsAg presente na amostra se liga as microparticulas
revestidas de anticorpos anti HBs. Apos a lavagem, o conjugado de anticorpos anti HBs marcado
com acridinio ¢ adicionado (segunda etapa). Apos outro ciclo de lavagem, as solugdes pré-
ativadora e ativadora sdo adicionadas a mistura de reacgdo.

A reacdo quimioluminescente resultante ¢ medida como unidades relativas de luz
(RLUs). Existe uma relagdo direta entre a quantidade de HBsAg na amostra e as RLUs
detectadas pelo sistema Optico do Architect.

A concentragdo do antigeno de superficie do virus da hepatite B na amostra ¢
determinada usando-se uma curva de calibragdo do Architect HBsAg previamente gerada. Se a
concentragdo do HBsAg for maior ou igual a 0,05Ul/ml, a amostra ¢ considerada reativa para
HBsAg.

O intervalo de detec¢do do HBsAg varia de 0,05 a 250 Ul/ml. As amostras com
resultados acima de 250,00 Ul/ml foram diluidas a 1:500 com diluente da Abbott especifico para

esta finalidade e analisada em seguida pelo equipamento Architect.

4.6.2 HBeAg:

A analise do HBeAg também foi realizada através do imunoensaio de microparticulas por
quimioluminescéncia no equipamento automatizado Architect (Abbott diagnostics, wiesbaden,
Germany), onde os resultados foram apresentados na forma qualitativa e quantitativa (S/CO).

Este ensaio utiliza microparticulas revestidas de anticorpos monoclonais anti HBe e ¢
realizado em duas etapas: Na primeira etapa, a amostra, o diluente de ensaio e as microparticulas
paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-HBe sd3o combinados. O HBeAg presente na
amostra se liga as microparticulas revestidas de anticorpos anti-HBe. Apos a lavagem, o
conjugado de anticorpos anti-HBe marcado com acridinio ¢ adicionado (segunda etapa). Apos

outro ciclo de lavagem, as solucdes pré-ativadora e ativadora sdo adicionadas a mistura de



36

reacao.

A reacdo quimioluminescente resultante ¢ medida em unidades relativas de luz (RLUs).
Existe uma relagdo direta entre a quantidade de HBeAg na amostra e as RLUs detectadas pelo
sistema optico do Architect.

O ensaio HBeAg Abbott Architect fornece os resultados com base no quociente S/CO, no
qual o numerador corresponde a taxa de leitura da amostra e o denominador, a taxa do cutoff
(CO). O cutoff é o valor de corte e o seu calculo ¢ determinado na calibragdo do ensaio. Se o
sinal quimioluminescente na amostra for menor que o sinal de corte, a amostra ¢ considerada ndo

reativa para HBeAg .

Figura 9 - Equipamento Architect Abbott

4.6.3 Quantificacio do VHB DNA — PCR Real Time

A quantificacdo do VHB DNA foi realizada no setor de Biologia Molecular do Laboratério
Central de Saude Publica de Sergipe (Fundacao Parreiras Horta). A técnica utilizada foi a Reagao
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (PCR Real Time), com o uso de equipamentos
completamente automatizados que baseia-se em dois processos principais: (1) Extracdo do DNA
do VHB (Ampliprep) e (2) amplificacdo e deteccao simultaneas por PCR do DNA alvo (Cobas®
Tagman 48) (Roche Molecular Systems, Branchburg, USA).

Este sistema requer todo material descartdvel e apenas dois tnicos contatos do técnico com

as amostras: na pipetagem destas para os tubos que vao para o ampliprep e no transporte do
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suporte (“k-carrier”’) com os “k” tubos (com as amostras do DNA extraido + o master mix) para

0 Cobas® Tagman 48, diminuindo assim os riscos de contaminagao.

!$ -

&

v

Figura 10: 1 - Cobas® AmpliPrep Roche Diagnostics; 2 - Cobas® TagMan 48

Este teste utiliza ainda, um padrao de quantificacdo (PQ), que funciona como um controle
interno para cada amostra; através dele ¢ possivel detectar um processamento inadequado na
extragdo do DNA do VHB e também detectar a presenga de substincias inibidoras na reacao.
Trata-se de uma estrutura de DNA nao infeccioso que contém sequéncias de VHB com locais de
ligag@o ao iniciador idénticos aos do DNA alvo do VHB e uma regido tnica de liga¢do da sonda
que permite que o amplicon do PQ do HBV se distinga do amplicon do HBV. Este padrao de
quantificacdo tem valor conhecido e ¢ incorporado a cada amostra para ser submetido aos
mesmos passos de preparagdo, amplificacdo e detecgao.

A Mistura Principal (Master Mix) foi desenvolvida para assegurar a quantificacdo

equivalente dos genotipos A a G do VHB.

4.6.3.1 Extraciao do DNA

Foi realizada no sistema automatizado COBAS® AmpliPrep e utilizou-se 850ul do
plasma do paciente.

O processo de extragdo baseia-se na tecnologia das particulas magnéticas, utilizando-se
um processo de extracdo por captura para andlise no sistema COBAS® TagMan. As particulas
virais do VHB sdo lisadas por incubagdo a temperatura elevada com uma protease ¢ tampao de
lise, que liberta acidos nucleicos e protege o DNA do VHB libertado das DNAses no plasma.
Introduz-se um nimero conhecido de moléculas de PQ do DNA do VHB em cada amostra, em

conjunto com o reagente de lise e particulas magnéticas de vidro. Subsequentemente, a mistura €
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incubada e o DNA do VHB e o DNA do PQ do VHB ligam-se a superficie das particulas de
vidro. As substancias nao ligadas, como sais, proteinas e outras impurezas celulares sao
removidas durante a lavagem das particulas magnéticas de vidro.

Depois da separacao das esferas e conclusdo dos passos de lavagem, os acidos nucleicos
adsorvidos sdo eluidos com uma solugao aquosa.

A amostra processada, contendo as particulas magnéticas de vidro bem como o DNA do
VHB e o DNA do PQ libertados ¢ adicionada a mistura de amplificagdo em k-tubos que sdo
transferidos para o analisador COBAS® Tagman 48 onde ocorre a amplificacdo e deteccao dos

produtos da PCR.
4.6.3.2 Amplificacido e Deteccao do VHB DNA

O DNA do VHB alvo e o DNA do PQ do HBV sdao amplificados e detectados
simultaneamente por clivagem de uma sonda oligonucleotidica duplamente marcada especifica
para o alvo e especifica para o PQ.

O termociclador do analisador COBAS® Tagman 48 aquece a mistura de reacdo para
desnaturar as duplas cadeias de DNA produzidas e expor as sequéncias alvo do iniciador
especifico do DNA do VHB e do DNA do PQ do VHB. A medida que a mistura arrefece, os
iniciadores formam um anel com o DNA alvo. Na presenca de Mn?> e de excesso
desoxinucleotideos trifosfatos (dANTPs) a polimerase termoestavel prolonga os iniciadores
ligados ao longo do modelo alvo para produzir uma molécula de DNA de dupla cadeia
denominada amplicon. Este processo ¢ repetido durante um determinado niimero de ciclos, que €
pré programado no analisador COBAS® Tagman 48 para multiplicar a quantidade de DNA
amplicon. SO ocorre amplificacdo na regido do genoma do VHB que se encontra entre os
iniciadores; ndo se amplifica todo o genoma do VHB.

A utilizagdo de sondas fluorescentes duplamente marcadas permite a deteccdo em tempo real
dos produtos amplificados da PCR através do monitoramento da emissdo da intensidade dos
corantes sinalizadores fluorescentes libertados durante o processo de amplificacdo. As sondas
consistem de sequéncias oligonucleotidicas especificas para o VHB e especificas para o PQ do
VHB com um corante sinalizador (“reporter””) e um corante supressor (“quencher”).

As sondas do VHB ¢ do PQ do VHB estdo marcadas com diferentes corantes sinalizadores
fluorescentes. Quando estas sondas estdo intactas, a fluorescéncia do corante sinalizador é
suprimida pela proximidade do corante supressor devido aos efeitos de transferéncia de energia.

Durante a PCR, a sonda hibridiza-se a uma sequéncia alvo e ¢ clivada pela atividade da
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nucleasse 5° — 3’ da polimerase do DNA termoestavel. Quando os corantes de sinalizagdo e de
supressao sdo libertados e separados, a supressdo deixa de ocorrer e ¢ aumentada a atividade
fluorescente do corante sinalizador. A amplificagdo do DNA do VHB e do DNA do PQ do VHB
¢ determinada independentemente em diferentes comprimentos de onda. Este processo € repetido
durante um numero designado de ciclos. O ciclo de PCR onde uma curva de crescimento inicia
um crescimento exponencial estd relacionado com a quantidade de material iniciador no
principio da PCR.

O analisador COBAS® Tagman 48 determina automaticamente a concentracdo do DNA do
VHB, comparando o sinal do VHB com o sinal do PQ em cada amostra e controle. Os resultados
sao expressos em Unidade Internacionais (Ul/ml) e visualizados no Cobas® Amplilink

(software).

4.7 ANALISE DOS PRONTUARIOS:

Foram coletados as seguintes informacdes dos prontudrios dos pacientes referentes ao
periodo do estudo: anti HIV, anti HCV, AST, ALT, bidpsia hepatica, informagdes sobre a

utilizacdo ou nao de medicamentos e procedéncia.

4.7.1 Aminotransferases (ALT/AST)

Os niveis das aminotransferases AST e ALT foram avaliados em relacdo ao namero de
vezes que ultrapassavam o limite superior da normalidade, visto que os exames foram realizados
em diferentes laboratérios com diferentes valores de referéncia. Foram considerados apenas as

enzimas com periodo maximo de 2 meses do dia da realizag¢do da sorologia/PCR.

4.7.2 Biopsia Hepatica

Dos 128 pacientes incluidos no estudo, 47 foram submetidos a bidpsia hepatica por
indicagdo médica. Nenhuma bidpsia foi realizada para este estudo especifico.

Todas as bidpsias foram realizadas no Servigo de Hepatologia do Hospital Universitario
da Universidade Federal de Sergipe onde os critérios para a classifica¢do histologica incluiram o
estadiamento da fibrose e o grau de atividade inflamatdria segundo a classificacdo Metavir
(DESMET et al., 1994; GAYOTTO, 2000). O estadiamento da fibrose variou de 0 a 4 (0 -
fibrose ausente; 1 - fibrose portal sem septos; 2- fibrose portal com poucos septos 3 - fibrose
portal com numerosos septos e 4 - cirrose). O grau de atividade histologica foi, também, avaliado

levando-se em consideragdo a atividade inflamatoria na regido portal, peri-portal e lobular,
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usando-se os seguintes critérios: 0 - sem atividade histologica, 1 — atividade histologica leve; 2 —
atividade histoldgica moderada; 3 — atividade histologica severa.

Para facilitar a analise estatistica, os pacientes foram divididos dentro de cada grupo em
duas categorias de acordo com o grau das lesdes histoldgicas: 1- Sem fibrose significante ou leve
(FO e F1) e 2- com fibrose clinicamente significante ou severa (F2, F3 e F4). Os pacientes foram
também subgrupados de acordo com o grau de atividade necroinflamatéria em: 1- Sem atividade

ou pouca atividade (A0 e A1) e 2- com atividade moderada a intensa (A2 e A3).

4.8 BIOSSEGURANCA

Todas as analises laboratoriais foram realizadas com as condigdes de biosseguranga
necessarias. O descarte de material bioldgico e quimico seguiu todas as normas de biosseguranga

j& empregadas na Instituigao.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram gerenciados no software EXCEL e os calculos estatisticos foram
realizados através do programa SPSS ( Statistical Package for Social Sciences) versao 19.0.

Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk para avaliar o pressuposto de normalidade.

As variaveis categoricas foram apresentadas através de frequéncias e percentuais com
intervalo de confianca de 95% quando pertinente. Para o teste de hipdteses relativas as mesmas,
utilizou-se o teste Qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher quando mais adequado.

As variaveis quantitativas foram expressas em mediana e percentil 25 e 75. A
comparacao das variaveis quantitativas entre os grupos HBeAg positivos ¢ HBeAg negativos foi
realizada mediante o teste de Mann Whitney para amostras independentes ou teste t de Student.

Para a analise das correlagdes entre os niveis de marcadores laboratoriais utilizou-se o
teste de Spearman (com valores entre 0 e 1, entendendo-se que quanto mais proxima de 1, mais
perfeita é a correlagdo, onde sdo classificadas como fraca (< 0,30), regular (0,30-0,60), forte
(0,61-0,90) e muito forte (>0,90). Considerou-se que as correlagdes possuiam significancia

estatistica quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

Do total dos 136 pacientes portadores de hepatite B cronica selecionados para o estudo,
finalizou-se com uma amostragem de 128 participantes apods aplicagao dos critérios de exclusao.

Os dados relativos a caracterizacao geral destes pacientes encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas demograficas, epidemioldgicas, clinicas e virologicas dos 128
pacientes portadores de hepatite B cronica acompanhados no Servico de Hepatologia do HU/SE.
Aracaju- 2012

Caracteristicas n %
Idade
18-39 64 50,0
40-59 54 422
>60 10 7.8
Género
Feminino 51 39,8
Masculino 77 60,2
Tratamento
Sim 50 39,1
Nao 78 60,9
Procedéncia
Aracaju 47 36,7
Interior de Sergipe 78 60,9
Bahia 03 2,4
HBeAg+ 25 19,5
VHB DNA>2000 UI/ML 40 31,3

HBsAg>250 UI/ML 115 89,8
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Neste estudo, a faixa etaria mais frequente foi de 18 a 39 anos com idade média de 38,9 +
11,8 anos com minima de 18 e maxima de 74 e houve predominio do género masculino com
60,2% (77/128) pacientes. A idade média foi maior entre os HBeAg negativos do que nos
HBeAg positivos (39,6 + 11,8 x 36,1£12), porém, sem significancia estatistica (p=0,19).

Em relagdo ao tratamento, 39,1% (50/128) dos pacientes recebiam terapia antiviral.

A maioria dos pacientes selecionados era proveniente do interior do estado de Sergipe
60,9% (78/128), 36,7% (47/128) eram de Aracaju e 2,4% (3/128) do interior da Bahia.

Dos 128 pacientes, 25 (19,5 %) expressavam o antigeno “e” (HBeAg).

A quantificagdo do VHB por PCR em tempo real evidenciou valores que oscilaram de
indetectavel (< 12 Ul/ml) até 445.000.000 Ul/ml (log 8,65). Em 89,8 % (115/128) o HBsAg
apresentou valores > 250 UI/ML.

Como na literatura a hepatite B cronica geralmente ¢ dividida de acordo com a
positividade ou nao do antigeno “e” (HBeAg), para uma melhor caracterizagdo e entendimento
do perfil laboratorial destes pacientes, optou-se, neste estudo, por fazer esta estratificacao.

Houve predominio de pacientes com ALT alterada (>1x LSN) no grupo HBeAg reagente
66,7% (14/21) quando comparados com o grupo HBeAg ndo reagente 11,3% (9/80) (p=
<0,0001).

A distribuicdo dos valores das aminotransferases (ALT e AST) foram significativamente
diferentes (p<<0,0001) entre os grupos com e sem positividade para HBeAg. As medianas foram
maiores no grupo HBeAg reagente tanto para ALT (1,81 contra 0,52 LSN, p <0,0001) como
para AST (1,76 contra 0,57 LSN, p<0,0001).

Os pacientes que eram HBeAg reagente também foram os que apresentaram os maiores
valores de carga viral do VHB DNA (mediana 1.650 x10° contra 170 Ul/ml, p <0001) ¢ de
HBsAg (mediana 9.840 contra 3.905 Ul/ml, p 0,01).

Todos estes dados estao demonstrados na Tabela 2 e 3 abaixo.
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Tabela 2 - Comparagdo da idade e perfil laboratorial dos pacientes portadores de hepatite B
cronica de acordo com o status do HBeAg. Aracaju-2012

Caracteristicas HBeAg positivo HBeAg negativo ¢]
(n,%) (n,%)

*IDADE (Média) 36,1112 39,6 +11,8 0,19

ALT <0,0001

>1x LSN 14/21 (66,7%) 9/80 (11,3%)

<1x LSN 7/21 (33,3%) 71/80 (88,7%)

AST <0,0001

>1x LSN 14/21 (66,7%) 7/80 (8,7%)

<1x LSN 7/21(33,3%) 73/80 (91,3%)

VHB DNA <0,0001

Indetectavel 3/25 (12,0%) 34/103 (33,0%)

[12 - 2.000 UI/ML] 3/25 (12,0%) 48/103 (46,6%)

]2.000 — 20.000U1/ML] 2/25 (8,0%) 16/103 (15,5%)

>20.000 UI/ML 17/25 (68%) 5/103 (4,9%)

HBsAg 0,05

<250 0/25 (0%) 13/103 (12,6%)

[250 — 2.000 UI/ML] 2/25 (8,0%) 23/103 (22,3%)

]2.000 — 20.000 UI/ML] 20/25 (80%) 56/103 (54,4%)

>20.000 UI/ML 3/25 (12,0%) 11/103 (10,7%)

BIOPSIA

Atividade 0/1 4/7 (57,2%) 21/40 (52,5%) 0,82

Atividade 2/3 3/7 (42,8%) 19/40 (47,5%)

Fibrose 0/1 6/7 (85,7%) 18/40 (45,0%) 0,05

Fibrose 2/3/4

1/7 (14,3%)

22/40 (55,0%)

*Idade expressa como média + desvio padrao

LSN = limite superior de normalidade
Teste Qui-quadrado ou exato de Fisher
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Tabela 3 - Comparagdo entre os exames laboratoriais dos pacientes portadores de hepatite B
cronica de acordo com o status do HBeAg. Valores expressos em mediana. Aracaju-2012

HBeAg positivo HBeAg negativo
VARIAVEIS p*
Mediana(P25%;P75%) Mediana(P25%;P75%)
ALT (LSN) 1,81 (0,77; 3,03) 0,52 (0,40;0,65) <0,0001
AST (LSN) 1,76 (0,83; 3,12) 0,57 (0,48; 0,75) <0,0001
VHB DNA (U/ML) 1.650x10° (2.725; 1,1x10% 170 (0; 929) <0,0001
HBsAg (U/ML) 9.840 (52,49; 13905,0) 3.905 (940; 11600) 0,01

LSN = Limite superior da normalidade
Teste de Mann Whitney

Dos 128 pacientes com hepatite B cronica (definida como persisténcia do HBsAg por
mais de 6 meses), 37 (28,9%) apresentaram uma carga viral indetectavel, e destes, 34 (91,89%)
estava fazendo o uso de antiviral no momento da coleta .

De acordo com as indicagdes clinicas, 47/128 (36,7%) pacientes foram submetidos a
bidpsia hepatica.

A histologia hepatica, segundo critérios METAVIR, revelou atividade inflamatoria
moderada a intensa (A2/3) em 22/47 pacientes (46,8%) e fibrose clinicamente significativa ou
severa (F2/3/4) em 23/47 pacientes (48,9%).

A Tabela 2 permitiu analisar que ndo houve diferencga estatisticamente significante entre
os graus de atividade quando comparados os grupos HBeAg positivo ¢ HBeAg negativo
(p=0,82).

Em relacdo a fibrose, o grupo HBeAg negativo apresentou niveis mais avangados de
fibrose (F2/3/4) do que o grupo HBeAg positivo (p=0,05).

Considerando-se todos os pacientes (n=128), existiu uma fraca correlagdo entre os niveis

de HBsAg e VHB DNA, conforme ilustrado no Grafico 1.
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Grafico 1: Correlagdo global entre os niveis de HBsAg e VHB DNA. N=128

A correlacdo entre os niveis de HBsAg e de VHB DNA continuou fraca e sem
significancia estatistica quando se considerou apenas os pacientes HBeAg positivos (*p=0,233
p=0,263) e quando se considerou apenas os pacientes HBeAg negativos (*p=0,162 p=0,101).

Porém, existiu uma forte correlagdo entre o HBsAg e o VHB DNA nos pacientes que
apresentaram o HBeAg reagente ¢ VHB DNA >20.000 Ul/ml (*p=0,690; p=0,02) como

representado no Gréfico 2.
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Grafico 2- Correlacdo entre os niveis de HBsAg ¢ VHB DNA >20.000UI/ml nos pacientes
HBeAg positivos
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Quando esta mesma correlagdo (HBsAg x VHB DNA) foi realizada apenas com os
pacientes que estavam fazendo o uso da terapia antiviral ndo existiu correlagdo estatisticamente
significante (*p= -0,061; p= 0,673) mas existiu uma correlacdo regular entre estes dois

marcadores nos pacientes que nao estavam em tratamento (*p= 0394; p <0,001). Grafico 3
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Grafico 3- Correlacdo entre os niveis de HBsAg ¢ VHB DNA nos pacientes que ndo estavam
em tratamento.

Nao se observou associagdo estatisticamente significativa entre os niveis de HBsAg e
HBeAg, nem quando se considerou apenas os HBeAg positivos (*p= 0,121; p= 0,565) ¢ nem
apenas os HBeAg negativos (*p =-0,067; p=0,501).

Quando se analisou apenas os pacientes HBeAg positivos, a correlagdo entre os valores

de VHB DNA e de HBeAg foi regular como ilustrado no Gréfico 4.
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Nao foi encontrada associagdo significativa entre o0 HBsAg e as aminotransferases ALT
(*p =0,023; p=0,817) e AST (*p =0,007; p=0,941).

A Tabela 4 mostra que a distribui¢do dos valores de HBsAg nao diferiu entre os graus de
fibrose (p=0,20) e atividade (p=0,17). Desse modo, mesmo os niveis de HBsAg sendo menores

para os graus de atividade e fibrose mais avancgadas, ndo houve significancia estatistica.

Tabela 4: Relagdo entre os niveis de HBsAg e grau de atividade e fibrose

VARIAVEIS p*
Fibrose grau 0 ou 1 Fibrose grau 2 ou 3o0u 4
HBsAg (Ul/ml) 7927,5 (2725,8; 14532,5) 3785,0 (282,0; 11600,0) 0.20
Atividade grau 0 ou 1 Atividade grau 2 ou 3
HBsAg (Ul/ml) 7370,0 (1865; 15080) 3787,5 (303,8; 11100) 0,17

Valores expressos na forma de mediana (p25%; p75%). Teste de Mann Whitney
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6 DISCUSSAO

Considerando que pesquisas que possibilitem uma melhor relagdo de custo-efetividade
no manejo da hepatite B cronica sdo importantes para garantir a sustentabilidade do acesso
universal ao tratamento (BRASIL, 2010), o presente estudo se propds a investigar se 0 HBsAg,
quando quantificado, poderia auxiliar ou ser uma alternativa para a carga viral do VHB DNA no
monitoramento da replicacao viral. Além de avaliar a relagdo entre a quantificacdo do HBsAg
com o VHB DNA, foi realizada a correlacdo do HBsAg com o HBeAg, ALT, AST e bidpsia
hepatica (atividade inflamatoria e fibrose ).

Neste estudo, mais da metade da populagdo constitui-se de individuos do género
masculino (60,2%). Blumberg (2006) também demonstrou que os homens evoluem mais
frequentemente para doenga cronica, enquanto as mulheres apresentam maiores taxas de
clareamento viral.

O aumento da propensdo dos homens para cronicidade pode ser explicado pelo efeito
protetor do estradiol, o qual induz a producao do INF-y, auxiliando na soroconversao para o anti-
HBs e anti-HBe nos casos agudos, além do seu efeito antioxidante, promovendo um curso mais
benigno nas mulheres. (SHIMIZU et al., 2007).

A idade média dos 128 pacientes foi de 38,91 + 11,8, resultado semelhante ao encontrado
por Alghamdi et al. (2013) em seu estudo. Quando observados os pacientes HBeAg positivos
notou-se uma média de idade menor (36,1 £+ 12) do que a média dos pacientes HBeAg negativos
(39,6 = 11,8). Isto provavelmente se associa a doenca de mais longa data nos HBeAg negativos.
Em uma populacgao infectada ha mais tempo normalmente surge um maior nimero de mutantes
pré-core devido a pressdo imunoldgica (CARMAN et al., 1997).

Foi alto o percentual de casos de hepatite cronica HBeAg negativo na populagdo
estudada (80,5%). Uma maior prevaléncia de HBeAg negativo também foi registrada em outros
trabalhos por varios autores (ALGHAMDI et al., 2013; LIM et al., 2006; RESENDE et al.,
2005). Possivelmente, a maioria dos pacientes com infec¢do pelo VHB tenha se infectado ha
muito tempo (CHU et al., 2003).

Em estudo anterior realizado no Servico de Hepatologia da Universidade Federal de
Sergipe, 87% dos pacientes portadores cronicos do VHB também foram HBeAg negativos

(SANTOS et al., 2009).
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Os niveis de VHB DNA e de HBsAg no nosso estudo foram mais elevados nos
portadores HBeAg positivos, evidenciando a atividade de replicacdo viral neste pacientes, o que
também foi registrado por varios autores (DEGUCHI et al., 2004; LEE et al., 2010; NGUYEN et
al.,2009; POOVORAWAN et al., 2012).

A ALT também foi mais elevada nos pacientes HBeAg positivos. Como se sabe, os
pacientes HBeAg positivos costumam apresentar maiores elevagdes de ALT sérica do que os
HBeAg negativos, decorrente de uma maior viremia presente nos mesmos (TONETO, 2009).

Essa maior taxa de replicacdo viral, com provavelmente maior grau de inflamacdo nos
pacientes HBeAg positivos também foi observada em pesquisas anteriores (BONINO;
BRUNETO, 2003; TSUGENO et al., 2002).

Estudos em diferentes contextos clinicos da infec¢do por VHB tem sugerido a
quantificacio do HBsAg sérico como marcador substituto dos niveis do VHB DNA
(ALGHAMDI et al., 2013) mas resultados conflitantes tem sido relatados (TERIAKY; AL-
JUDAIBI, 2013).

Da mesma forma que Lee et al. (2010), em estudo realizado na Coréia com 565
pacientes, os nossos resultados sugerem que o HBsAg reflete o VHB DNA na fase inicial da
replicacdo da hepatite B cronica quando os niveis de HBsAg, HBeAg e carga viral do VHB
DNA estao elevados. Foi observada uma forte correlacio entre os niveis de HBsAg e VHB DNA
nos pacientes que eram HBeAg positivos e apresentaram uma carga viral elevada >20.000Ul/ml.
A maioria destes pacientes ndo estava em tratamento (82,35%) e encontrava-se, provavelmente,
na fase da hepatite cronica HBeAg positiva (Imunoativa) caracterizada pela presenca de altos
titulos de HBeAg, HBsAg e VHB DNA. Isso pode ocorrer porque ainda ndo houve mutagdes na
regido pré core/core e nem a integragdo do DNA viral ao nticleo dos hepatdcitos do hospedeiro.
Essa integragao ocorre na fase de portador inativo (BRASIL, 2010).

No entanto, ¢ importante ressaltar que o nimero de pacientes com este perfil foi pequeno
(n=17), sendo necessario estudos adicionais do tipo longitudinal, com uma amostragem maior,
para elucidar a correlagdo do HBsAg com o VHB DNA de acordo com a fase clinica da hepatite
B cronica.

No presente trabalho, a correlagdo global entre o HBsAg quantitativo e o VHB DNA foi
fraca (*p = 0,197 p= 0,026), resultado também encontrado em outros estudos (LEE et al., 2010;
LEE et al., 2012; MANESIS et al., 2011).

A correlagdo entre os niveis de HBsAg ¢ de VHB DNA continuou fraca e sem
significancia estatistica quando se considerou apenas os pacientes HBeAg positivos (*p=0,233

p=0,263) e quando se considerou apenas os pacientes HBeAg negativos (*p=0,162 p=0,101).
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Foi demonstrado, em alguns trabalhos, que o HBsAg se correlaciona com os nivel de
VHB DNA e com o cccDNA intra-hepatico, mas que estes podem variar nas diferentes fases da
doenga (JAROSZEWICZ et al., 2010; NGUYEN et al., 2010, THOMPSON et al., 2010).

Deguchi et al. (2004) relataram que o HBsAg se correlaciona com o VHB DNA. Ozaras
et al. (2008) também informaram que existe boa correlacdo entre estes dois marcadores e
sugeriram que o HBsAg quantitativo poderia substituir o VHB DNA no monitoramento da carga
viral.

Contradizendo as afirmativas anteriores, Kuhns et al. (2004) e Ganji et al. (2011) ndo
encontraram correlacdo significativa entre o HBsAg e o VHB ¢ o estudo de Ozdil et al. (2009)
mostrou uma correlacdo negativa entre eles.

Acredita-se que esta discrepancia nos resultados de correlagdo entre o HBsAg e o VHB
DNA possa ocorrer devido a natureza altamente dinamica e complexa do VHB, nas diferentes
fases da historia natural da hepatite B cronica, podendo resultar em alguns portadores inativos
reativando a replicacdo do VHB e vice-versa (JAROSZEWICZ, 2010), e que também esteja
associada aos genotipos e mutagdes do VHB no gen S e core (LEE, 2010).

Apesar de ndo realizar a genotipagem neste estudo, podemos esperar que a maioria dos
pacientes sejam infectados com o genotipo A porque este foi o genodtipo mais frequente (81%)
em estudo realizado no servigo de Hepatologia do Hospital Universitario de Sergipe (SENA,
2010).

Outra possivel explicacdo para a falta de correlagdo entre os titulos de HBsAg e de VHB
DNA ¢ que a produgdo do HBsAg pelo cccDNA ¢ independente da replicacdo do virus
(ALGHAMDI, 2013; CHAN et al., 2007). Além do virion completo (particula DANE), a célula
infectada libera também as particulas nao infecciosas incompletas (esféricas e filamentosas) que
sdo também constituidas de HBsAg. Todas as trés formas sdo detectadas no soro com ensaios
comerciais de HBsAg (LEE; AHN, 2011).

Existe também o fato de que maioria dos antivirais consegue eliminar a atividade da
polimerase, inibindo a produgdo do virus, mas pode ndo afetar a producdo do HBsAg pois os
niveis de cccDNA sao preservados (ALGHAMDI, 2013; CHAN et al., 2007, CHAN et al.,
2011., NGUYEN, 2009). Esta interferéncia do antiviral na correlagdo entre o HBsAg e o VHB
DNA foi evidenciada no nosso estudo. Dos 37 pacientes portadores de hepatite B cronica
(HBsAg positivo por mais de 6 meses) que apresentaram carga viral indetectavel, (91,9%) estava
fazendo o uso de antiviral no momento da coleta. Além disso, foi observada uma correlagao

regular entre o HBsAg e o VHB DNA nos pacientes que ndo estavam em tratamento (*p= 0394;



51

p <0,001) e ndo existiu correlagdo significante nos pacientes em tratamento (*p= -0,061; p=
0,673).

Para Lee; Ahn (2011), a quantificagdo seriada do HBsAg nos casos em que o VHB DNA
¢ indetectavel ¢ muito util e pode ser utilizada para determinar o ponto final da terapia e validar a
durabilidade dos agentes virais. O declinio dos niveis de HBsAg durante a terapia ¢ um forte
preditor de resposta viral sustentada apos o tratamento.

Além disso, a quantificacio do HBsAg pode identificar com antecedéncia, os portadores
cronicos da hepatite B HBeAg (-), que s@o susceptiveis de reativar e que podem se beneficiar da
terapia pois uma propor¢ao significativa de pacientes que soroconvertem o HBeAg e negativam
o VHB DNA reativam a hepatite B apés o tratamento (JAROSZEWICZ et al., 2010;
MARTINOT-PEIGNOUX et al., 2013).

Borgniet et al. (2009), em estudo retrospectivo constatou que a cinética de degradacao do
HBsAg ¢ mais lenta que a de VHB DNA; a eliminagdo do HBsAg ocorre varios anos (1 a 5
anos) ap6s o desaparecimento do VHB DNA do soro. Essa cinética de decomposi¢ao também foi
encontrada por Kohmoto et al., em 2005. Em comparacdo com o VHB DNA, os niveis de
HBsAg sdo significativamente mais estaveis ao longo do tempo (LOGGI et al., 2013).

Segundo Ben Slama et al. (2010), a concentragdo sérica do HBsAg esta fortemente
correlacionado com o cccDNA e ele fornece informagdes adicionais ao VHB DNA, nao so
porque reflete a produgdo de particulas virais infecciosas, mas também o niimero de células
infectadas.

Alguns estudos mostram que baixos niveis de HBsAg no pré tratamento ¢ melhor do que
a quantificacdo do VHB DNA para identificar os pacientes que terdo uma melhor resposta a
terapia sem o risco subsequente de reativacio (CHAN et al., 2007; LOGGI et al., 2013;
MARTINOX-PEIGNOUX et al., 2013).

A informa¢do fornecida pela quantificacio do HBsAg no soro ¢ diferente mas
complementar a do VHB DNA no soro. Assim, a quantificagdo de HBsAg nao deve ser utilizada
como um substituto para as medidas de VHB DNA na prética clinica (CHAN et al., 2011;
JANSSEN et al., 2012; LOGGI et al., 2013; TERIAKY; AL-JUDAIBI, 2013).

A utilizagdo combinada dos dois marcadores pode ser muito util para definir a condigdo
especifica do portador de VHB ao longo das fases altamente dinamicas da infec¢do crdonica por
VHB (JANSSEN et al., 2012; MARTINOT-PEIGNOUX et al., 2013).

Neste estudo ndo existiu uma correlagdo estatisticamente significante entre os niveis
circulantes de HBsAg ¢ HBeAg, nem quando se considerou apenas os HBeAg positivos (*p

=121 p= 0,565). Mas o nivel de HBsAg foi maior nos pacientes HBeAg (+), do que nos HBeAg
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(-), o que também foi evidenciado por outros autores (CHAN et al.,, 2011; MARTINOT-
PEIGNOUX et al.,2013).

Este resultado ndo esta de acordo com os achados Deguschi et al. (2004), que encontrou
uma correlagdo regular entre estes dois marcadores (r=0,563 p<0,01).

Um estudo realizado na Gambia, onde os pacientes portadores cronicos do VHB foram
acompanhados por 19 anos, concluiu que os niveis de HBeAg e do VHB DNA baixam mais
rapido do que o do HBsAg (MENDY et al., 2008).

Nosso trabalho comprovou a existéncia de uma correlagao regular entre o VHB DNA e o
HBeAg (*p = 0,444 p=0,026).

A presenca do antigeno “e” geralmente esta associada com a positividade do DNA viral
no soro e com alto risco de transmissdo da infec¢do. Seu desaparecimento na fase aguda da
doenca, sucedido do desaparecimento do HBsAg, ¢ sugestivo de evolucdo para a cura
(DECKER, 1998). No entanto, o HBeAg pode estar ausente em alguns portadores cronicos da
hepatite B, sem significar, necessariamente, remissdo da doenga. Isso ocorre devido a mutagdes
na regido pré-Core/Core do genoma viral podendo resultar em pacientes com carga viral elevada
apesar do antigeno “e” ausente (OMATA, 1991; PINHO, 2003; TONG et al., 2005; OZARAS,
2008).

Assim como no estudo de Jaroszewicz et al. (2010) e de Thompson et al. (2010), ndo foi
encontrada associagdo do HBsAg com as transaminases. Tanto a ALT como AST sdo enzimas
associadas a danos celulares. A alanina aminotransferase (ALT), enzima encontrada no
citoplasma celular, ¢ um indicador utilizado na pratica clinica para avaliar injuria hepatocelular.
Sabe-se que ¢ mais especifica que a aspartato aminotransferase (AST), pois essa ultima encontra-
se ndo apenas no citoplasma, mas também nas mitocondrias; pode também ser detectada em
outros tecidos além do figado, como musculatura estriada, miocardio, cérebro e rins
(GIANNINTI, 2005).

Neste estudo, os niveis mais avangados de fibrose (F2/F3/F4) foram encontrados nos
pacientes HBeAg negativos em comparacdo com os HBeAg positivos (p= 0,05) e isto pode
ocorrer porque, provavelmente, o grupo HBeAg negativo tem hepatite B mais antiga e pode ter
sofrido mais inflamag¢des que o grupo HBeAg positivo (HONG et al.,2014).

A distribuicdo dos valores de HBsAg ndo diferiu entre os graus de fibrose (p=0,20) e
atividade (p=0,17). Desse modo, mesmo os niveis de HBsAg sendo menores para os graus de
atividade e fibrose mais avangadas, ndo houve significancia estatistica. Martinot-Peignoux et al.
(2013), Poovorawan et al. (2012), e Seto et al. (2012) também encontraram menores niveis de

HBsAg nas fibroses mais avancadas. A explicagdo para este achado ainda ndo esta clara. Pode
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ser devido a retencdo de HBsAg dentro das células, em vez de secrecio (MARTINOT-
PEIGNOUX et al., 2013), pode estd relacionada com as diferentes fases imunologicas da
hepatite B cronica (SETO et al., 2012) e pode ser devido a alteracdo prejudicada da sintese de
HBsAg por alguns hepatocitos (HONG et al., 2014).

A bidpsia hepatica ¢ o padrao ouro para determinar o grau de lesdo hepatica, sendo que
multiplas etiologias podem ser responsaveis por lesdes hepéticas em um determinado paciente. O
VHB replica nos hepatocitos, mas ndo ¢ diretamente citopatico e as lesdes no figado geralmente
sdo ocasionadas pelo sistema imunoldgico do paciente, na tentativa de eliminar o virus (MANI;
KLEINER ; 2009). Shafaei et al. (2013) destaca ainda que além da resposta imune, a gravidade
da lesao hepatica pode estar relacionada a fatores virais, tais como o genotipo de VHB e
mutagdes nas regides pré-core / core promoter.

Frente aos grandes desafios que a complexa infeccdo pelo virus da hepatite B impde
como problema de satde publica, pesquisas sobre o diagnostico e monitoramento desta infec¢ao
ainda sdao necessarias. Quanto melhor for as condi¢des de monitoramento e intervengao
terapéutica, menores serao as taxas de morbi-mortalidade, que ainda permanecem alarmantes.

Sem duvida que estudos futuros com aumento de casuistica e outras correlagdes serdao
necessarios para ratificagdao dos resultados e contribuirdo para esclarecimentos de questdes ainda
permanecem divergentes com o intuito de se fazer o uso maximo do HBsAg quantitativo, para

elucidar ainda mais o seu papel na pratica clinica.
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7 CONCLUSAO

Foi verificada fraca correlagdo entre os niveis séricos de HBsAg e a Carga Viral do VHB

DNA;

* Detectou-se forte correlagdo entre 0 HBsAg e o VHB DNA VHB DNA em pacientes
HBeAg positivos e carga viral >20.000UI/ml;

* Existiu uma correlacdo regular entre 0 HBsAg e o VHB DNA nos pacientes que ndo
estavam em tratamento;

* Nao ha correlagdo entre os niveis séricos do HBsAg e do HBeAg independente da
positividade do HBeAg;

* Nao foi verificada associagdo entre o HBsAg e os niveis de transaminases (ALT, AST);

* Nao existiu relagdo do HBsAg com o grau de atividade inflamatdria e nem com o estagio

de fibrose na bidpsia hepatica.
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APENDICE A

SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE MEDICINA
HOSPITAL UNIVERSITARIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado senhor(a),

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), de uma pesquisa sobre a
hepatite B. Este documento ird lhe fornecer informagdes importantes sobre a mesma. Por favor, leia as
instrucOes abaixo atentamente e esclarega suas duvidas para decidir se autoriza, ou ndo, a sua
participacdo neste estudo.

TITULO DO PROJETO: QUANTIFICAGAO DO HBsAg: UMA NOVA PERSPECTIVA PARA O
MONITORAMENTO DA HEPATITE B CRONICA.
PESQUISADOR PRINCIPAL: Prof. Dr. Alex Vianey Callado Franca
OBJETIVO DO ESTUDO: Avaliar a correlagdo entre os niveis de HBsAg e a carga viral do HBV DNA em
pacientes com hepatite B Cronica.
IMPORTANCIA DO ESTUDO: Este estudo serd importante pois estara avaliando se o HBsAg pode ser uma
nova ferramenta para a monitorizagdo viroldgica da hepatite B crénica. Uma alternativa mais barata, de
facil execucdo, que se comprovadamente eficaz, ird beneficiar indmeros portadores do HBV.
CONDUCAO DO ESTUDO: Serdo coletadas amostras sangiiineas para analise do HBsAg quantitativo,
HBeAg e para a carga viral do VHB DNA. Também sera realizada a genotipagem dos pacientes que ainda
ndo tiverem o resultado deste exame no prontuario. Informacdes sobre dados laboratoriais
complementares serdo colhidas do prontuario médico. O soro sobressalente serd congelado na soroteca
para outras pesquisas de Hepatite.
RISCOS: Esta investigacdo ndo oferece riscos aos participantes. Este procedimento sera realizado por
profissional devidamente capacitado e com material estéril descartavel.
BENEFICIOS: Ndo ha nenhum beneficio direto para vocé. Se concordar em participar deste estudo,
estara ajudando a outros, no futuro.
CONFIDENCIALIDADE: O sigilo e o carater confidencial das informagdes serdo garantidos. Os dados e
resultados serdo armazenados e analisados na forma de cdédigos e o seu nome ndo constard nas
conclusdes e publicagdes da pesquisa.
OBS:

* Vocé ndo terda nenhuma despesa e também nado serad pago para participar deste estudo.

* A qualquer momento vocé pode deixar o estudo
Abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima, concordo em participar da pesquisa:

Paciente (sujeito da pesquisa)

Pesquisador

Aracaju, de 20




APENDICE B
BANCO DE DADOS PESQUISA

N Sl\li_i‘lzo Idade Tr;N;zl‘[lzilz “ VHB I\J/g(; HBSAG HBEAG (,? (S;E) ($(L;:) Amif::)pm:bme Cidade

1 1 28 1 0 0 11524 0,48 0 0 | Aracaju

2 1 42 2 287 2,46 1450 0,53 050 | 074 Gléria

3 2 19 2 110000000 | 8,02 24398 396,68 186 | 2,33 Aracaju

4 2 26 1 3340 3,55 13600 0,47 074 | o042 5 3 | Aracaju

5 2 39 2 2590 3,41 3155 0,57 072 | 070 Socorro

6 2 26 2 197 2,29 1340 035 048 | 055 japaratuba

7 2 45 2 84000 4,92 109 0,77 076 | 1,02 1 1| Aracaju

8 2 43 1 0 0 92 0,45 0,68 0,70 2 4 Estancia

9 1 45 1 0 0 12780 0,34 0,72 | 0,50 3 2 | socorro

10 2 44 2 159 2,20 26 0,20 087 | o6 1 1 | Boquim

11 1 24 1 0 0 6795 0,34 126 | 1,01 Socorro

12 2 21 2 266000000 | 842 15485 1998,32 380 | 645 ) 1 | Dores

13 2 40 2 57000000 7,76 14230 1465,18 324 | 348 tabaiana

14 2 39 2 2140 3,33 17040 0,37 056 | 070 Aracaju

15 2 20 1 0 0 17730 0,31 Poco Verde
Sdo

16 2 43 1 0 0 202 0.29 048 | 062 1 2 | cristévio

17 1 31 2 463 2,67 32285 0,28 Jandaira-BA

18 2 39 1 0 0 4440 0,33 074 | 075 2 2 | Aracaju

19 2 45 2 445000000 | 8,65 116095 | 1921,22 182 | 146 Socorro

20 2 53 1 5040 3,70 180 0,45 067 | 056 3 4 | Aracaju

21 1 43 2 20400 431 3238 0,48 048 | 026 1 0 | Propris

22 1 22 2 23 137 16215 0,33 045 | 035 Aracaju

23 2 21 2 59900000 7,77 12800 1441,95 073 | 1404 ) 1| pores

24 2 41 2 461 2,66 9905 0,34 032 | 053 Carmépolis

25 1 23 2 170 2,23 6985 033 Itaporanga

26 2 35 2 8190 3,91 20430 0,55 Fatima BA

27 2 34 2 1600 3,20 900 0,31 Aracaju

28 2 43 2 4160 3,62 3790 0,28 115 | oss 5 2 | Aracaju

29 1 35 2 7730 3,89 6815 0,27 1 o | siriri

30 1 33 1 60 1,78 1455 0,38 08 | o048 Estancia

31 1 42 2 162 2,21 10760 0,56 071 | o040 Lagarto

32 2 59 2 0 0 15 0,26 0,30 | 062 Socorro
Sdo

33 1 31 2 208 2,32 27565 0,30 030 | 016 Cristévio

34 2 40 1 0 0 4405 0,31 052 | os6 Aracaju

35 2 52 2 222 2,35 530 0,28 056 | 035 Aracaju
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SOl S e IR B+ IR o A e B" Cidade
36 2 28 1 0 0 11600 0,28 0,61 0,65 0 2 Estancia
37 1 35 2 108 2,03 3905 0,34 0,30 0,33 Gararu

38 1 27 2 431 2,63 3495 0,31 0,37 0,23 Div Pastora
39 2 33 2 653 2,82 345 0,32 0,70 0,64 Itabaianinha
40 2 29 2 622 2,79 12370 0,37 0,43 0,58 Aracaju

41 1 32 1 0 0 5525 0,32 Itabaiana
42 1 47 1 0 0 34210 0,39 0,37 0,50 1 2 Aracaju

43 2 43 1 26200 4,42 7785 935,41 6,48 3,33 Aracaju

44 1 28 1 0 0 22590 0,31 0,67 0,60 0 2 Laranjeiras
45 1 30 2 8660 3,94 21780 0,33 0,63 0,59 1 1 C do Brito
46 1 28 2 778 2,89 12870 0,29 Aracaju

47 2 32 1 0 0 595 0,36 1,30 1,05 1 1 Aracaju

48 2 41 2 3050 3,48 25515 0,37 S Cristévao
49 2 56 2 261 2,42 585 0,33 0,60 0,49 Socorro

50 2 20 1 1600 3,21 9495 136,00 0,80 0,79 Socorro

51 2 50 1 0 0 1560 0,33 0,54 0,50 3 2 Aracaju

52 2 43 1 0 0 30705 30,26 0,58 0,45 1 0 Aracaju

53 2 57 1 3720 3,57 13445 120,75 0,82 0,82 Socorro

54 2 49 2 110000000 8,04 2055 637,00 1,26 1,85 Pacatuba
55 1 35 2 4680 3,67 26570 0,31 Aracaju

56 1 31 2 33400000 7,52 2555 0,29 2,65 2,00 2 1 Aracaju

57 2 43 1 0 0 805 0,43 0,37 0,28 Socorro

58 1 50 1 0 0 3785 0,27 0,95 0,77 2 4 Aracaju

59 1 26 2 246 2,39 24580 0,33 0,48 0,37 Aracaju

60 2 33 2 1780 3,25 8070 0,32 0,91 0,55 Itabaiana
61 1 47 2 0 0 425 0,31 0,22 0,17 Aracaju

62 1 35 2 69500 4,84 7370 0,33 1 0 Maruim

63 2 48 2 4330 3,64 16655 0,34 0,56 0,40 Aracaju




N Sl\l;?[;(lzo Idade Tr;N;gI;il:m VHB I‘;gg HBSAG HBEAG (,?g(];) ($é§) Ami:di:spSi:hme Cidade
64 2 63 2 39 1,59 685 0,41 0,50 0,36 Estancia

65 2 59 2 159 2,20 2195 0,31 0,82 0,45 Japoatd

66 2 51 1 0 0 1080 0,37 2 4 Aracaju

67 2 46 2 7640000 6,88 670 1969,00 2,24 3,53 1 1 Aracaju

68 1 53 1 0 0 1670 0,32 Carmopolis
69 1 31 2 779 2,89 8485 0,71 0,45 0,31 1 1 Aracaju

70 2 21 2 58000 4,76 7200 0,39 0,80 0,37 Aracaju

71 2 32 1 0 0 125 0,37 Estancia
72 2 67 1 60 1,38 1570 0,30 0,84 0,84 Socorro

73 1 27 2 742 2,87 2880 0,32 0,37 0,23 Div Pastora
74 2 22 2 170000000 8,32 9525 410,00 Aracaju

75 1 45 2 785 2,89 760 0,34 0,52 0,39 Riachuelo
76 2 22 2 292000000 8,33 13580 770,00 0 0 Itabaiana
77 1 61 2 0 0 345 0,33 0,52 0,36 2 4 S Cristovao
78 1 22 1 297000000 7,47 13050 61,74 Aracaju

79 2 43 1 950 2,98 3375 4,97 1,97 1,81 Socorro
80 2 44 1 929 2,97 6245 0,24 2,76 1,74 Aracaju

81 2 52 2 41600000 7,62 9050 1214,96 3,80 2,74 Socorro

82 1 35 2 402 2,60 30160 0,33 0,43 0,40 1 1 Riachuelo
83 2 54 1 0 0 120 0,32 0,71 0,48 3 3 Aracaju

84 2 49 2 349 2,54 870 0,33 Maruim

85 2 41 1 1500000 6,18 270 792,62 3,00 2,37 Itabaiana
86 2 38 1 0 0 10120 0,32 0,41 0,50 2 1 S Cristévao
87 2 18 2 140 2,15 3015 0,34 carira

88 1 39 1 72 1,86 3060 0,49 0,56 0,48 1 4 S Cristévdo
89 2 40 1 0 0 2800 0,39 0,84 1,00 2 2 Aracaju




N Sl\l;?l—xlzo Idade Tr;N;gl;el:m VHB I‘;gg HBSAG HBEAG (,?21(;) ($é§) Biopsia Cidade
- - Atividade Fibrose
90 1 18 2 1650000 6,22 11100 990,00 1,76 1,95 nedpolis
91 1 22 2 4420 3,65 13085 0,28 0,45 0,35 Aracaju
92 2 37 1 0 0 13500 0,33 b dos coq
93 2 35 2 1730 3,24 2587 32,80 0,75 0,70 Aracaju
94 1 32 2 4900 3,69 1850 0,27 0,67 0,43 Aracaju
95 2 44 1 0 0 8250 0,32 0,54 0,65 2 4 Estancia
96 2 36 1 510000 5,71 8001 1200,33 0,91 0,45 Socorro
97 1 30 2 554 2,74 3840 0,23 0,43 0,46 1 0 Socorro
98 1 32 2 753 2,88 3455 0,31 Socorro
99 2 74 2 3650 3,56 290 0,29 3,06 1,10 pirambu
100 1 42 2 347 2,54 10225 0,37 0,64 0,43 lagarto
101 2 30 2 815 2,91 8525 0,34 0,93 1,01 Aracaju
102 2 22 1 336 2,53 5 0,62 0,63 0,37 3 2 Dores
103 1 38 2 42 1,63 5390 0,33 0,48 0,46 Aracaju
104 2 29 2 31 1,50 2850 0,36 0,72 0,59 Aracaju
105 2 44 1 0 0 18870 15,37 0,63 0,39 Aracaju
106 1 46 1 0 0 10700 0,31 0,96 0,65 3 2 Socorro
107 1 30 2 19500 4,29 14850 0,34 0,63 0,59 1 1 c do brito
108 2 55 2 658 2,82 5915 0,33 0,69 0,66 1 0 Socorro
109 1 59 1 0 0 90 0,37 0,56 0,18 2 4 Aracaju
110 1 38 2 31 1,49 2167 0,38 Estancia
111 1 37 1 0 0 12300 1699,00 1,02 1,06 2 2 Socorro
112 2 23 2 44 1,65 148 0,37 0,98 0,52 japaratuba
113 1 43 1 1660 3,22 10665 0,32 0,58 0,68 1 0 Socorro
114 1 42 2 35 1,55 5 0,45 0,48 0,53 Riachuelo
115 1 29 2 838 2,92 11775 0,34 S Cristévao
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Sexo Tratamento Biépsia
N | k1 | 1dade | Sim-1 VHB LOG | ypsac | HBEAG AST ALT Cidade
VHB (TGO) (TGP)
M-2 Nao -2 Atividade | Fibrose
116 1 43 2 3990 3,60 21170 0,32 0,43 0,27 Aracaju
117 2 40 1 0 0 1950 0,65 Aracaju
118 2 46 2 1170 3,07 70 0,37 0,54 0,45 1 1 Aracaju
119 2 43 1 0 0 15310 0,41 0,84 0,58 1 1 Serrinha-BA
120 2 52 1 5560 3,74 6978 12,24 1,34 1,02 Socorro
121 2 39 2 7940000 6,90 9840 18,00 Lagarto
122 2 49 2 74 1,87 4250 0,31 0,47 0,52 Aracaju
123 1 62 1 0 0 10320 0,29 0,56 0,53 2 4 S Cristévdo
Areia
124 1 69 1 0 0 12525 0,39 0,54 0,55 branca
125 | 2 39 2 383 2,58 940 0.55 0,43 0,48 aracaju
Sao
126 2 36 2 623000 5,79 3520 30,30 0,84 0,76 1 0 Cristovao
127 2 38 2 153 2,18 1432 0,26 1,00 1,08 Indiaroba
128 2 61 1 0 0 11300 0,40 Estancia
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

HOSPITAL UNIVERSITARIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
CAMPUS DA SAUDE PROF. JOAO CARDOSO NASCIMENTO JR

Rua Cldudio Batista s/m —Prédio do Centro de Pesquisas Biomédicas - Bairro
Sanatério

CEP: 49060-100 Aracaju -SE / Fone/i"ax:(79) 2105-1805

E-mail: cecphuiaouts.br

DECLARACAO’

Declaro, para os devidos fins, que o Projeto de pesquisa intitulado:
“QUANTIFICACAO DO AgHBs: UMA NOVA PERSPECTIVA PARA O
MONITORAMENTO DA HEPATITE B CRONICA”, N° CAAE — 0303.0.107.107-11,
sob a orientagdo do Prof. Dr. Alex Vianey Callado Franca, tratando-se do projeto de
pesquisa apresentado como requisito para a selecdo ao Programa de Mestrado em Ciéncias
da Saflide, do Nicleo de P6s-Graduagio em Medicina desta Universidade, da mestranda
Renata Dultra Torres Moura, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da Universidade Federal de Sergipe - CEP/UFS em reunifio
realizada dia 07/10/2011.

Cabe ao pesquisador apresentar ao CEP/UFS, os relatérios parciais e final sobre a
pesquisa (Res. CNS 196/96).

Aracaju, 17 de outubro de 2011.

Al FHorrnndnnion
Prof. Ms. Anita Herminia Oliveira Souza
Coordenadora do CEP/UFS



