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RESUMO

Trata-se de dois estudos realizados em pacientes com infeccdo crénica pelo virus da
hepatite B, com idade média de 50 anos, sendo 37 (66%) do sexo masculino,
provenientes do ambulatério de hepatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco. O primeiro estudo teve como objetivo identificar a distribuicdo
subgenotipica do virus da hepatite B (HBV) e elaborar estudo evolutivo através da
confeccdo da arvore filogenética. O segundo objetivou avaliar a correlagdo entre os
niveis séricos do antigeno de superficie do virus da hepatitt B (HBsSAg) e a
quantificacio do HBV DNA (viremia). No primeiro estudo as amostras foram
submetidas a extracdo do DNA e um fragmento de 1306 pares de bases compreendendo
parcialmente 0 HBsAg e as regides codificadoras da polimerase (S/POL) foi extraido e
amplificados por nested PCR. As sequéncias foram subgenotipadas através da
reconstrucdo filogeneética, usando sequéncias e referéncias de cada gendétipo obtidas do
GenBank(n=267), e submetidas & analise Bayesiana a fim de inferir a dindmica e o
tempo de evolucdo linhagem-especifica. No primeiro estudo, identificou-se que o
subgendtipo Al foi o de maior prevaléncia (78%), e de acordo com a disposi¢do dos
mesmos na arvore filogenética, admite-se que provém de uma linhagem ancestral
comum. A analise Bayesiana sugere que provavelmente foi introduzido em nossa regiao
através da imigracdo de escravos provenientes da Africa, uma vez que, esse genotipo
também é prevalente no continente africano.

O segundo estudo teve como objetivo avaliar a correlacdo entre os niveis séricos
do HBsAg e o HBV DNA (viremia) em pacientes com infeccao cronica pelo HBV. As
amostras foram submetidas a quantificacdo sérica do HBsAg por ensaio imuno-
enzimatico por quimioluminescéncia com microparticulas, as aminotransferases foram

quantificadas pelo método cinético automatizado e a quantificacdo do HBV DNA foi



realizada pelo método de PCR real- time (SITNIK et al, 2010). Identificou-se correlagdo
entre os testes HBsSAg quantitativo e o HBV DNA (viremia) (p = 0, 0500), como
também, entre os niveis séricos do HBsAg e os valores da alanina aminotransferase
(ALT) (p = 0, 0306). Estes dados sugerem que a quantificagdo do HBsAg pode ser
considerada ferramenta para avaliacdo da replicagdo do virus da hepatite B, assim como

para avaliacdo da atividade bioguimica da infeccdo por este agente.

Descritores: HBV, técnicas genéticas, genotipo, HBV DNA, HBsAg.



ABSTRACT

These two studies were been conducted in hepatitis B virus chronic infection patients,
with an average age of 50 years old, being 37 (66%) males from the Hepatology Clinic
of the Clinic Hospital of Federal University of Pernambuco. The first study aimed to
identify hepatitis B virus (HBV) subgenotipic distribution and draw up evolutionary
study through the making of a phylogenetic tree. The second one aimed to assess the
correlation between surface antigen of hepatitis B virus (HBsAQ) serum levels and HBV
DNA (viremia) quantification. In the first study samples were subjected to DNA
extraction and a 1306 base pairs fragment comprising partially the HBsAg and
polymerase coding regions (S/POL) was extracted and amplified by nested PCR. The
sequences were subgenotyped and phylogenetic reconstruction sequences were made
using each genotype references obtained from GenBank (n = 267), and submitted to
Bayesian analysis to infer the dynamics and evolution lineage-specific. In the first
study, identified that Al (78%) subgenotype was the most prevalent and in accordance
with provision in phylogenetic tree, it is assumed that they have been came from a
common ancestral lineage. The Bayesian analysis suggests that it probably was
introduced in our region through African slaves immigration, since this genotype is also
prevalent in African continent.

The second study aimed to evaluate the correlation between HBsAg serum levels and
HBV DNA (viremia) in chronic HBV infection patients. The samples were submitted to
the HBsAg test serum quantification by immuno-enzymatic chemiluminescence with
micro particles method, the aminotransferases were quantified by kinetic and automated
method and HBV DNA quantitation was conducted by PCR real-time method (SITNIK
et al., 2010). Identified correlation between quantitative HBsAg testing and HBV DNA

(viremia) (p = 0, 0500), as also between the serum HBsAg levels and the alanine



aminotransferase (ALT) values (p = 0, 0306). These data suggest that HBsAg
quantification can be considered a tool for hepatitis B virus replication assessment as

well as for assessing the biochemical activity infection by this agent.

Descriptors: HBV, genetic techniques, DNA, HBV genotype, HBSAQ.
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INTRODUCAO

Apresentacao

A hepatite B ¢ uma doenca provocada pelo virus da hepatite B (HBV), o qual
possui caracteristica endémica e estd presente em todos os fluidos corpéreos do
individuo com infeccéo aguda ou crénica (HEATHCOTE et al 2008).

Cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo mundo tém evidéncias soroldgicas de
infeccdo passada ou presente pelo HBV. Dessas, cerca de 350 milhdes estéo
cronicamente infectadas e sob risco de desenvolverem doencas hepéticas. Cerca de 15 a
40% das pessoas cronicamente infectadas desenvolverdo cirrose, faléncia hepatica
progressiva e/ou carcinoma hepatocelular (HEATHCOTE et al 2008; LOK &
McMAHON, 2009).

A prevaléncia do HBV varia entre as diferentes regies do mundo,
identificando-se regides de alta endemicidade, tais como, extremo Oriente, Oriente
Médio, Africa e Bacia Amazonica. Endemicidade intermediaria, tais como, Asia, Leste
e Sudeste europeu e algumas partes da América do Sul e baixa endemicidade, tais como,
Estados Unidos, Nordeste da Europa, Australia e parte da América do Sul
(ALEXANDER & KOWDLEY, 2005).

A transmisséo pode ser vertical, da mae para o filho, ou horizontal entre adultos
usuarios de drogas injetaveis, atividade sexual de risco e profissionais de area de saude
através de acidentes com materiais pérfuro-cortantes ou amostras bioldgicas
contaminadas (ALEXANDER & KOWDLEY, 2005).

O HBV apresenta variacdes nas sequéncias de seu DNA que possibilitam a
classificacdo em 8 diferentes genotipos que variam de A — H. Atualmente foram

identificados mais dois genotipos: | e J. O gendtipo | foi identificado no Nordeste da
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china e o J foi identificado no Vietnam, Laos e em paciente japonés com historico de
residir nas ilhas Bornéu durante a segunda guerra mundial (TATEMATSU et al, 20009,
Yu et al, 2010). As divergéncias de sequéncia ocorrem no genoma completo ou em
genes especificos, de forma que variagcdes acima de 8% no genoma total ou acima de
4% no gene do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) caracterizam
diferentes genotipos. Estes tém distribuicdo geografica variada e, além do aspecto
epidemioldgico, a heterogeneidade dos gen6tipos do HBV parece estar relacionada com
diferencas na evolucdo clinica da infeccdo e na resposta ao tratamento antiviral.
AlteracBes na estrutura genética do HBV, portanto, podem resultar em diferentes niveis
de patogenicidade viral (RONCATO et al, 2008) .

Os genoGtipos posteriormente foram separados em subgenétipos quando a
divergéncia em toda sequéncia nucleotidica estd entre 4% e 8%. Estes também
apresentam  distribuicdes geograficas distintas e frequentemente apresentam
caracteristicas demogréaficas. Tanto 0s genotipos quanto o0s subgenotipos tém
apresentado diferencas no que diz respeito a resultados clinicos, prognosticos e
respostas ao tratamento antiviral. A exemplo disso, tem-se relatos de que o genotipo A
tende a causar infeccdo cronica em pacientes agudos, por sua vez, o subgenoétipo B2
estaria associado ao carcinoma hepatocelular em jovens, na sua maioria ndo cirroticos,
na China e Taiwan, enquanto que os subgendtipos C1 e C2 estdo associados a elevado
risco de carcinoma hepatocelular como também, o subgenotipo D1 estaria associado a
doenca hepaética cronica, enquanto que os gendtipos E, F e H parecem ser sensiveis ao
tratamento com interferon alfa (INF-o), no entanto, o gendtipo G parece estar
relacionado a baixos indices de resposta a esta terapéutica (CAO, 2009).

Muitos metodos para genotipagem e subgenotipagem tém sido relatados, tais

como: Analise com curva de Melting (MCA), Polimorfismo do Comprimento do
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Fragmento de Restricdo (RFLP), Hibridizacdo pds-PCR ou Ensaio de Linha de Sonda,
PCR com Primers genotipo-especifico e métodos de ensaios enzimaticos ligados a
immunosorbent (LIU et al, 2006). Atualmente tem-se como aprimoramento do método
de PCR, o Nested-PCR que é amplamente utilizado por promover maior sensibilidade e
especificidade ao método, pois os primers utilizados na primeira amplificacdo séo

substituidos nas amplificagdes subseqlentes, evitando resultados falso-positivos

(http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/multiplex+PCR).

O diagnéstico laboratorial da infec¢do cronica pelo HBV ¢€ realizado através da
identificacdo do HBsAg e do anticorpo contra o antigeno core (anti-HBc) persistente
por mais de 6 meses. Constituem marcadores de replicacio do HBV: o antigeno “e “
(HBeAg) e medigdes seriadas do HBV DNA (HEATHCOTE et al, 2008). Mais
recentemente, a quantificacdo do HBsAg também vem sendo utilizada para avaliar a
replicagdo do HBV, pois sua quantificacdo durante o tratamento com nucleos(t)ideos
analogos pode ser uatil para monitorizacdo da resposta ao tratamento antiviral,
predizendo sua perda em pacientes que alcancam a supressdo do HBV DNA. Estudos
sugerem que a secrecdo do HBsAg é altamente dindmica e varia quantitativamente e
qualitativamente durante a infeccdo cronica, apontando-o como possivel ferramenta
diagnostica em combinacdo com o0 HBV DNA (MOUCARI & MARCELLIN, 2010).

Embora a quantificacdo do HBV DNA seja 0 método padrdo para monitorizacao
da carga viral, é relativamente caro e ndo estd disponivel em alguns servigos. Em
contraste, a técnica para quantificacdo sérica do HBsAg é de facil execucéo e apresenta
baixo custo. (LEE & AHN, 2011). A literatura é um tanto diversificada a respeito da
correlacdo entre os niveis séricos do HBsAg e a quantificacdo do HBV DNA. Alguns
estudos referem correlacdo (DEGUCHI et al, 2004; TH et al, 2011), mas outros relatam

fraca correlacdo entre ambos (LEE et al, 2010), e ainda ha os que referem ndo ser
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possivel utiliza-los como testes substitutos um do outro, por ndo haver correlacéo entre
0s mesmos em todas as fases da hepatite B cronica (WIEGAND et al, 2011). Em funcéo
da diversidade e da auséncia de dados na literatura sobre a distribuicdo subgenotipica e
anélise filogenética em nossa regido, este estudo teve como objetivos avaliar
caracteristicas genotipicas, subgenotipicas, analises filogenética e Bayesiana do virus da
hepatite B.

Para tanto, esta pesquisa foi dividida em dois artigos originais. O primeiro
avaliou a distribuicdo dos genotipos e subgendtipos, além da andlise filogenética e
Bayesiana do virus da hepatite B, constatando-se que o gendétipo A foi o mais
prevalente. Pretende-se submeter este artigo ao Journal of Viral Hepatitis, cujas normas
estdo nos anexos

O segundo artigo avaliou a correlacdo entre os niveis séricos do antigeno HBsAg
e a carga viral, através da quantificacdo do HBV DNA, encontrando-se correlacao entre
estes dois marcadores de replicacdo do HBV. Pretende-se submeter este artigo ao

Journal of Virological Methods, cujas normas estdo nos anexos.
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Resumo

Introducdo: A histdria da evolugdo das hepatites virais na populagdo humana inclui a
origem das variantes filogenéticas denominadas genotipos virais. Muitas observacGes
clinicas e epidemioldgicas sugerem que diferencas nos genoétipos virais propiciam
comportamentos clinicos e bioldgicos diferentes. Objetivo: O propdésito desse estudo foi
avaliar a distribuicdo genotipica e elaborar a analise filogenética do virus da hepatite B
(HBV) de pacientes de Recife, Brasil, entre Julho de 2009 e Dezembro de 2010. Pacientes
e métodos: Foram investigados 60 pacientes infectados pelo HBV, com idade média de 50
anos, sendo 39 (65%) do sexo masculino e 21 (35%) do feminino, dos quais 33 (55%)
foram genotipados através da obtencdo e amplificacdo de fragmento de 1306 pb,
compreendendo parte da DNA polimerase e do antigeno de superficie do virus da hepatite
B. As sequéncias obtidas foram subgenotipadas por analise filogenética. Resultados:
Identificou-se a seguinte distribuigdo subgenotipica: Al (79%), F2a (12%), A2 (6%) e
F4(3%). Verificou-se que aqueles identificados como subgenotipo Al, encontram-se no
mesmo cluster na arvore filogenéetica. Conclusdo: Neste estudo, a grande maioria dos
pacientes apresentou o subgenoétipo Al, sugerindo que o HBV deve proceder de uma
mesma linhagem viral. Conforme a distribuicdo na arvore filogenética e a analise
Bayesiana, possivelmente este subgenotipo foi introduzido em nossa regido através de

escravos provenientes da Africa por volta do século XVIII.

Marcadores: distribuicdo genotipica do HBV, andlise filogenética, gendtipo, prevaléncia

genotipica, subgendtipo, Virus da hepatite B,



Introducéo

A evolucdo das hepatites virais na populacdo humana inclui a origem de
variantes filogenéticas denominadas gendtipos virais. O genotipo caracteriza-se por
diferencas nucleotidicas de 8% ou mais ao longo de toda extensédo do genoma do virus
da hepatite B (HBV) ou 4% ou mais dentro do gene S do antigeno de superficie
(HBsAg) viral (OSIOWY & GILES, 2003; WELZEL et al, 2006). Muitas observacdes
clinico-epidemiologicas sugerem que diferencas nos genotipos virais promovem
comportamentos clinicos e terapéuticos distintos. (RAIMONDI et al,2010).

O HBV é classificado em nove gendétipos de A a I, os quais se subdividem em
subgendtipos, que sdo caracterizados por algumas substituicdes de aminoacidos no
determinante “a” do gene S e denominadas com algarismos Al — A5, ... , F1 —F4
(SCHEIBLAUER et al,2010). Estes gendtipos tém distribuicdes geograficas distintas,

conforme se observa na tabela 1. (MENDEZ et al, 2007; CAO, 2009; ALCADE et al,

2009; BECKER et al,2010; YU et al,2010).



Tabela 1: Distribuicdo Mundial dos gendtipos do virus da hepatite B

Gendtipo Distribuicao geogréfica

A América do Norte, norte da Europa, india e Africa
sub Saariana, América do Sul (pandémico)

BeC Sudeste Asiatico, China e Japdo

D Sul da Europa, Africa, Oriente Médio e india
E Oeste e sul da Africa
F América Central, América Latina e populacéo

nativa da América do Sul
G Estados Unidos e Franga
H América Central

| Nordeste da China, Vietnam e Laos.

Adaptado de (ALCALDE et al, 2009; BECKER et al 2010;Yu et al, 2010)

A diversidade genética do HBV e a distribuicdo geografica dos seus
subgendtipos constituem ferramentas para a reconstrucdo de sua historia evolutiva,
como também pode auxiliar a complementacdo de dados genéticos para a compreensdo
da evolucdo e migracOes passadas do ser humano (CAO, 2009). Vale salientar que o
fluxo migratorio global pode determinar modificacdo parcial da distribuicdo geogréfica
genotipica autéctone do HBV, com presenca de alguns genotipos em areas onde eles
ndo eram anteriormente difundidos. De fato, paises da América do Sul, como o Brasil,
tém apresentado fluxo emigratdrio para paises da Europa, como Italia, propiciando a
difusdo de diferentes gendtipos do HBV, tais como, D e A. (PALUMBO et al, 2007%

PALUMBO et al, 2007
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Admite-se ser clinicamente relevante a determinacdo do gendtipo e subgendtipo
do HBV, na medida em que se descrevem diferencas no comportamento clinico e
resposta a terapia antiviral. Com efeito, pacientes infectados com o gendtipo A parecem
responder melhor a terapia com o interferon do que aqueles infectados com o gendtipo
D, ja aqueles infectados com o gendtipo B respondem melhor do que os infectados com
0 genétipo C. Similarmente, alguns relatos sugerem que diferencas genotipicas
especificas influenciam na resposta terapéutica a analogos nucleosideos ou nucleotideos
(BOWDEN & THOMPSON, 2008; RONCATO et al, 2008).

No Brasil, estudos de identificacdo dos genétipos e subgenétipos do HBV
demonstram ocorrer grande variabilidade genética na distribuicdo geografica do virus
(ALMEIDA, 2009). Em nosso pais, a populacdo é miscigenada e por isso exibe padrao
de circulagdo genotipica diferente das encontradas em outros paises Latino Americanos
(TONETTO et al, 2009). A presenca dos genotipos A e D, respectivamente, sugere
influéncia da Afro-descendéncia em funcdo do periodo da escraviddo, além da
influéncia da colonizacdo européia. Nas populagbes de origem predominantemente
indigena, observa-se maior ocorréncia do genoétipo F (ALMEIDA, 2009).

Na tabela 2 observam-se as distribuicfes genotipicas e subgenotipicas do virus
da hepatite B em varias regides do Brasil. Note-se que apenas nas ultimas publicactes
foi possivel o sequenciamento até subgenotipo.

Em virtude da escassez de dados relativos a distribuicdo genotipica e
subgenotipica do HBV em nossa regido, este estudo teve como objetivo avaliar a

distribuicdo subgenotipica e construir arvore filogenética deste agente viral.



Tabela 2: Distribuicdo genotipica e subgenotipica do virus da hepatite B

Autor(es) Local Amostras Distribuicdo genotipica
Carrilho et Santa 813 D(57,1%), A (30,6%), C(12,2)
al, 2004 Catarina
Ferreira et al, Goiés 17 D (61,5%), A (30,8%), F(7,7%)
2006
Ribeiro et al, Bahia 96 A (84,4), F (13%), B (1,3%)
2006
Victoriaet ~ Amazobnia 55 A (81,82%), F(13,64), D(4,54%)
al, 2008
Motta-Castro Mato 239 Al (86%),A2(2%),D(10%)
et al, 2008 Grosso do
Sul
Tonetto etal, S&o Paulo 139 A (55%), D (38%), F(4%), C (3%)
2009
Matos et Goiéas 11 Al (100%)
al,2009
Santos etal, Amaz6nia 40 Al (37,1%), D3 (22,8%), F2a
2010 (20%), D4 (17,1%), D2 (2,8%)
Alvarado- Maranhéo 4 Al (100%)
Mora et al,
2011

Note-se que apenas nas Ultimas publica¢fes foram pesquisados os subgendtipos

do HBV.



Pacientes e Métodos

Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal descritivo, para avaliar a distribuicdo genotipica e
subgenotipica do HBV em pacientes do ambulatério de hepatologia do Hospital das
Clinicas da UFPE, entre Julho de 2009 e Dezembro de 2010.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saude da UFPE sob registro CEP/CCS/UFPE n 363/09 (Anexo 1) e
todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

Foram coletadas amostras sanguineas dos pacientes, as quais foram levadas para
0 Laboratério Central do Hospital das Clinicas, onde foram centrifugadas e o soro

congelado a -20°C.

Critérios de inclusao e exclusdo
Os critérios de inclusdo utilizados foram pacientes acima de 18 anos que
apresentassem HBsAg e anti-HBc positivos, ha mais de 6 meses. Os de exclusdo foram

pacientes com sorologia positiva para o virus da hepatite C (HCV) e imunodeprimidos.

Método
Extracéo e amplificagdo do HBV DNA: regides S/Polimerase

As amostras foram levadas, congeladas, para o Laboratorio de Gastroenterologia
e Hepatologia do Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (USP), onde foram realizadas: genotipagem e

subgenotipagem, além das analises filogenética e Bayesiana do HBV.



A extragdo do HBV DNA foi realizada retirando 100pL de soro de cada
amostra, usando o método do acido guanidino tiocianato / fenol/ cloroférmio
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987; KWOK & HIGUCHI, 1989). Um fragmento com
1306 pb, compreendendo parcialmente 0 HBsAg e as regides codificadoras da DNA
polimerase (S/Pol) foi amplificado pelo método nested PCR, usando os primers

PS3132F/2920R e PS3201F/P1285R (ALVARADO-MORA et al, 2011).

Sequenciamento de HBV DNA

O DNA amplificado foi purificado usando ChargeSwitch PCR Clean-Up Kit
(Invitrogen). O sequenciamento foi realizado em ABI 3500 Automatic Sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA) usando dideoxi nucleosideo trifosfatos
(ddNTPs) contendo marcadores fluorescentes (Big Dyel Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit—Applied Biosystems).

As sequéncias consenso foram obtidas atraves do alinhamento de ambas as fitas
sequenciadas (sentido e anti-sentido) usando 0 SEQUENCHER software (Gene Codes

Corporation Ann Arbor, Michigan, United States of America).

Andlise filogenética

As sequéncias foram genotipadas através de reconstrucao filogenética usando
sequéncias e referéncia de cada genotipo obtidas do GenBank (n=267). As seqliencias
foram alinhadas usando Muscle software e editadas com SE-AL software. A andlise
filogenética foi conduzida usando a simulacdo Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
implementada no BEAST (Bayesian evolutionary analysis by sampling trees) v.1.5.3.

Foram rodadas 10 milhGes de geracGes as quais foram suficientes para obter a



convergéncia dos pardmetros. A arvore de méxima credibilidade (MCC) foi obtida
sumarizando as 10.000 arvores de substituicdo e em seguida, foram removidos 10% do

burn-in usando Tree Annotator v.1.5.3 (DRUMMOND & RAMBAULT, 2007)

Analise Bayesiana

Do total de sequéncias obtidas, 24 do subgenétipo Al agruparam-se em (nico
“cluster” com grande suporte. Em seguida foi realizada analise coalescente utilizando o
BEAST v 1.5.4. O bayesian skyline plot (BSL) foi realizado usando o melhor modelo
de substituicdo nucleotidica (GTR+G+l), obtido previamente no Modeltest (POSADA
& CRANDALL, 1998). A taxa previa de 2.6x10-4 s/s/ly obtida através da andlise
bayesiana usando a regido recombinante do HBV (ZHOU & HOLMES, 2007). Dez
milhdes de geragcbes foram suficientes para convergir todos os parametros (Effective
sampling size >200). O reldgio molecular com melhor resultado foi escolhido por

comparacdo do Bayes Factor (BF).

Resultados

Durante o periodo do estudo foram avaliados 60 pacientes, sendo que em 27
(45%) néo foi possivel identificar os subgenotipos.

Foram, portanto, avaliados 33 pacientes infectados pelo HBV, com idade média
de 50,6 anos, sendo, 65% do sexo masculino e 35% do feminino. As amostras destes
pacientes revelaram a seguinte distribuicdo genotipica: 28 A (85%), e 5 F (15%). A
analise subgenotipica revelou a seguinte distribuicdo: 26 Al (79%), 4 F2a (12%), 2 A2
(6%) e 1 F4 (3%).

Na arvore filogenética estdo posicionados os subgendtipos identificados neste

estudo.
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Figura 1: Arvore Filogenética
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O primeiro estudo sobre subgenotipegem e analise filogenética realizada no
Nordeste em comunidade Afro-decendente, antigo quilombo, no estado do Maranhao
foi recentemente publicado (ALVARADO-MORA et al, 2011). Este é o segundo estudo
com descri¢do do subgendtipo e analise filogenética em pacientes de grande cidade da
regido Nordeste do Brasil. O subgendtipo Al foi o de maior prevaléncia (79%),
salientando-se que a disposicdo subgenotipica na arvore filogenética indica que a
maioria deles provavelmente procede de uma Unica linhagem em comum,
possivelmente de Afro-descendentes.

De fato, estudo realizado em comunidade Afro-brasileira, composta por 219
descendentes de escravos com HBsAg positivos, no estado de Mato Grosso do Sul,
detectou 0 HBV DNA em 59 amostras (25%), em 32 (15%) n&o foi realizada avaliagdo
pela biologia molecular e as demais 128 (58%) foram negativas para o HBV DNA. Das
59 amostras HBV DNA positivas, 50 foram viaveis a subgenotipagem, cuja distribuicdo
foi de 44 amostras (88%) para o gendtipo A, sendo 43 (86%) subgendtipo Al, 1 (2%)
subgendtipo A2 e 5 (10%) pacientes foram identificados como genétipo D. O
subgenotipo Al do HBV tem demonstrado ser bastante comum nas populagdes
brasileira e africana, provavelmente em funcdo do comércio de escravos que ocorreu
durante trés séculos (MOTTA-CASTRO et al, 2008).

Estudo epidemioldgico para hepatite A, B e C realizado na comunidade de
Kalunga, Goias, considerada uma das maiores comunidade Afro-Brasileiras isoladas,
avaliou 878 individuos dos quais 16 (1,8%) foram positivos para 0 HBsAg e 19 (2,2%)
foram positivos para o anti-HBc. Dentre os 16 HBsAg positivos, o HBV DNA foi
detectado em 12 (75%) amostras, das quais 11 (91,7%) foram genotipadas e todas

foram identificadas como gendétipo A, subgendtipo Al. De acordo com a disposi¢do
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desses subgenoétipos na arvore filogenética, este achado sugere o deslocamento
populacdo Africana durante o trafico de escravos entre os seculos XVI e XIX (MATOS
et al, 2009).

De fato, estudo realizado em antigo quilombo, atualmente, comunidade de
Frechal, no estado do Maranhdo, entre 72 amostras analisadas, 9 (12,5%) foram
positivas para 0 HBsAg, dessas, 6 foram positivas pelo nested PCR para o fragmento S
(416 pb) e dentre essas, 4 foram amplificadas nas regides S/POL (1406 pb) e
identificadas como subgendtipo Al agrupadas em um mesmo cluster na arvore
filogenética, sugerindo que o mesmo é de origem Africana (ALVARADO-MORA et al,
2011).

Similarmente, estudo realizado em comunidade rural de regido semi-arida do
Nordeste, na aldeia de Cavunge, Bahia, em populacdo de 1.476 individuos, constatou
que 38 (2,6%) apresentavam infeccao cronica pelo HBV, destes, 9 individuos (23,6%)
tiveram a pesquisa do HBV DNA positiva e todos foram identificados como gendtipo
A. Estes dados indicam que esse genotipo é de ampla prevaléncia no Brasil,
especialmente em nossa regido (ALMEIDA et al, 2006).

Estudo genotipico envolvendo 40 pacientes com infec¢cdo cronica pelo HBV,
realizado em Rondodnia, revelou subgendtipo Al (37,1%), subgendtipo D3 (22,8%),
subgendtipo F2a (20,0%), subgendtipo D4 (17,1%) e subgenotipo D2 (2,8%) (SANTOS
et al, 2010). Diferentemente do nosso, 0 HBV encontrado neste estudo, de acordo com a
analise filogenética, ndo procedia de uma unica linhagem comum, sugerindo que
ocorreram diferentes entradas desses subgendtipos nesta regido da Amazonia. Houve
identificacdo de subgendétipos F2a mesmo que em baixa prevaléncia, como no Nnosso
estudo, o que provavelmente estd relacionado a influéncia nativa Sul-Americana.

Adicionalmente, esse genotipo foi primariamente encontrado nas populacées indigenas
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da América do Sul, sobretudo da Venezuela, Colémbia e Brasil (DEVESA et al, 2008;
ALVARADO-MORA et al, 2011).

Estudo evolutivo descritivo sobre a caracterizacdo do subgendétipo Al do HBV
refere que este subgendGtipo foi primeiramente identificado no sul da Africa, tais como:
Africa do Sul, Malawi, Uganda, Tanzania, Somalia, e Yemen. Como também na india,
Nepal e Filipinas. Identificaram ainda que as divergéncias nucleotidicas dentro deste
subgenotipo sugerem que o mesmo possui longa histéria natural nos locais onde
apresentam alta endemicidade (KIMBI et al,2004; KRAMVIS & KEW, 2007).

Os estudos filogenéticos realizados por HANNOUN et al,2005, comparando as
diferencas entre os subgen6tipos Al do HBV encontrado na Africa, Europa e Asia,
sugerem que o0 genotipo A é de origem africana. Ainda, que a correlacdo filogenética
entre as linhagens da Somalia e Asia sugerem que o subgendtipo Al atualmente
encontrado no continente asiatico é de fato de origem Africana.

Similarmente, estudo realizado no Quénia com 80 amostras positivas para o
HBsAg, 52 foram sequenciadas e identificaram a seguinte distribuicdo genotipica: A
(88,5%), E (7,7%) e D (3,8%), nas demais amostras ndo foi possivel o sequenciamento
(MWANGI et al, 2008).

Em estudo realizado em Luanda, Angola, para caracterizacdo epidemiologica e
molecular do HBV, envolvendo 508 individuos, entre profissionais de saude, visitantes
e pacientes de hospitais publicos, 77 pessoas (15,1%) apresentaram o HBSAg positivo.
Dentre estes, 0 HBV DNA foi detectado em 41 (53%), dos quais 40 individuos foram
genotipados, obtendo-se a seguinte distribuicdo genotipica: E (87,5%), A (10%), e 1
gendtipo D (OSIOWY & GILES, 2003). Vale salientar, que o subgendétipo Al tem
sido prevalente em paises da Africa sub-Saariana, tais como, Africa do Sul, Zimbabwe e

Malawi, sugerindo que esse subgendtipo esta relacionado a populacdo nativa. Estudos
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prévios sugerem que o gendtipo A tem longa histéria natural na Africa, mais que 0S
gendtipos D e E, e que a maioria dos genotipos A Africanos sdo seqlienciados como
subgenotipo AL (VALENTE et al, 2010).

Diferentemente do subgenétipo Al, o genotipo E do HBV foi descrito pela
primeira vez em 1993 e salvo nos casos de africanos que vivem no norte da Europa, este
genotipo ndo tem sido encontrado fora do continente africano. A pesar da pequena
diversidade na sequéncia genémica do gendtipo E (1,67%), o0 mesmo tem se
disseminado crescentemente entre o Senegal e Angola. Isto sugere que este gendétipo
tem curta historia evolutiva em humanos. Esta afirmativa pode ser justificada pelo
indice de evolucdo relacionado a distancia genética entre as regides S e pré-S. Portanto,
supondo-se que o gen6tipo E do HBV tenha sido introduzido em um Unico evento,
levaria cerca de 200 anos para 0 mesmo apresentar uma taxa de diversidade de 1,67%.
Por outro lado, a introducdo do HBV a partir de outras espécies de hospedeiros em
primatas, incluindo humanos, estima-se ter ocorrido cerca de 6000 anos atras.
(MULDERS et al, 2004).

O processo migratorio tem grande influéncia na distribuicdo genotipica de cada
regido, a exemplo disso, estudo realizado em 67 portadores crénicos da infeccdo pelo
HBYV, em Porto Alegre, constatou que 53 amostras (79%) foram positivas para o0 HBV
DNA. A maior freqiiéncia foi do genétipo D em 32 pacientes (60%) seguida do
gendtipo A em 18 amostras (34%) e do gendtipo F em 3 amostras (5,4%) da populacéo.
A justificativa desse achado se da pelo fato de que a populacdo do Rio Grande do Sul é
predominantemente de ancestralidade européia, o que poderia explicar a menor
prevaléncia do geno6tipo A. (BECKER et al, 2010).

E importante salientar que ap6s a extracdo do DNA viral, as amostras s&o

inicialmente amplificadas, a fim de se obter fragmento de 416 pb da regido S, que
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recobre parcialmente o HBsAg para confirmacdo da presenca e quantificacdo de DN
viral. Porém, para caracterizacdo dos subgenoétipos deve-se, posteriormente, amplificar

um fragmento maior, com 1306 pb das regides S/POL, usando-se o nested PCR. Em

funcéo disso, em nosso estudo foi possivel apenas a caracterizacdo dos subgenétipos de

55% das amostras, provavelmente em funcdo da baixa carga viral ou sequenciamento

inferior a 1300 pb.

De fato, estudo de distribuicdo subgenotipica no estado de Ronddnia, das 40
amostras analisadas pela mesma metodologia utilizada em nosso estudo, em 35 (87%)
foi possivel identificar o subgendtipo (SANTOS et al, 2010). Do mesmo modo, estudo
genotipico do HBV em 67 pacientes, 53 (79,1%) amostras tiveram seus subgendétipos
identificados (BECKER et al, 2010). Similarmente, estudo realizado com 22 portadores
crénicos de infeccdo pelo HBV, do estado de Sao Paulo, o DNA viral foi positivo em 15
(68%) amostras, o genotipo foi identificado em todas que apresentaram carga viral
detectavel. Em sete casos, a carga viral do HBV DNA foi indetectavel pelo método de

PCR quantitativa, sugerindo que a causa da ndo amplificacdo foram os baixos niveis de

HBV DNA viral nas amostras (ALCALDE et al, 2009).

Concluséao

Neste estudo foi observado que a maioria dos pacientes estava infectada com o
gendtipo A (85%) do HBV, sendo o subgendtipo Al (79%) o mais encontrado. A
analise filogenética indica que a contaminacdo ocorreu pela mesma linhagem viral e a
analise Bayesiana sugere que a introducéo deste subgendtipo em nossa regido ocorreu

pela vinda de escravos Africanos por volta do século XVIII.
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A pesar dos nossos achados estarem concordantes com a literatura, trata-se de

estudo-piloto, portanto, futuros estudos com amostragem mais ampla serdo necessarios

para confirmar esses resultados.
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Resumo
Introducdo: A quantificacdo sérica do DNA do virus da hepatite B (HBV DNA) tem
sido utilizada na monitorizagdo da carga viral, mas apresenta elevado custo e nao esta
ainda amplamente disponivel. Em contraste, 0 método para quantificacdo do antigeno
de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) apresenta baixo custo e facil execugéo.
Os niveis séricos do HBsAg e do HBV DNA (viremia) sdo utilizados para avaliacdo da
replicagéo viral no acompanhamento da infecgdo cronica e da resposta ao tratamento
antiviral. Objetivos: O proposito deste estudo foi avaliar a correlacdo entre os niveis
séricos do HBsAg, das aminotransferases e do HBV DNA. Pacientes e métodos:
Foram incluidos no estudo 56 pacientes com infeccdo cronica pelo HBV que
apresentavam o HBsAg, atendidos no ambulatério de Hepatologia, sendo 37 (66%) do
sexo masculino, com idade média de 50,3 anos. A quantificacdo do HBsAg foi realizada
usando ensaio imuno-enzimatico por quimiluminescéncia com microparticulas em
equipamento automatizado ARCHITEC i 2000 SR - Abbott®. A quantificagdo do HBV
DNA foi realizada pelo método de nested PCR e as dosagens das aminotransferases
(AST e ALT) foram realizadas no equipamento COBAS C 501 - Roche®. Resultados:
os valores médios foram: HBsAg 185,9 1U/mL, HBV DNA (em log) 3,1, AST 39 U/L,
ALT 53,5 U/L. Observou-se correlacdo entre os niveis séricos da ALT e o HBsAg (p =
0,03) e entre os niveis sericos do HBsAg e a viremia (p = 0,05). Conclusdo: Neste

estudo verificou-se que 0s pacientes que apresentaram niveis séricos de HBsAg mais

elevados também apresentaram maior atividade de ALT e maior viremia.

Marcadores: HBV, HBsAg quantitativo, HBV DNA, nested PCR, AST, ALT.
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Introducéo

O antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ) é o produto do gene S
do HBV, o qual circula no soro em altas concentracdes, acima de 10%* particulas/mL
Apos a “montagem” do virion, um numero de HBsAg remanescentes podem ser
secretados como filamentos ndo-infecciosos ou particulas esféricas subvirais. O nimero
de particulas inécuas é cerca de 10* a 10° maior do que o nimero de particulas Dane a
qual contém o HBV DNA. (LEE et al, 2010).

Estudos mostram que os niveis séricos do DNA, ou seja, a carga viral é o
principal determinante para risco de cirrose hepatica, carcinoma hepatocelular e morte
em pacientes com hepatite B crénica (ALCALDE et al, 2009).

Alguns autores consideram que niveis de HBV DNA acima de 10 mil copias/mL
predizem forte risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, independente da
presenca do antigeno e do virus da hepatite B (HBeAg), dos niveis de ALT e
ocorréncia de cirrose hepatica. (CHEN et al, 2006).

De fato, YUEN et al, 2008, avaliando pacientes com infeccéo cronica pelo HBV,
identificaram que o risco de desenvolver carcinoma hepatocelular era maior em
pacientes cuja soroconversao do HBsAg ocorria em idade acima de 50 anos, quando
comparado com pacientes cuja soroconversdo do HBsAg ocorreu antes desta idade.

Alguns estudos investigaram a correlacdo entre o HBsAg quantitativo e o HBV
DNA em relacao as suas aplicagdes clinicas. Porém, este Gltimo ainda é considerado o
marcador de maior acuracia para replicacdo do HBV em curso. Pouco se sabe sobre
suas respectivas variacoes, as quais provavelmente originam-se da dindmica do ciclo de
vida do HBV. Apesar de alguns estudos referirem correlacdo entre ambos o0s testes,

resultados conflitantes tém sido relatados. (LEE et al, 2010).
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A quantificacdo sérica do DNA do virus da hepatite B (HBV DNA) constitui
padrdo para monitorizacdo da carga viral, este método tem elevado custo e ndo esta
ainda disponivel em alguns servi¢cos. Em contraste, 0 método para quantificagdo do
HBsAg menor custo e mais simples execu¢cdo. DEGUCHI et al, em 2004, foram os
primeiros a reportarem o significado clinico de elevadas concentra¢Ges de HBsAg em
dois grupos distintos de pacientes: o primeiro com sorologia positiva para o0 antigeno e
da hepatite B (HBeAg) e o segundo com sorologia positiva para o anticorpo e do virus
da hepatite B (anti-HBe). Estes autores analisaram os niveis séricos de HBsSAgQ e de
HBV DNA, nesses grupos, e identificaram correlacdo entre os testes. (DEGUCHI et al,
2004; LEE, 2011),

Desde entdo, os niveis séricos do HBsAg e do HBV DNA vém sendo utilizados
na avaliacdo da replicacdo do HBV durante o0 acompanhamento da infec¢do cronica e
da resposta ao tratamento antiviral. (SHAO et al, 2007; VALSAMAKIS, 2007).

Segundo JAROSZEWICZ et al, 2010, os niveis séricos do HBsAg
correlacionam-se com o0s niveis séricos do HBV DNA, nos pacientes com infeccédo
crénica, embora essa associagdo ndo seja observada em todas as fases da infecgéo.
Identificaram que, de modo geral, os niveis séricos do HBsAg eram maiores em
pacientes com HBeAg positivo quando comparado aos pacientes com HBeAg negativo.
Porém, a correlagéo era fraca ou ausente, quando analisaram esses marcadores em cada
fase isoladamente, concluindo que a dissociacao entre 0 HBV DNA e o HBsAg, pode
ria refletir a desconexao entre a replicacdo do HBV e a producdo de HBsAg.

Tendo em vista as divergéncias entre os relatos, como também a escassez de
dados na nossa regiao, este estudo tem por objetivo avaliar a correlacdo entre os niveis
séricos do HBsAg, das aminotransferases e do HBV DNA em pacientes com infeccao

crbnica pelo HBV em Recife.
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Pacientes e Métodos
Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal para avaliar a correlagdo entre os niveis séricos do
HBsAg, das aminotransferases e do HBV DNA (viremia) em 60 pacientes do
ambulatdrio de Hepatologia do Hospital das Clinicas da UFPE, com idade média de
50,3 anos, dos quais 37 (66%) eram do sexo masculino, no periodo de Julho de 2009 a
Dezembro de 2010. Destes 60 pacientes, 4 amostras ndo foram suficientes para a
quantificacdo de todos os parametros do estudo, portanto, foram excluidos. Perfazendo
um total de 56 pacientes.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Ciéncias da Saude da UFPE sob registro CEP/CCS/UFPE n 363/09 (Anexo 1) e
todos os pacientes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice 1).

Foram coletadas amostras sanguineas dos pacientes, as quais foram levadas para

0 Laboratorio Central do Hospital das Clinicas, onde foram centrifugadas, o soro

congelado a -20°C.

Critérios de incluséo e excluséo
Os critérios de inclusdo utilizados foram pacientes acima de 18 anos que
apresentassem HBsAg e anti-HBc positivos, ha mais de 6 meses. Os de exclusdo foram

pacientes com sorologia positiva para o virus da hepatite C (HCV) e imunodeprimidos.

Meétodos
As dosagens das aminotransferases e do HBsAg foram realizadas no Laboratério

Central do Hospital das Clinicas da UFPe,
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As aminotransferases, AST e ALT, foram dosadas por método cinéti
automatizado no equipamento COBAS C 501 - ROCHE®, de acordo com as
especificacbes do fabricante, com os seguintes limites superiores de normalidade: AST
= 37 U/L para homens e mulheres e ALT = 41 U/L para homens e 33 U/L para
mulheres.

O HBsAg seérico foi quantificado usando ensaio imuno-enzimatico por
quimiluminescéncia com microparticulas no equipamento automatizado Architect i
2000 SR® (Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois), de acordo com o protocolo do
fabricante. Concentracdes >0,05 IU/mL foram consideradas positivas e o valor maximo
de linearidade do método foi considerado até 250 1U/mL.

A quantificacdo do HBV DNA foi realizada no Instituto de Medicina Tropical
da Faculdade de Medicina da USP e sua extracdo foi realizada retirando 100 pL de soro
de cada amostra, usando o metodo do acido guanidino tiocianato / fenol/ cloroférmio
(CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987). Para evitar resultados falsos positivos,
procedimentos rigorosos para a técnica diagnéstica de amplificacdo do acido nucléico
foram seguidos (KWOK & HIGUCHI, 1989). Um fragmento de 1306 pb,
compreendendo parcialmente 0 HBSAg e as regides codificadoras da DNA polimerase
(S/Pol) foi amplificado pelo método nested PCR, usando os primers PS3132F/2920R e
PS3201F/P1285R (ALVARADO-MORA et al., 2011). A quantificacdo da carga viral é
expressa em IU/mL cuja sensibilidade de deteccdo é a partir de 50 IU/mL ou em

logaritmo, cujo limite inferior de deteccédo é 1,7 log e o superior até 7 log.

Andlise estatistica
Foram calculados valores minimos, maximos, média, mediana e desvio padréo

dos resultados obtidos.
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As varidveis AST, ALT e Carga viral foram analisadas utilizando-se o célcu
do coeficiente de correlacdo de Spearman (rho) como medida de correlacdo néo

paramétrica.

Resultados

Durante o periodo do estudo, foram incluidos 60 pacientes, sendo 4 excluidos
por ndo apresentarem amostras suficientes para quantificacdo de todos os parametros do
estudo, perfazendo um total de 56 pacientes. Estes apresentaram idade média de 50,3
anos, sendo 19 do sexo feminino (34%) e 37 do masculino (66%).

Na tabela 1 verifica-se a distribuicdo das variaveis estudadas quanto aos valores
minimo, maximo, média, mediana e desvio-padrdo. Em relacdo a AST e ALT, néo foi

possivel dosé-las em 3 e 2 amostras respectivamente.

Tabela 1 — Niveis séricos de HBsAg, HBV DNA (log), AST e ALT em 56 pacientes

com infecgéo crbnica pelo virus da hepatite B.

Variaveis N Min Max Media Mediana Desvio
HBsAg (1IU/mL) 56 0,12 250 185,9 250,0 101,7
Carga Viral (Log) 56 1,7 7 3,1 2,5 1,7
AST (U/L) 53 10 162 39,0 30,0 32,8
ALT (U/L) 55 11 433 53,5 40,0 57,8

Aplicando-se os testes de coeficiente de correlacdo de Spearman (rho) para
analisar os resultados da quantificacdo do HBsAg em relacdo as variaveis AST, ALT e

carga viral (log), identificaram-se correlagfes entre os niveis séricos do HBsAg e 0s
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valores de ALT (p=0,0306), como também, entre os niveis séricos do HBsSAg e os

valores de carga viral (p=0,050). As demais varidveis ndo apresentaram correlag&o.

Tabela 2 — Correlagdo entre os niveis séricos do antigeno de superficie do virus da

hepatite B (HBsAg), das aminotransferases e carga viral (log)de 56 pacientes com

infeccdo cronica pelo virus da hepatite B.

HBsAg IU/mL
Correlagdes Spearman
(rho) p-valor
AST UI/L 0,08 0.5847
ALT UI/L 0,29 0,0306
Carga Viral (log) 0,27 0,0500

O grafico 1 demonstra através do teste de Spearman, a correlacdo entre os niveis

séricos do HBsAg e os valores de ALT (p=0,0306) e o grafico 2 demonstra através do

mesmo teste estatistico a correlacdo entre os niveis séricos do HBsAg e a carga viral

(viremia) (p=0,0500).
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Gréfico 1 — Correlagdo entre 0s niveis séricos do antigeno de superficie do virus

da hepatite B (HBsAQ) e os niveis de alanina aminotransferase (ALT) em 56 pacientes

com infeccéo cronica pelo virus B.
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Grafico 2 — Correlacdo entre os niveis séricos do antigeno de superficie do virus da

hepatite B (HBsAg) e os niveis de HBV DNA (carga viral) em 56 pacientes com

infeccdo cronica pelo virus B.
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Discussao 7

Apesar do progresso na disponibilizacdo do HBsAg quantitativo, varias quest6
sobre o seu significado ainda ndo estdo esclarecidas, posto que os mecanismos de
controle da sua producdo pelo HBV ainda sédo pouco compreendidos. A discrepancia
entre os niveis séricos do HBsAg e do HBV DNA existe, embora, estudos sobre
correlagédo entre os mesmos tenham sido documentados. Provavelmente, isto ocorre em
funcdo do HBsAgQ ser produzido e secretado através de mecanismos complexos que
ainda ndo estdo completamente elucidados. A exemplo disso, tem-se variaveis
interferentes, tais como, escape imunoldgico dos mutantes e questdes resultantes de
sobreposicdo devido a mutacdo do gene P (LEE & AHN, 2011).

SONNEVELD et al, 2011, referem que a relevancia clinica da quantificacéo do
HBsAg sérico € derivada de sua correlagdo com o DNA circular covalentemente
fechado intra-hepatico (cccDNA), que é o principal modelo replicativo do HBV.
Através dessa associacdo, acredita-se que possivelmente o0 HBsAgQ sérico serviria como
marcador para resposta imunoldgica a terapia antiviral, independente da resposta viral
(replicacdo), mensurada atraves da quantificacdo do HBV DNA.

Em virtude da escassez de dados em nosso meio, no que diz respeito ao
significado dos niveis séricos do HBsAg, este estudo teve como objetivo avaliar a
correlacdo entre os niveis deste marcador, os niveis do HBV DNA e os niveis das amino
transferases.

JAROSZEWICZ et al, 2010, em estudo seccional realizado em 226 pacientes
com infeccdo pelo HBV, ndo tratados, foram categorizados de acordo com a fase da
infeccdo e gendtipo. Identificaram correlacdo entre os niveis séricos do HBsAg e do
HBV DNA (p<0,001), entretanto, consideraram que os niveis de HBsSAg apresentaram

diferencas significativas durante o curso natural da infeccdo, como também, entre os
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diferentes genotipos. Consideraram esses achados relevantes para compreensdo
historia natural da infeccdo pelo HBV, como também, a quantificagdo do HBsAg como
importante ferramenta diagnostica e marcador preditivo da reativacdo da infeccéo.

LEE et al, 2010, em estudo realizado com 565 pacientes, 0s quais apresentavam
niveis séricos de HBsAg maiores que 250 IU/ml, dentre esses, 361 com infec¢do
cronica pelo HBV e os demais, 204 pacientes, eram cirrdticos e com hepatocarcinoma.
Correlacionaram os niveis séricos do HBsAg com os niveis de HBV DNA nos pacientes
com infeccdo crbnica e concluiram que a correlacdo era significativa, porém,
considerada fraca (p<0,019, rho = 0,168).

Por outro lado, em estudo realizado com 23 pacientes de transplante hepético e
18 de transplante cardiaco, todos em tratamento antiviral, foram determinados os niveis
séricos do HBsAg e HBV DNA. Os autores afirmaram nao haver correlagdo entre esses
testes e que a quantificacdo do HBsAgQ néo substitui a quantificagio do HBV DNA
durante a da terapia antiviral (WIEGAND et al, 2011).

Similarmente, MUKHERJEE et al, 2010, avaliaram 31 individuos com infeccéo
crénica pelo HBV correlacionando a quantificagdo do HBsAg com o HBV DNA e
verificaram que 0s niveis séricos do HBsAg sdo independente dos niveis séricos do
HBV DNA.

Por sua vez, MOLINA-PEREZ et al, 2010, relataram que os niveis de ALT séo
um dos mais importantes fatores preditivos de lesdo histologica avancada, inclusive
como marcador bioquimico no acompanhamento da hepatite pelo HBV, pois tém sido
utilizados como indicador de terapia antiviral em pacientes que apresentam niveis duas
vezes acima do limite de normalidade. Teoricamente, como a agressdo do HBV ao

hepatdcito é imunomodulada, os pacientes com imunidade preservada, que apresentam
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niveis séricos mais elevados de aminotransferases devem apresentar maiores taxas
replicacdo viral, ou seja, maiores niveis de HBsAg e de HBV DNA.

De fato, neste estudo verificou-se correlagdo entre os niveis séricos do HBsAg e
da alanina aminotransferase (ALT) (rho=0,29 e p=0,0306), o que é sugestivo de lesdo
histolégica em funcéo da replicacéo viral.

LIAW et al, 2008 observaram que as elevagdes da ALT e os flares de hepatite
sdo resultantes da resposta imune do hospedeiro, restrita ao antigeno expresso nos
hepatocitos, mediada pelo linfdcito T citotdxico, que resultard em apoptose e necrose.

De fato, SHERMAN et al, 2007 verificaram que a elevacdo prolongada da ALT
é sugestiva de lesdo hepética e estando o HBV DNA acima de 20.000 IU/mL, ha
indicacéo de terapia antiviral.

IIOEJE et al, 2006, em estudo realizado em Taiwan sobre correlagéo entre HBV
DNA (viremia) e a progressdo para cirrose em pacientes com infeccdo cronica pelo
HBV, identificaram que o risco de cirrose aumenta significativamente com o aumento
dos niveis de HBV DNA, independentemente dos niveis de ALT.

De fato, neste estudo a pesar de identificarmos correlacdo entre 0s niveis séricos
do HBsAg e do HBV DNA, consideramo-la fraca (rho=0,27 p=0,05). Considere-se
algumas limitacbes as quais o mesmo foi submetido, pois, conforme sugerem
JEROSZEWICZ et al, 2010, os niveis do HBV DNA se correlacionam com 0s niveis
séricos do HBsAg na infeccdo cronica, porém, essa correlacdo varia de acordo com a
fase da infeccdo. Em relacdo a essa assertiva, nossos pacientes ndo foram estratificados
quanto a fase da infeccdo, conforme é referido nos critérios de inclusdo e excluséo.
Além disso, as amostras dos pacientes ndo foram estratificadas quanto a sorologia para

0 HBeAg e anti-HBe como fizeram DEGUCHI et al,2004 e LEE, 2011.
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Concluséo

A pesar das limitagdes presentes neste estudo, foi identificada fraca correlagdo
entre os niveis séricos do HBsAg e do HBV DNA (viremia) (p=0,05), como também,
correlacdo entre os niveis de ALT e de HBsAg (p=0,03). Entretanto, futuros estudos
envolvendo maiores casuisticas e maiores detalhamentos relacionados as fases de

infeccdo cronica dos pacientes serdo necessarios para confirmar estes dados.
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Apéndice 1 59
AMBULATORIO DE HEPATOLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS DA

UFPE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo, no qual, serd comparado o0 seu
nivel de HBV DNA (carga viral para hepatite B) com a quantificacdo do HBsAg,
(antigeno superficie do virus da hepatite B). Ambos os métodos destinam-se ao
acompanhamento dos individuos portadores de hepatite B cronica submetidos a
tratamento ou ndo. Sendo que o HBV DNA trata-se de um método da biologia
molecular que é extremamente dispendioso e ndo esta disponivel na maioria dos centros
de saude do pais, enquanto que o teste para o antigeno de superficie do virus da hepatite
B(HBsAQ) na sua forma quantitativa € um exame rotineiro, bem menos dispendioso e
extremamente mais rapido. Em vista disso é importante provar que os dois testes se
correlacionam, podendo um substituir o outro.

O exame é feito através de coleta de sangue venoso no proprio servico de
Hepatologia no seu dia de consulta médica, ndo sendo necessario comparecer ao
hospital apenas para esse fim. Como forma de risco para o paciente podera ocorrer um
desconforto a picada da agulha ou no méaximo ficar um pouco arroxeado no local da
coleta do sangue. Como importante beneficio para o paciente, pode-se entender que em
instituicdes onde ndo esteja disponivel a quantificacdo da carga viral (HBV DNA) para
acompanhar seu tratamento, e agora com a nova disponibilidade do HBsAg
quantitativo, recém lancado no mercado, pode-se dispor da quantificacdo do virus da
Hepatite B de forma bem mais rapida, precisa e mais acessivel aos hospitais que nao
dispdem de grandes recursos financeiros, sendo assim a resposta ao tratamento anti viral
podera ser avaliada mais rapidamente e com menor custo. Portanto é de grande

importancia sua participacao.
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ouvi do pesquisador responsavel, no dia de minha consulta no ambulatério de

hepatologia, através de contato verbal, o esclarecimento sobre o estudo que sera

realizado, compreendendo para que serve o mesmo. A explicacdo que recebi esclarece

os riscos e beneficios do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha

participacdo a qualquer momento, sem justificar minha decisdo e que isso ndo afetara

meu tratamento. Sei que meu nome ndo serd divulgado, que nédo terei despesas e ndo

receberei dinheiro por participar do estudo.

Eu concordo em participar do estudo.

Recife, / /

Assinatura do voluntario (ou representante legal)

Assinatura do pesquisador principal

Assinatura 12 Testemunha

Assinatura 22 Testemunha

NO

NO

NO

. de identidade.

. de identidade.

. de identidade.

. de identidade.



Apéndice 2
INFORMA(;OES SOBRE O PACIENTE
Nome:
Prontuario: IDADE
Exames Laboratoriais: data:
Hemograma:
TP AE INR
TGO TGP
HBsAg QT HBV DNA

Achados histoldgicos: data:
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Apéndice 3: Arvore Filogenética
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Anexo 1
SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
Comité de Etica em Pesquisa
Of. N°. 081/2010 - CEP/CCS Recife, 15 de abril de 2010

Registro do SISNEP FR — 304627

CAAE - 0359.0.172.000-09

Registro CEP/CCS/UFPE N° 363/09

Titulo: Correlagdo entre niveis séricos do antigeno de superficie do virus da Hepatite B e a carga viral
{viremia).

Pesquisador Responsével: Izolda Maria Fernandes de Moura

Senhor{a) Pesquisador(a):

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) registrou e analisou, de
acordo com a Resolucdo N.° 196/96 do Conselho Nacional de Salde, o protocolo de pesquisa em
epigrafe, liberando-o para inicio da coleta de dados em 15 de abril de 2010.

Ressaltamos que a aprovacdo definitiva do projeto serd dada apds a entrega do relatorio final,

conforme as seguintes orientacdes:

a) Projetos com. no méximo, 06 (seis) meses para conclusio: o pesquisador devera
enviar apenas um relatorio final;
b) Projetos com periodos maiores de 06 (seis) meses: 0 pesquisador devera enviar

relatdrios semestrais.

Dessa forma, o oficio de aprovacédo somente sera entregue apés a analise do relatorio final.

Prof- Ido Bosco L
Coordenador do CEP/

A
Mestranda izolda Maria Fernandes de Moura
Pos-graduagio em Saude do Adulio e do idoso/CCS-UFPE

Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cid. Universitaria, 50670-901, Recife - PE, Tel/fax: 81 2126 8588; cepcesi@ufpe.br
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Anexo 2: Journal of Viral Hepatitis
Author Guideliness

http://www.wiley.com/bw/submit.asp?ref=1352-0504&site=1

Anexo 3: Journal of Virological Methods
Author Guideliness

http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws home/506080/authorinstructi
ons
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