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RESUMO

A infeccdo pelo VHB é uma das infec¢des mais frequientes do mundo, estima-
se em 350 milhdes o numero de pacientes cronicamente infectados, sendo a
Amazonia Ocidental Brasileira considerada uma das regides de maior endemicidade
do VHB. As hepatopatias cronicas pelo VHB apresentam-se sob duas formas:
AgHBe positivo e AgHBe negativo. As formas AgHBe negativas sao representadas
por dois grupos de pacientes: os portadores inativos do AgHBs e 0s pacientes com
hepatite cronica B (HCB). Foram selecionados na FMTAM 55 pacientes AgHBs
reagentes ha mais de seis meses, naturais da Amazonia Ocidental Brasileira, apés
soroconversdo do AgHBe, com a finalidade de determinar o VHB DNA pela PCR,
identificar os genoétipos do VHB das amostras VHB DNA reagentes e caracterizar 0s
pacientes com HCB AgHBe negativo, através da anadlise clinica e molecular. O
estudo foi do tipo descritivo de caso, com 0s pacientes separados em dois grupos:
com hepatite e sem hepatite no exame histopatoldgico. A prevaléncia da hepatite no
estudo foi 63,64%, predominando o género masculino, com uma propor¢ao de 1,9:1
em relacdo as mulheres, com idade média de 42,5 anos, sendo mais
freqientemente naturais da Sub-regido Sudoeste (32,73%). No estudo foi observado
que o tempo foi uma variavel proporcional a evolu¢do da doenca e nestes pacientes
0os sintomas mais frequentes foram: dispepsia, astenia e perda da libido, com a
maioria dos pacientes apresentando historia pregressa e familiar de contato prévio
com o VHB, sendo a esplenomegalia o sinal mais freqiente (40%). Entre os exames
a contagem plaquetaria, albumina sérica e atividade da protrombina foram
significativas para o diagnéstico da hepatite. A alfa-fetoproteina foi mais elevada nos
pacientes com hepatite e o carcinoma hepatocelular foi detectado em 3,63%. Foram
diagnosticados trés tipos de gendtipos do VHB: A, D e F, em amostras amplificadas
do gene S. O genotipo A sub-gendtipo Afro-asiatico (AA) foi o mais prevalente nos
pacientes com hepatite (54,54%). Observaram-se mutagdes nestes pacientes em
36,36%, com predominio das mutagcfes core promoter (31,81%), decorrentes da
maior prevaléncia neste estudo do gendtipo A (AA). No presente estudo nos
pacientes com hepatite encontramos sinais de atividade fibrogénica ao ultrassom
hepatico, demonstrando elevada sensibilidade do exame em avaliar a fibrose
hepatica (90,2%). Em relacdo aos sinais ultrassonograficos de patologias
associadas a hepatite, observou-se colecistopatias (18,18%) e lesdes focais
(5,45%). Nos pacientes com hepatite foram observados ao ultrassom sinais maiores



menores de hipertensdo portal, respectivamente 38,18% e 40%. A aplicacdo do
indice de NIEC nestes pacientes revelou elevado risco de hemorragia varicosa
durante o periodo de um ano (37,8%). Este estudo mostrou uma elevada
prevaléncia do genodtipo A (AA) em pacientes com HCB AgHBe negativo na
Amazobnia Ocidental Brasileira, contrariando outros estudos sobre a predominancia
do gendtipo F, reflexo provavel das influéncias migratérias de outras regides
brasileiras, ha varias décadas, o que poderia estar contribuindo para a mudanca do
perfil genotipico do VHB na regido.

Palavras-chaves:

Hepatite crbnica B AgHBe negativo, Amazoénia Ocidental Brasileira, mutacées.



ABSTRACT

The infection for the HBV is one of the infections most frequent of the world, esteem
in 350 million the number of chronic infections patients, being of Amazon Ocidental
Brazilian person considered one of the regions of bigger prevalence of the HBV. The
chronic hepatitis for the HBV are presented under two forms: Positive and negative
AgHBe. The negative AgHBe forms are represented by two groups of patients: the
inactive carriers of the AgHBs and the patients with chronic hepatitis B, 55 reacting
AgHBs patients had been selected in the FMTAM have six months, natural of the
Amazon Ocidental Brazilian person, after soroconversion of the AgHBe, with the
purpose to determine HBV DNA for the PCR, to identify the genotypes of the VHB of
reacting samples HBV DNA and to characterize the patients with chronic hepatitis B
negative AgHBe, through the clinical and molecular analysis. The study he was of the
descriptive type of case, with the separate patients in two groups: with hepatitis and
without hepatitis in the histological examination. The prevalence of the hepatitis in the
study was 63.64%, predominating the males sort, with a ratio of 1,9:1 in relation to
the female, with average age of 42,5 years, being more frequently natural of the
Southwestern Sub-region (32,73%). In the study it was observed that the time was a
proportional variable to the evolution of the illness and in these patients the
symptoms most frequent had been: dyspeptic symptom, asthenia and loss of the
libido, with the majority of the patients presenting former and familiar history of
previous contact with the HBV, being the esplenomegalia the signal most frequent
(40%). The platelet counting enters the examinations, sérica albumin and activity of
the protrombin had been significant for the diagnosis of the hepatitis. The alpha-
fetoprotein more was raised in the patients with hepatitis and the hepatocelular

carcinoma was detected in 3,63%. Three types of genotypes of the VHB had been



diagnosed, A, D and F in amplified samples of gene S. The genotype A, sub-
genotype Afro-asiatic (AA) was most prevalent in the patients with hepatitis (54,54%).
Mutations in these patients in 36,36% had been observed, with predominance of the
mutations Core promoter (31,81%), to biggest prevalence in this study of the A
genotype (AA). In the present study in the patients with hepatitis we find signals of
fibrogenesis activity to ultrasound hepatic, demonstrating raised sensitivity of the
examination in evaluating fibrosis hepatic (90,2%). In relation to the ultrasound
signals of patology associations to the hepatitis, one observed lithiasis (18,18%) and
focal injuries (5,45%). In the patients with hepatitis bigger and lesser signals of portal
hipertension had been observed to ultrasound, respectively 38.18% and 40%. The
application of the index of NIEC in these patients disclosed high risk of varices
hemorrhage during the period of one year (37,8%). This study it showed to one high
prevalence of the A genotype (AA) in patients with chronic hepatitis B negative
AgHBe in the Amazon Ocidental Brazilian, opposing other studies on the
predominance of the genotype F, probable consequence of the migratory influences
of other Brazilian regions, has some decades, what she could be contributing for the

change of the genotipic profile of the HBV in the region.

Key Words:

Chronic hepatitis B negative AgHBe, Amazon Ocidental Brazilian, mutations
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INTRODUCAO

A Amazbnia Ocidental Brasileira é considerada uma regido de alta
endemicidade do virus da hepatite B (VHB), onde grande parte da populacao
infecta-se no periodo perinatal e durante a infancia. A prevaléncia de portadores do
AgHBs varia entre 5% e 15% e aproximadamente 50% a 95% da populacdo
apresenta evidéncia soroldgica de infec¢ao passada (FERREIRA, 2000; SILVEIRA &
FONSECA, 1999; TANAKA, 2000).

Vérios fatores estédo implicados no desenvolvimento desta infeccéo, entre eles
estdo a época de aquisicdo da infeccao, gendtipo viral e aspectos relativos a etnia e
género do hospedeiro, além destes fatores a progresséo para a cronicidade é maior
nos individuos infectados por transmisséo vertical ou horizontal durante o periodo
perinatal (LEE, 1997).

As hepatopatias crénicas pelo VHB apresentam-se sob duas formas: uma
com expressao soroldgica do antigeno HBe (AgHBe positivo) e outra com expressao
sorologica do anticorpo HBe (AgHBe negativo). As formas AgHBe negativo séo
representadas por dois grupos de pacientes: os portadores cronicos inativos do
AgHBs (sem hepatite) e aqueles com hepatite cronica B (portadores crbnicos ativos
do AgHBs). A distingdo entre estas duas formas é dificil, particularmente nos
pacientes com atividade bioquimica e virolégica intermitente, apdés longos periodos
de remissdo. Estes pacientes apresentam flutuagbes nos niveis das
aminotransferases, devido a replicacdo viral residual do VHB selvagem ou devido a
presenca de replicacdo de formas virais mutantes do VHB que ndo expressam o

AgHBe. Estes pacientes progridem para cirrose de maneira insidiosa e subclinica
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com elevado risco de desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (RIZZETO &
VOLPES, 2000).

A determinacéo sequencial da enzima aminotranferase da alanina (ALT) tém
demonstrado ser um exame de baixo custo e eficiente para diferenciar os pacientes
portadores ativos do AgHBs, AgHBe negativo com hepatite cronica dos portadores
inativos do AgHBSs, entretanto nestes pacientes, outras causas de elevacédo das
aminotransferases necessitam ser excluidas, como superinfeccdo com outros virus,
abuso de alcool, uso de drogas hepatdxicas, e doencas de natureza auto-imune ou
metabdlica (PAPATHEORIDIS & HADZIYANNIS, 2001).

A deteccdo do VHB-DNA no soro ou tecido hepatico pela PCR é a forma mais
sensivel de detectar a replicacéo viral. Os niveis quantitativos de VHB DNA acima de
10° cépias por mL pela PCR, representam o nivel de cut-off mais aceito para a
detectabilidade do método, contudo varios estudos de follow-up tém mostrado que
20% a 30% destes pacientes podem ter valores de VHB DNA menores na vigéncia
de hepatite crénica B AgHBe negativo (CHAN & LEUNGH, 2000).

Hsu et al. (2002) observaram uma incidéncia acumulada de 25% de hepatite
cronica B AgHBe negativo, variaces freqlentes nos niveis da viremia, ALT e uma
baixa resposta viral sustentada apdés o tratamento com interferon com um

clareamento anual do AgHBs menor que 0,5% nestes pacientes.

As variaces no genoma do virus da hepatite B, no decorrer dos anos,
resultaram na emergéncia de pelo menos oito gendtipos. Os gendtipos sao
classificados de A a H, baseados na divergéncia de mais de 8% na sequéncia de
nucleotideos do genoma. Enquanto a relevancia destes genotipos continua a ser
investigada, evidéncias sugerem que os mesmos podem afetar a historia natural da
doenca hepatica e provavelmente possam ter um papel no manejo clinico desta
infeccdo (GONCALVES & GONCALVES, 2006).

Estas observacdes e o fato de no Brasil existirem poucos trabalhos cientificos
em escala nacional ou regional estimando a ocorréncia e a variabilidade genética, da

hepatite cronica B AgHBe negativo, justificaram a realizacdo deste estudo.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

A infeccao pelo virus da hepatite B (VHB) representa um sério problema para
a saude publica mundial, aproximadamente 350 milh8es de pessoas no mundo sao
portadoras do VHB, geralmente inativas, com baixa replicacdo viral e remissao
histoldgica, entretanto uma proporcao significativa destes pacientes desenvolvera
hepatite crénica ativa com replicacdo viral e necroinflamacédo hepéatica. Estima-se
que 15% a 20% destes pacientes em cinco anos desenvolverao cirrose (DE JONGH
& JANSSEN, 1992; FATTOVICH et al., 1991; LEE, 1997; MADDREY, 2000; REALDI
et al., 1994).

Os pacientes com infeccdo cronica pelo VHB apresentam-se em risco de
desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatico, contudo a presenca de cirrose
aumenta este risco. Estima-se que no mundo morrem anualmente um milhdo de
pessoas de complicacdes da hepatite B (BEASLEY, 1988; HOOFNAGLE &
SCHAFRITZ, 1987; LIAW & TAI, 1988; MAYNARD, 1990; MARGOLIS & ALTER,
1991; WEISSBERG et al., 1984).

Estes indices elevados de morbi-mortalidade tém motivado a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a deliberar acdes preventivas e curativas para o controle
da infeccdo nestes pacientes. A vacinacdo contra o VHB, as campanhas que
combatem os riscos da atividade sexual sem protecdo e o uso compartilhado de
seringas e agulhas tém registrado quedas significativas de novos pacientes
portadores do VHB, mas 0s reservatorios humanos existentes necessitam ser

detectados, monitorados e possivelmente tratados (GROB, 1995).
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21 A BIOLOGIA DO VHB

O VHB pertence a familia hepadnaviridae que compreende um grupo de virus
gue compartilham uma série de caracteristicas, como o hepatotropismo, um genoma
constituido por moléculas de DNA com fita parcialmente dupla que infectam outras
espécies e compartiiham caracteristicas estruturais e funcionais, ao género
Orthohepadnavirus (SUMMERS et al, 1978). O seu genoma possui
aproximadamente 3.200 pb (pares de bases) constituindo-se em um dos menores
genomas conhecidos que infectam o homem. A fita de DNA mais longa é
complementar aos RNA virais e por convencao possui polaridade negativa. Na fita
de polaridade positiva a posicao da extremidade 5’ terminal é fixa, enquanto que a
posicdo da extremidade 3’ terminal é variavel. Desta forma o comprimento da fita
positiva é variavel, correspondendo 50% a 90% do comprimento da fita
complementar. A fita negativa do DNA n&o é um circulo fechado, apresenta uma
regido aberta em um sitio localizado a aproximadamente 224 pb da extremidade 5’
da fita positiva. A circularidade da molécula é mantida por extremidades coesivas de
224 pb situadas na porgéo 5’ de ambas as fitas do DNA (GANEM, 1996; SATTLER
& ROBINSON, 1979).

No genoma do VHB existe uma proteina covalentemente ligada a
extremidade 5’ da fita de polaridade negativa e um oligorribonucleotideo ligado na
extremidade 5’ da fita de polaridade positiva. Proximal a extremidade 5’ de ambas as
fitas observa-se uma pequena sequéncia de 11 nucleotideos que séo diretamente
repetidas e por isso sdo chamadas de direct repeats (DR1 e DR2), importantes para
a iniciacéo da replicacdo (GERLICH & ROBINSON, 1980; LIEN & PETEU, 1987).

O seu genoma apresenta quatro fases de leitura abertas ou ORFs (open
reading frames) designadas de pré-S/S, pré-C/C, P e X. Todos estes genes sao
codificados pela fita longa e possuem pelo menos uma regido de sobreposicéo a
outro gene (GANEM & VARMUS, 1987).

A ORF-S ou gene de superficie pré-S/S do VHB inclui as regides pré-S1, pré-
S2 e S com trés codons de iniciagdo na mesma fase de leitura: a maior proteina que
compde o AgHBs, large (I) S cujo codon de iniciagédo é localizado no inicio da regiao

pré-S1 é codificada pelas regibes pré-S1, pré-S2 e S; a proteina de tamanho
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intermediario designada de middle (m) S é codificada pelas regides pré-S2 e S. A
menor proteina, small (s) S é sintetizada a partir do codon de iniciacdo localizado no
inicio da regido S. Todas estas proteinas possuem o mesmo codon de terminacao
localizado no final da regido S. As proteinas do involucro viral sdo constituintes das
espiculas externas do envelope viral e estdo envolvidas no processo de
reconhecimento pelos receptores hepatocitarios, provavelmente através de uma
ligacdo com a albumina sérica humana (SHERLOCK & DOOLEY, 2002).

A ORF-C ou gene do core pré-C/C do VHB que inclui as regides pré-C/C,
possui dois codons de iniciacdo na mesma fase de leitura aberta. O AgHBe é
traduzido a partir do Unico codon de iniciacdo da regido pré-C. Inicialmente é
produzido um polipeptidio precursor de 214 aminoacidos compreendendo os 29
aminoacidos da regido pré-C e os demais aminoacidos do gene C. O produto é
translocado para o reticulo endoplasmico onde é processado por clivagem nas duas
extremidades, resultando na forma¢do do AgHBe com 159 aminoacidos. O AgHBe é
secretado para a circulacdo sanguinea, usualmente ligado as proteinas do soro. O
codon de iniciacdo para o AgHBc esté localizado a 87 nucleotideos (nt) do sitio de
iniciacdo da regido pré-C. O polipeptidio do core possui 185 mondmeros desta
proteina que espontaneamente se agrupam para formar uma particula icosaédrica
(NASSAL & SCHALLER, 1996). O promotor basal do core (BCP) do VHB, constitui
uma sequéncia nucleotidica com sitio de iniciacdo localizado na regido do
overlapping da ORF-X entre os nucleotideos 1744-1804 que controla a traducéo das
proteinas da regido pré-core e core (BRUSS & GERLICH, 1988).

O genoma do VHB apresenta ainda mais duas ORFs, a ORF-P ou gene P
gue cobre aproximadamente trés quartos do genoma e codifica uma enzima com
atividade de DNA polimerase, transcriptase reversa e RNAse-H e a ORF-X ou gene
X, um gene regulador que pode ativar a transcricdo de certos genes virais e
celulares (GANEM & VARMUS, 1987; SUMMERS et al, 1978) (ANEXO G).

2.2 PRODUTOS DE TRANSCRICAO

Os produtos de transcricdo do VHB podem ser divididos em RNAs gendmicos

gue possuem mais de uma unidade do genoma em torno de 3,5 Kb e RNAs sub-
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gendmicos de 0,9 Kb a 2,4 Kb. As quatro fases de leitura aberta do VHB,
responsaveis pela sintese de sete produtos diferentes, sdo controladas por quatro
promotores (pré-S1, pré-S2, pré-C/C e X) e dois elementos estimuladores, Enhl e
Enhll (enhancers). O promotor pré-C/C controla a transcri¢cdo de diferentes RNAs de
tamanho em torno de 3,5 Kb, que possuem heterogeneidade na extremidade 5'.
Entre estes RNAs o chamado RNA pré-genémico (pgRNA) € o molde para a sintese
do DNA gendmico através de um complexo sistema de transcricdo reversa. O
PgRNA serve também de molde para a sintese da proteina do core e da DNA
polimerase. Os RNAs de 3,5 Kb com extremidade 5’ localizado acima do coédon de
iniciacdo da regido pré-C, moldam a sintese do AgHBe (CHENG & SMITH, 1986).

Para as proteinas do envelope que compdem o AgHBs sao conhecidos dois
promotores, promotor pré-S1 e o promotor pré-S2/S. O promotor pré-S1 controla a
transcricdo de um unico RNA sub-genémico de 2,4 Kb. O RNA de 2,4 Kb perfaz toda
a regido pré-S/S e é o unico RNA mensageiro para a proteina Large S. O promotor
pré-S2/S controla a transcricdo de uma familia de RNAs de 2,1 Kb, possuindo micro-
heterogeneidade da extremidade 5’de modo que um destes transcritos se inicia
imediatamente antes do AUG da regido pré-S2 e os demais ap0s este codon de
iniciacdo. Desta forma um dos transcritos de 2,1 Kb origina a proteina middle S,
enquanto os demais RNAs mensageiros de 2,1 Kb originam a proteina small S. O
promotor pré-S2/S é mais forte do que o promotor pré-S1 resultando em uma maior
sintese de proteinas middle S e small S comparada com a producdo da proteina
large S. A proteina large S possui papel regulatorio para a secre¢do do AgHBs desta
forma a super-expresséo da proteina large S resulta em retencdo das proteinas de
superficie no reticulo endoplasmatico. O promotor X controla a transcricdo de um
RNA de 0,9 Kb que é traduzido em uma proteina com funcéo de regulacdo e que
ndo € encontrada nos virus das aves (SCHALLER & FISCHER, 1991; XU &
JENSEN, 1997).

O pgRNA referido como um RNA de 3,5 Kb possui um tamanho que excede
ao do genoma devido a uma pequena redundancia terminal, causada pela repeticao
da sequéncia DR1 e do elemento €. Estas duas estruturas sdo encontradas
proximas a extremidade 5’ e existe uma outra cépia na extremidade 3’ do pgRNA
apos a sequéncia DR2. O elemento € € constituido por ribonucleotideos que

pareiam e formam uma estrutura de stem-loop. A coOpia do elemento € da
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extremidade 5’ é critica para encapsidagédo do pgRNA. Esta sequéncia é suficiente
para direcionar a encapsidacdo mesmo de sequéncias de RNA heterdlogas dentro
da particula do core. O elemento € é altamente conservado entre os hepadnavirus e
apenas a copia da extremidade 5’ e ndo a da extremidade 3’ é funcional no processo
de encapsidacdo. Devido a este fato apenas o pgRNA é encapsidado apesar de
todos os outros transcritos de VHB possuirem a regido codificante do stem-loop em
suas extremidades 3’. Sabe-se que a interacdo entre a polimerase viral e 0 stem-
loop iniciam o processo de encapsidagcédo assim como o de transcricdo do pgRNA
(JUNKER-NIEPMANN & BARTENSCHLAGER, 1990; POLLACK & GANEM, 1993;
POLLACK & GANEM, 1994).

2.3 REPLICACAO VIRAL

Ap6s a introdugdo no organismo o VHB migra até o figado por
hepatotropismo, sofre ligacdo e adsorcao especifica a superficie dos hepatécitos. A
susceptibilidade da célula hepatica esta limitada a presenca de receptores que
envolvem a interagdo do AgHBs com receptores hepatocitarios, possivelmente
intermediado por uma pHSA (albumina humana sérica polimerizada). Estudos
identificaram receptores para pHSA no virion completo do VHB, no AgHBs e também
nos hepatocitos do hospedeiro (GRAEME & EDDESTON, 1985; THUNG &
GERBER, 1984).

O processo de penetracdo € dependente de energia e ocorre logo apés a
adsorcao viral por endocitose. Enquanto a vesicula endocitica é transportada da
periferia para o centro celular verifica-se uma modificacdo do pH intracelular, durante
esse processo ocorre fusdo do envelope com a membrana do endossomo liberando
o nucleocapsideo (GRAEME & EDDESTON, 1985; THUNG & GERBER, 1984).

O desnudamento viral consiste em perda do revestimento protéico e seu
transporte até o nucleo, onde os terminais 5’ sdo removidos e reparados (ALBERTI
et al., 1999). A multiplicagdo do genoma do VHB ocorre no nucleo da célula.
Primeiramente o DNA viral é convertido na forma circular dupla fita, covalentemente
ligada (cccDNA). Para isso, a fita positiva € complementada pela DNA polimerase e

as estruturas das extremidades 5 de ambas as fitas sdo removidas. A RNA
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polimerase |l transcreve o genoma do VHB a partir da forma cccDNA em RNAs
maiores do que uma unidade do genoma (3,5 Kb). Entre estes, alguns servirdo de
mensageiros e irdo ao citoplasma onde serdo traduzidos para gerar a DNA
polimerase, o AgHBc e 0 AgHBe (THUNG & GERBER, 1984).

A encapsidacdo € desencadeada pela ligacdo da polimerase viral a estrutura
de stem-loop da extremidade 5’. Acredita-se que interacbes entre o AgHBC e a
polimerase viral também sejam necesséarias para a encapsidacdo do pgRNA.
Primeiramente a polimerase do VHB inicia a transcricao reversa a partir da estrutura
de stem-loop da extremidade 5 até a formagao de trés ou quatro pares de bases.
Neste ponto, a polimerase, juntamente com a cadeia nascente de DNA é transferida
para a copia homoéloga da DR1 da extremidade 3'. A cadeia de DNA de polaridade
negativa € entdo estendida pela polimerase viral enquanto que a atividade de
RNAseH desta enzima degrada o molde de RNA. Quando a polimerase do VHB
alcanca a extremidade 5’, uma pequena sequéncia de RNA desta extremidade é
deixada intacta pela RNAseH. Este oligbmero de RNA compreende a seqiéncia de
DR1, sendo translocado para anelar-se com a regido DR2 da extremidade 5'do DNA
de polaridade negativa. Este oligorribonucleotideo é entdo utilizado como um
iniciador da sintese da fita de DNA de polaridade positiva, que também é gerada
pela polimerase viral. Conforme observado anteriormente a fita positiva ndo é
completamente sintetizada, sendo menor do que a fita negativa. Uma vez que a
sintese da fita positiva comeca, as particulas do core que contém o genoma
adquirem o envoltério (AgHBSs). Estes processos ocorrem no reticulo endoplasmatico
e no complexo de Golgi onde finalmente os Vvirion sdo secretados
(BARTENSCHLAGER & SCHALLER, 1992; GANEM, 1996; NASSAL & CHALLER,
1996).

Os cccDNAs dos hepadnavirus nao estdao diretamente envolvidos na
replicacdo do DNA viral, portanto ndo séo afetados pela quimioterapia convencional
com os analogos dos nucleosideos. A persisténcia da infecgéo viral é explicada pelo
fato desta ndo estar associada a um mecanismo citopatico. Os cccDNAs tém uma
vida média tdo longa quanto a vida dos hepatocitos, desta forma a erradicacao da
infeccdo crbnica pelo VHB pode somente ser atingida ap0os a exaustdo da
reciclagem dos reservatorios do pool de cccDNAs ou pela eliminacdo das células
gue contenham reservatérios de cccDNA (CHEINQUER, 2003).
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2.4 VARIABILIDADE DO GENOMA DO VHB

A primeira variabilidade conhecida do VHB foi a do AgHBs que possibilitou a
classificagdo das variantes antigénicas do VHB em nove subtipos diferentes: aywl,
ayw2, ayw3, ayw4, ayr, adw2, adw4, adrg- e adrg+ (COUROUCE-PAUTY &
LEMAIRE, 1978).

A divergéncia das sequéncias do genoma completo em um mesmo subtipo &
de aproximadamente 8%, semelhante a encontrada entre diferentes subtipos. Assim,
a subtipagem ndo reflete uma verdadeira variacdo genotipica nas sequéncias
codificadoras da proteina S. Por essa razdo foi proposto outro método de
classificacdo dos subtipos do VHB baseado na sequéncia de nucleotideos do AgHBs
(OKAMOTO et al., 1988).

Inicialmente, pela analise da sequiéncia do gene S, foram descritos quatro
gendtipos do VHB: A, B, C, e D aos quais posteriormente foram adicionados mais
dois gendtipos: E e F. Recentemente foram descritos mais dois genétipos: o
gendtipo G, encontrado em mais de 10% dos casos estudados na Franca e nos
Estados Unidos e o gendtipo H definido pelo subtipo adw4, muito freqlente em
populacdes nativas das Américas e pode representar o primeiro split de um
hepadnavirus ancestral, sendo descrito por Arauz-Ruiz (2002) em amerindios da
América Central (NAUMANN et al., 1993; NORDER et al., 1993; NORDER &
COUROUCE, 1994).

O gendtipo A inclui virus dos subtipos adw2 e aywl; o genoétipo B inclui os
subtipos adw e ayw1; o gendtipo C inclui os subtipos adw, ayr e adr e o genétipo D
inclui os subtipos adw, ayw2 e ayw3. O genétipo A raramente circula com uma
mutacdo pré-core. Pacientes infectados com este genétipo e sem mutacbes na
regido pré-core respondem melhor ao tratamento com interferon e pacientes
infectados com o gendétipo D parecem evoluir com quadros mais graves, pela
selecdo de mutantes pré-core. O genétipo E é encontrado na Africa, sendo que na
Africa do Sul predomina o genétipo A, formando um subgrupo distinto desse
genaotipo, mas também sédo encontrados os genétipos B, C e D. O gendtipo F € o

mais divergente de todos (14%) parece ser o virus padrdo do Novo Mundo, possui
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uma serina (S 140) na al¢ca imunodominante que pode diminuir a eficacia das
vacinas feitas com outros genotipos. A associa¢cdo do genoétipo F com o gendtipo I
do virus da hepatite Delta (VHD) na Amazonia Ocidental foi encontrado em surtos de
hepatites agudas graves. O gendtipo F prevalece na América Central e na Argentina
onde também foram encontrados os gendétipos A, B, e D. No Brasil, na cidade do Rio
de Janeiro, foram encontrados os genotipos A, D e F, muitas vezes com mutacdes
na regido pré-S. Entre pacientes com hepatite cronica B acompanhados em Séao
Paulo, foram encontrados os genatipos A, B,C,D e F, com predominio do gendtipo A
(47%). Em indigenas da regido amazo6nica o genotipo F foi encontrado nas tribos
que ndo tinham contato com os brancos, enquanto que o genétipo A foi encontrado

nas tribos que mantinham contato com os brancos (KAO & WU, 2000).

2.5 MUTACOES DO VHB

O VHB-2 foi inicialmente descrito em crian¢as vacinadas no Senegal, em uma
série de casos com AgHBs, anti-HBs e VHB-DNA positivos, mas com AgHBe, anti-
HBe e anti-HBc negativos (COURSAGET & YVONET, 1987), contudo estes achados
ndo foram comprovados através de sequenciamento genémico, sugerindo que neste
caso a auséncia do anti-HBc né&o reflete uma mutagdo no VHB-DNA e sim uma

resposta imune aberrante do hospedeiro (GOTOH et., 1995).

As mutacdes séo descritas de acordo com o local de sua ocorréncia, regiao
pré-core, regido do gene S, regido do gene C e na regidao do gene P (BLUM et al.,
2000). A ocorréncia de mutagcbes no gene X ainda ndo esta esclarecida. Sao
necessarios mais estudos para definir o papel clinico e biolégico do AgHBX, assim
como o de suas mutagdes, incluindo a sua contribuicdo para o desenvolvimento da
carcinogénese hepatica primaria (BLUM & BAUMERT, 2000). O tipo e 0 numero de
mutacOes acumuladas sao importantes marcadores da evolucdo da doenca hepéatica
e da resposta imune no hospedeiro (CHISARI & FERRARI, 1995; GUNTHER et al.,
1995).

A variante pre-core foi inicialmente descrita na Italia por Brunetto & Stenier
(1990), envolve casos negativos para o AgHBe, mas soropositivos para AgHBs, anti-

HBc, anti-HBe, e VHB-DNA e também apresentam o AgHBc detectavel no figado.
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Estes casos séo particularmente comuns na Regido Mediterrdnea e no Extremo
Oriente e sua prevaléncia esta relacionada com o tipo de genotipo circulante em
cada regido. O surgimento destas cepas mutantes pode alterar a historia natural da
hepatite B. Recentemente, mutacao na regido core promoter foram associadas com
hepatite cronica ativa e hepatite fulminante (BLUM & BAUMERT, 2000; BRUNETTO
& GIARIN, 1991; CHAN & LOK, 1999; GONCALES, 1996; OGATA & ZANETTI,
1997; OKAMOTO et al., 1994; SHIH, 2002).

As mais frequentes mutacfes no genoma do VHB incluem as mutacdes da
regido pré-core G1896A e as mutacdes no core promoter A1762T e G1764A. A
G1896A foi a primeira mutacdo descrita e causa uma stop codon (seqiéncia TAG)
qgue elimina a producédo do AgHBe (BRUNETTO et al., 1989; CARMAN et al., 1989;
SABLON, 2003)

O core promoter localiza-se na sobreposicdo da ORF-X, nos nucleotideos
1744-1804. As variantes da regido do core promoter mais comuns envolvem duas
substituicdes nucleotidicas A1762T e G1764A. Estudos in vitro, demonstraram que
as mutacdes TA diminuem a producédo do AgHBe sem afetar a replicacdo viral ou a
expressdo do AgHBc, entretanto outros estudos revelaram aumento da replicacao
viral e da expressdo do AgHBc. As variantes T1762 e A1764 foram descritas em
pacientes, com hepatite cronica ativa, hepatite fulminante e em pacientes
imunodeprimidos. Estas mutagdes, resultam em uma diminuicdo de 70% do AgHBe,
e podem aumentar a replicacao viral , principalmente qguando associadas a variantes
do gene x e a diminuicdo de um fator de transcricao figado-especifico (BAUMERT et
al., 1996; KRAMVIS & KEW, 1999; Ll et al., 1999; SCAGLIONE et al., 1997).

O VHB apresenta dez vezes mais capacidade de exibir mutacdes do que
outros DNA, com média de substituicdes nucleotidicas variaveis e dependentes do
estagio da infeccdo. A evolucao natural média do genoma do VHB na hepatite B
cronica é de aproximadamente 1,4 - 3,2 x 10 substituicbes por ano, sendo estas,
cem vezes maior nos pacientes transplantados (OKAMOTO et al., 1987; STERNECK
et al., 1997).

Nos Estados Unidos as mutacdes pré-core foram isoladas em 10% dos
pacientes com hepatite fulminante e em 12% a 27% dos pacientes com hepatite
cronica, entretanto na Asia, Africa, Sul da Europa e Oriente Médio, 47% a 60% dos

pacientes com hepatite crénica B apresentavam este tipo de mutagdo. Esta € menos
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freqUente no gendtipo A quando comparado aos gendétipos B, C, D e E, pelo fato de
no genotipo A ocorrer um C1858, necessitando de dois eventos mutantes para
expressar a stop codon, enquanto que os gendtipos B, C, D e E apresentam
normalmente T1858, necessitando apenas de um evento mutante para a expressao
da stop codon. A viruléncia das cepas T1858 quando comparada com as C1858 em
amostras do tecido hepatico de pacientes VHB-DNA reagentes foram examinadas
do ponto de vista histoldgico, através do HAI (Knodell histological ativity indices),
sendo observado que nos pacientes portadores da variante C1858, 44% exibiam um
HAI maior que seis, enquanto apenas 15% dos pacientes com a variante T1858
apresentavam um HAI maior que seis. Estes dados sugerem que a variante C1858
contribui mais para inflamacédo e fibrose do que as cepas T1858 (LASKUS &
SLUSARCZYK, 1989; LINDH et al., 1996).

As mutacdes na regido do core tem sido associadas com alteracfes da
resposta celular imune ao agente viral. O gene C atua como um antagonista do
receptor antiviral T-citotdxico, resultando em escape imunoldgico da cepa selvagem.
Contudo o impacto funcional das mutacfes nos epitopos das células T e sua
consequUéncia na imunopatogénese do VHB mutante ainda estdo para ser definidos
(BERTOLETTI et al., 1994; CHISARI & FERRARI, 1995; CHISARI, 1997; EHATA
et.al., 1993; WAKITA et al., 1991).

O gendtipo A é predominante na Europa ndo mediterranea e nos Estados
Unidos, nestas regides o aparecimento de mutantes € raro, uma vez que 0 genotipo
A apresenta um sequénciamento mais estavel do DNA néo favorecendo a mutacgao
pré-core G1896A. Por outro lado, na Europa mediterranea e no Japéo, prevalecem
0s genatipos B, C, D, e E que apresentam sequénciamento menos estavel do DNA.
Os mutantes do VHB tém sido correlacionados a casos de carcinoma hepatocelular
e hepatite crbnica ativa. O genotipo C apresenta maior freqiiéncia de acometimento
hepatico grave, maior incidéncia de mutante da regido do core promoter e uma maior
resisténcia ao tratamento com interferon (GRANDJACQUES & PRADAT, 2000; KAO
& WU, 2000).

A mutacdo do gene S tem apresentado importancia nos locais com maior
frequéncia de utilizacdo da imunizacdo passiva anti-B. Esta mutacédo ndo expressa o
AgHBs, por este motivo apresenta grande capacidade de escape imunoldgico. A
mutacdo do sitio catalitico da polimerase (YMDD) é desencadeada pelo uso
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prolongado da lamivudina sendo a sua incidéncia diretamente relacionada ao uso
cronico deste analogo nucleosideo. O aparecimento desta mutagdo pode ocorrer em
15% dos pacientes tratados apos um ano, podendo chegar a 44% apo6s dois anos de
tratamento. Acredita-se que esta mutacdo esteja relacionada a resisténcia ao
tratamento, porém estudos durante dois anos verificaram soroconversdo do AgHBe
e em alguns casos até desaparecimento da mutacdo (DIENTAG & SCHIFF, 1999;
KAO & WU, 2000).

O diagnostico da hepatite cronica B AgHBe negativo é baseado na presenca
do antigeno AgHBs por periodo maior do que seis meses, na auséncia do AgHBe, e
na presenca do anti-HBe com o VHB-DNA, excedendo 10° a 10° copias/mL no soro,
aumento nos niveis da ALT (alanina aminotrasferase) e biopsia hepatica
expressando atividade necroinflamatoria. Entretanto outras causas de doencas
hepéticas necessitam ser excluidas, como superinfecgdo com outros virus, abuso de
alcool, uso de drogas hepatoxicas, e doencas de natureza auto-imune ou metabdlica
(LOK et al., 2001; LOK & MCMAHON, 2001; PAPATHEORIDIS et al., 2001).

Os pacientes portadores deste tipo de hepatite em geral sdo mais velhos que
0s pacientes com hepatite crénica AgHBe positivo, em média 40 anos de idade,
predominantemente sdo do género masculino e portadores de doenca hepatica mais
ativa e avancada em aproximadamente 50% dos casos. Em um estudo realizado na
Regido do Mediterraneo 29% a 38% dos pacientes com hepatite cronica AgHBe
negativo, no momento do diagndstico ja eram portadores de cirrose hepatica. A
idade e a doenca hepética avancada sao indicios de que nestes pacientes a doenca
hepética crénica AgHBe negativo represente uma fase tardia da infeccéo pelo VHB,
mais que uma infecgao “de novo” com variantes virais que ndo expressem o AgHBe
(BURK et al, 1994; CACCIOLA et al, 2002; FATTOVICH et al., 1992;
TASSOPOULOS et al., 1999).

As relacdes entre gravidade e variabilidade da regido pré-core/core tém se
tornado ténue, elas ocorrem tanto em pacientes com doenca progressiva como
naqueles que converteram para anti-HBe e normalizaram as aminotransferases. A
explicagéo para a maior gravidade dos casos que selecionaram a mutante seria que
o efeito imuno-modulatério do antigeno AgHBe estaria perdido, expondo o0s

hepatdécitos a agressdo imune normal (TSAI & CHEN, 1992).
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Hsu et al. (2002) apos dezesseis anos de acompanhamento de pacientes com
hepatite cronica AgHBe negativo observaram 25% de incidéncia acumulada de
hepatite crénica, variagdes freqientes nos niveis de viremia e da ALT e uma baixa
resposta viral sustentada apds tratamento com interferon. O clareamento anual do

AgHBs foi menor que 0,5%.

Este tipo de hepatite cronica B € uma forma de doenca hepatica induzida pela
infeccdo cronica pelo VHB, é potencialmente severa e progressiva, com remissao
espontanea muito rara, sendo freqlente a progressdo para cirrose e apresenta
elevado indice de risco para o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular
(BONINO et al., 1986; LAI et al., 1994).

Tanaka & Yoshiba (1995) relataram casos de hepatite B fulminante induzido
por infeccdo aguda priméria pela mutante G1896A. Embora os mutantes pré-core
estejam associados a formas graves de hepatite é dificil estabelecer uma
causalidade entre estes eventos, provavelmente as mutacbes contribuam apenas
para tornar o VHB mais toxico para os hepatdcitos (TRAUTWEIN & SCHREM,
1996).

Os pacientes com hepatite crénica B AgHBe negativo tem perfil sorolégico
idéntico aos pacientes portadores cronicos inativos do AgHBs sendo esta
diferenciacéo dificil, particularmente nos pacientes com atividade bioquimica e
virolégica intermitente e apos longos periodos de remissdo. Estudos com
determinacdes frequentes dos niveis de ALT e VHB-DNA no soro observaram
flutuag6es nos niveis sorolégicos da ALT e do VHB-DNA em mais de 40% dos casos
(BONINO et al., 1986; BRUNETTO et al., 2002).

Niveis acima de 10° cépias por mL tem sido sugerido como nivel de cut-off do
VHB-DNA para a diferenciacdo de pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo
dos pacientes portadores crénicos inativos, entretanto varios estudos de follow-up
tem mostrado que 20% a 30% dos pacientes com hepatite crbnica B AgHBe
negativo podem ter niveis de VHB-DNA no soro menores que 10° cépias por mL
(CHU et al., 2002; MANESIS et al., 2003; PAPATHEODORIDIS & HADZIYANNIS,
2004).

O alto custo dos testes moleculares e a falta de acuracia para estabelecer o

nivel de cut-off do VHB-DNA tem dificultado a sua utilizagdo e recomendacao na
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pratica clinica diaria para o estabelecimento do diagndstico diferencial entre estas
duas formas clinicas de apresentacédo das hepatites cronicas B AgHBe negativo. A
determinacdo sequencial da ALT permanece como 0 exame basico, pratico e
eficiente para o diagnéstico e seguimento dos pacientes portadores do estado
cronico inativo do AgHBs e para a diferenciagdo dos pacientes com hepatite cronica
B AgHBe negativo (PAPATHEORIDIS & HADZIYANNIS, 2001).

Rizzetto & Volves (2000) observaram que a prevaléncia desta mutacao
variava de 7% a 30% nos pacientes com hepatite crénica B AgHBe negativo, sendo
mais frequente durante a soroconversao espontédnea para anti-HBe ou apls o
tratamento com interferon (TAKEDA et al., 1990).

Lindh & Horal (2000) analisando valores quantitativos do VHB-DNA encontrou
em meédia, pela técnica do Amplicor Monitor 33.000 cépias por mL do genoma do
VHB.

Chu et al. (2002) observaram que esses pacientes apresentavam uma queda
significativa da viremia apos a perda do AgHBe, sem contudo conseguir determinar o
valor significativo de cut-off do VHB-DNA para diferenciar com o estado de portador

inativo do VHB da hepatite cronica B AgHBe negativo.

No Brasil, Rezende (2002) encontrou uma prevaléncia de 24% a 59% da

mutacédo pré-core G1896A em pacientes com hepatite crénica B AgHBe negativo.

Silva (2003) estudando os padrdes soroldgicos do VHB observou VHB-DNA
reagente em 81% dos pacientes que apresentavam AgHBs positivo e AgHBe

negativo.

Os indices da hepatite cronica B AgHBe negativo tém aumentado nas ultimas
décadas (RIZZETTO & VOLVES, 2000), contudo os dados clinicos e experimentais
demonstraram que uma infeccdo primaria com mutante pré-core raramente produz
cronicidade. Assim criancas nascidas de méaes AgHBe negativo e adultos que
adquiram o VHB de portadores do AgHBs e AgHBe negativos geralmente nédo
evoluem para a forma crénica. A presenca do VHB-DNA no soro é a melhor
indicacao da replicagdo viral ativa sendo detectada por métodos de hibridizagédo ou
pela PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), sendo esta ultima técnica a mais
sensivel. A quantificacdo do VHB-DNA no soro € importante para o diagnostico

diferencial com o portador crénico inativo do AgHBs, além de apresentar fator
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preditivo da resposta ao tratamento com interferon (HADZIYANNIS &
VASSILOPOULOS, 2001).

2.6 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO VHB

O VHB é transmitido principalmente através de exposicdo percutanea ou de
mucosas aos fluidos corpéreos ou a sangue contaminado. As maiores
concentracdes de virus séo verificadas no sangue e secre¢des serosas, diminuindo
consideravelmente no sémen, fluido vaginal e saliva. As principais formas de
contagio sdo: transmissdo perinatal, relacbes sexuais, transfusdo de sangue ou
derivados, uso de drogas intravenosas, transplante de 6rgaos ou tecidos, lesbes de
pele ou acidentes com agulhas, principalmente entre profissionais da area de saude.
A saliva pode ser veiculo de transmissdo em caso de mordidas, porém ndo foram
documentados casos de transmisséo por beijo ou outros tipos de exposicao a saliva.
Outros fluidos corporais, incluindo lagrimas, suor, urina, fezes, leite materno, liquor e
liquido sinovial, podem apresentar o AgHBs, porém néo o virion intacto, razdo pela

qual ndo tém sido associados com transmissao (FOCACCIA et al., 1998).

A frequéncia do modo de transmissdo varia de acordo com o0 padrdo
endémico encontrado na regido. Em regides de alta prevaléncia a transmissao
perinatal adquire grande importancia, ao passo que em regides de baixa prevaléncia
a transmissdo sexual e parenteral assume maior importancia, ja nos locais com
padrdo endémico intermediario ocorre uma mistura de padrées evidenciando um
comportamento epidemiologico variavel (FERREIRA, 2000; FOCACCIA et al., 1998;
LEE, 1997).

Os estudos sobre as formas de transmisséo e a prevaléncia do AgHBs e do
anti-HBs identificaram no mundo regifes de alta, intermediaria e baixa
endemicidade. As areas de alta endemicidade sdo aquelas, onde grande parte da
populacdo infecta-se, principalmente no periodo perinatal e durante a infancia.
Considera-se que o limite inferior de prevaléncia de portadores do VHB nestas areas
seja de 5% a 10% e o limite superior chegue a cerca de 20%. A maior parte dos
paises nesta categoria apresenta uma prevaléncia de portadores entre 10% e 15%

com cerca de 50% a 95% da populacdo apresentando evidéncia soroldgica de
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infeccdo prévia pelo VHB. Séo areas de alta endemicidade: Africa, Asia a leste do
subcontinente indiano, regido do Pacifico, regido amazobnica, anel artico, regides do
Oriente Médio, Asia menor e Caribe. Algumas &areas do Leste da Europa como
Bulgaria, Roménia, Albéania e Moldavia apresentam uma prevaléncia de portadores
do VHB entre 5% e 10% da populacdo geral (FERREIRA, 2000; OKATH, 1990;
SILVEIRA & FONSECA, 1999; TANAKA, 2000).

As areas de endemicidade intermediaria geralmente apresentam prevaléncia
do VHB entre 2% e 5%, com cerca de 30% a 50% da populacdo com evidencia
sorologica de infecgdo prévia pelo VHB. Algumas partes do Leste e do Sul da
Europa, regides do Oriente Médio, Asia Ocidental incluindo o subcontinente indiano
e partes da Ameérica Central e do Sul sdo consideradas de categoria intermediaria.
Nestas areas, ocorre um misto de transmissdo na infancia e entre adultos. A
Hepatite viral aguda com ictericia ocorre com freqiéncia nestas regiées, uma vez
que a doencga sintomatica € mais comum entre adolescentes e adultos e que este
grupo € particularmente acometido em &areas de endemicidade intermediaria
(FERREIRA, 2000; FOCACCIA et al., 1998; OKATH, 1990; SILVEIRA & FONSECA,
1999).

Sado consideradas areas de baixa endemicidade: América do Norte, Europa
Ocidental, Australia e partes da América do Sul. Nestas regides a transmissao
perinatal e na infancia é relativamente incomum. A maioria das infeccdes ocorre
entre adultos por via de transmissao sexual, uso de drogas injetaveis ou exposi¢ao
ocupacional a sangue e material contaminado. A Hepatite B aguda é uma causa
freqiente de morbidade em alguns dos paises citados desta categoria (FERREIRA,
2000; FOCACCIA et al., 1998; SILVEIRA & FONSECA, 1999; TASSOPOULOS,
1987).

A divisdo das areas de prevaléncia global deve ser interpretada como
somatorio aos achados regionais estes muito importantes na definicdo de estratégias
de saude (FERREIRA, 2000; MIRANDA et al., 2000).

No Brasil a endemicidade do AgHBs € heterogénea registrando-se indices
intermediarios na maioria das regibes variando entre 1% e 2%, contudo em
individuos do Sudoeste do Parana e em algumas populacdes indigenas da Regiao

Norte do Brasil, foram encontrados indices que variavam entre 5% e 10%
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(BENSABATH et al., 1984; BRAGA et al., 2001; FRANCO et al., 1985; GAYOTTO et
al., 1984; MOREIRA et al., 1995).

No Amazonas, a infeccdo pelo VHB também apresenta distribuicdo
heterogénea das taxas de prevaléncias do AgHBs. Enquanto em algumas areas da
Amazoénia Ocidental como os vales dos rios Jurud, Purus e Madeira, registram-se
indices de alta endemicidade (13,5%) em outras areas localizadas na Amazonia

Oriental estes indices variam de baixa a intermediaria endemicidade.

Na cidade de Manaus Perdiz et al. (1994) observaram taxas de prevaléncia
do AgHBs similares as encontradas na Amazobnia Oriental (CLEMENTE &
CARRILHO, 2003).

Em estudo de metanalise recente pdde-se concluir que em paises como a
Republica Dominicana, Brasil e Argentina ha areas de alta soroprevaléncia para o
VHB na infancia demonstrando risco elevado de transmisséo vertical, além disso,
existem diferentes padrées epidemioldgicos entre os paises e regides caracterizado
pelo possivel baixo risco de transmissao vertical em Sao Paulo e pelo possivel maior
risco de transmissdo vertical na Argentina. Adicionalmente todos os paises
apresentaram evidéncia de transmissdao horizontal em adolescentes e adultos
jovens, possivelmente por transmissdo sexual. Apesar de diversos autores terem
detectado alta prevaléncia de VHB em popula¢des de menor nivel socioeconémico,
este achado ndo foi confirmado em estudo na cidade de Sao Paulo, devido a
possiveis diferencas regionais (FOCACCIA et al., 1998; SILVEIRA & FONSECA,
1999; TANAKA, 2000).

Criangas mais jovens raramente desenvolvem infec¢do por VHB sintomatica
com ictericia, contudo 25% das criancas infectadas antes dos sete anos de idade
tornar-se-4o portadoras cronicas do VHB. Quanto mais jovem a crianga, maior a
chance de tornar-se portadora. Muitos dos portadores que adquirem a infeccao
durante a infancia poderdo desenvolver cirrose e ou hepatocarcinoma, apos um
periodo de laténcia de 30 a 60 anos. Depois dos sete anos as criangas passam a
exibir um padrao epidemioldgico de adultos, com cerca de 5% a 10% tornando-se
portadores crénicos (BEASLEY et al., 1982; FERREIRA, 2000; GONCALES, 1996;
LEE, 1997).
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A transmisséo perinatal € um dos modos mais eficientes de transmissdo do
VHB. Esta transmissao ocorre de maes positivas tanto do AgHBs quanto para o
AgHBe do VHB. Mais de 90% destas maes sao portadoras crénicas do VHB, embora
também seja possivel que maes agudamente infectadas durante a gravidez
transmitam o virus para os filhos. Mulheres portadoras do AgHBe apresentam uma
chance de 70% a 90% de infectar seus recém-natos de modo perinatal, sendo que
quase 100% destes tornar-se-ao cronicamente infectados, raramente desenvolvendo
hepatite aguda, embora haja relatos de obitos por hepatite fulminante nesta faixa
etaria. Estes portadores formaram posteriormente um grupo de individuos infectados
com potencial perpetuador da infeccdo na comunidade e, até mesmo,
eventualmente, para suas futuras proles. Recém-natos de mées AgHBe negativo
tem menor chance de se tornarem portadores por via perinatal (GONCALES, 1996;
LEE, 1997; LOK et al., 1987; FERREIRA, 2000).

A transmissao horizontal de crianca para crianca € responsavel por boa parte
das infeccbes pelo VHB. Apesar de ainda ndo se saber com exatiddo os
mecanismos deste tipo de transmisséo, acredita-se que as lesdes de continuidade
cutdnea associada ao contato intimo representem um papel fundamental neste
modo de transmissdo. Outros mecanismos como reuso de material médico ou
dentario ndo esterilizado, tatuagens e outras escarificacdes, uso de objetos
abrasivos domésticos, atividade sexual e a pré-mastigacdo dos alimentos, muito
comum em algumas culturas, ainda permanecem sem comprovacao cientifica (LEE,
1997; LOK et al., 1987).

A transmisséo para adultos é a forma primaria de transmissdo em éareas de
baixa endemicidade onde ha grande quantidade de populacdo suscetivel. Cerca de
um terco dos adultos recém-infectados desenvolve hepatite B clinica com ictericia.
Destes, cerca de 6% a 10% se tornam portadores cronicos com subsequente risco
de desenvolvimento de hepatite crbnica, cirrose e hepatocarcinoma. A transmissao
sexual tanto hetero quanto homossexual é responsavel pela maior parte das formas
de contagio neste grupo. Em algumas regifes, o compartilhamento de agulhas por
usuarios de drogas também €& considerado uma importante forma de transmisséo do
VHB. Além disso, em areas de endemicidade baixa e intermediaria, a hepatite B
apresenta 0 maior risco ocupacional para trabalhadores da area da saude. A

transmissdo por sangue e derivados ou por material médico-odontolégico n&o
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esterilizado também pode ocorrer, ganhando importancia relativa em locais de
baixas e médias endemicidade. (ALTER et al., 1972; ALTER et al., 1990).

No entanto, o risco de infeccdo da hepatite B por transfusdo reduziu
drasticamente apds a inclusdo de métodos sorologicos de pesquisa do VHB. Nos
anos sessenta os riscos de contagio eram acima de 50% nos Estados Unidos da
América (EUA). Em regibes que ndo apresentam condi¢des sbcio-econdmicas
favoraveis se observam ainda riscos de infectividade por transfusdo. Em alguns
paises as condi¢cGes de estoque do sangue ndo sao as ideais. Em um estudo, foram
detectados recipientes de coleta contaminados pelo VHB em 12 paises da América
Latina. Os relatos mais frequentes de contagio pdés-transplante se relacionam ao
transplante renal ou cardiaco, sendo mais frequente apds o transplante. A hepatite
aguda ou crbnica é causada por reativacdo (transplante renal) ou reinfeccéo
(transplante hepatico). Existe a possibilidade de contagio por procedimentos
invasivos no periodo pré-transplante. Em um estudo retrospectivo foi observada uma
alta prevaléncia do VHB em transplantados cardiacos. Os 6rgdos doados sao
rotineiramente pesquisados para AgHBs porém os infectados podem advir de 6rgaos
com residuos de sangue no pediculo vascular. Adicionalmente todos os modos de
transmissdo horizontais citados para a populacao pediatrica também podem ocorrer
entre adultos (ALTER et al., 1972; ALTER et al., 1990; FERREIRA, 2000;
FOCACCIA et al., 1998; LEE, 1997; LUNEL et al., 2000; SCHUMUNIS et al., 1998).

2.7 IMUNOPATOGENESE DA INFECCAO CRONICA PELO VHB

A patogénese da infeccéo cronica pelo VHB ndo é bem conhecida, havendo
um consenso de que a lesédo hepatica é imunomediada. O VHB é preferencialmente
hepatotropico, mas nao citopatico e acredita-se que apds o reconhecimento dos
peptideos virais pelas moléculas HLA classe | nos hepatdcitos infectados, os
linfécitos T citotdéxicos (CTLs) ativados causam o dano hepatico (CHISARI &
FERRARI, 1995).

A causa dominante da persisténcia viral nos pacientes cronicamente

infectados € que eles tém baixa reatividade das células T aos antigenos virais. Nos
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pacientes com hepatite B cronica, varios graus de infiltrados de células
mononucleares, predominantemente células T, sdo encontrados no figado. Embora
a resposta especifica das células T ao VHB seja fraca para controlar eficientemente
a replicacdo do VHB, elas podem destruir os hepatécitos e no decorrer dos anos
esta atividade inflamatdria pode levar & cirrose. As razdes para esta natureza
ineficiente, embora deletéria, da resposta imune celular na hepatite B crénica ndo
sdo bem conhecidas. Os mecanismos para a persisténcia viral em geral podem
envolver fatores virais e do hospedeiro. Na infeccédo pelo VHB € conhecido que o
AgHBe tem um efeito imunomodulador, contudo outros fatores podem também
produzir efeito imunomodulador como as citocinas imunoregulatorias. Estudos
demonstram que as células dendriticas geradas de pacientes com hepatite B cronica
produzem menor quantidade de interleucina-12 sendo possivel que a fraca
reatividade das células T na hepatite B cronica seja secundaria ao déficit funcional
das células dendriticas. Embora esteja claro que as muta¢cdes do VHB possam
impedir o reconhecimento de antigenos virais pelos CTLs, este parece ser um
evento pouco frequénte no estabelecimento da persisténcia do VHB (BERTOLETTI
et al., 1994; CHISARI & FERRARI, 1995; MILICH et al., 1997; RECHERMANN et al.,

1995).

Andlises recentes da frequéncia e funcdo das células T CD8+ VHB-
especificas, circulantes e intra-hepaticas, em pacientes com infec¢do crénica pelo
VHB indicam que o numero real destes CTLs virus-especificos no figado é similar
para os dois grupos contrastantes de pacientes: portadores inativos do AgHBs com
VHB DNA sérico indetectavel e nenhuma atividade inflamatéria hepética, e pacientes
portadores do AgHBs mas com VHB DNA sérico elevado e significativa atividade
inflamatoria hepatica. Nestes a frequéncia das células T CD8+ virus-especificas
foram mais baixas, uma vez que, estavam diluidas em nimeros maiores de células T
aparentemente ndo-especificas, as quais sdo ou parecem ser a parte predominante
dos linfocitos que infiltram o figado nestes pacientes. Estes dados sugerem que o
dano hepatico progressivo na hepatite B crénica é o resultado da acumulacdo de
células T nao especificas. A morte das células hepaticas ocorre como resultado de
apoptose ou necrose em que a perda da integridade da membrana plasmatica e a
liberacdo do conteudo citoplasmatico nas circunjacéncias da célula provocam a

reacdo inflamatoria.
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Apbs o reconhecimento dos peptideos virais expressados com moléculas HLA
classe | nos hepatdcitos infectados, os CTLs enviam um sinal apoptético, mediado
pelas vias ligante de Fas (FasL) e perforinas, destruindo os hepatdcitos-alvo. O
FasL é expressado em células T ativadas e demonstraram ter um papel essencial no
desenvolvimento da hepatite cronica. Um outro mecanismo que poderia causar dano
hepético crénico sem a necessidade de interacdo antigeno-especifica entre células
efetoras e células alvo, envolve uma interacdo cooperativa entre CD40 e Fas
resultando em apoptose hepatocitica. A ligacdo de moléculas CD40 (CD40L),
expressadas por linfocitos e macrofagos ativados que infitram o figado,
desencadeiam apoptose amplificando a morte hepatocitica Fas-dependente
(CHISARI, 1995; GUIDOTTI et al., 1996).

Nos ultimos anos, uma série de estudos realizados pelo grupo de Chisari
(1995) usando um modelo de infeccdo pelo VHB em ratos transgénicos, revelou que
as células T citotoxicas virus-especificas, podem abolir a replicacdo e a expressao
genética do VHB no figado sem a destruicdo de hepatdcitos infectados. Este efeito €
mediado pelo interferon gama e pelo fator de necrose tumoral alfa, que séo
secretados por células T citotéxicas apOs reconhecimento de antigenos nas células-
alvo. Foi demonstrado que as duas citocinas eliminam os nucleocapsideos do VHB e
seu conteudo de VHB DNA é replicativo do figado de ratos dentro de 24 horas.
Todos os produtos de genes do VHB, incluindo os RNAs virais, seus produtos de
traducdo e os intermediarios de DNA replicativo sdo suscetiveis a esta inativacdo da
replicacdo do VHB mediada por citocinas. A administracdo de interleucina-12
recombinante, o mais potente indutor de interferon gama, também aboliu a
replicagdo do VHB sem evidéncia bioquimica ou histoldgica de hepatite no figado de

ratos transgénicos infectados pelo VHB.

Além disso, a capacidade do interferon gama e do fator de necrose tumoral
alfa de suprimir a expressédo genética do VHB indica que os hepatdcitos infectados
sao participantes ativos deste processo e respondem aos sinais induzidos pelas
citocinas ativando as vias intracelulares que interrompem o ciclo de vida viral. Em
recentes experimentos in vitro demonstrou-se que o interferon gama recombinante
reduz marcantemente, mas nao elimina o VHB DNA e o VHB RNA também em
hepatécitos humanos naturalmente infectados com o VHB. Ao mesmo tempo houve

inducdo de genes celulares responsivos ao interferon, tais como o fator responsivo
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ao interferon-1 e a O6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), sugerindo que a producéo
intracelular de oOxido nitrico possa representar um dos mecanismos intracelulares
para a inativacdo do VHB, este conceito € apoiado pelos achados em ratos
transgénicos infectados pelo VHB que mostram que ratos deficientes em iNOS séo
insensiveis aos efeitos antivirais ndo citopéaticos do interferon gama (CAVANAUGH
et al., 1997; GUIDOTTI et al., 2000).

Independente dos linfocitos T citotoxicos, as células T helper CD4+ sdo outra
fonte rica de interferon gama no figado. Além disso, interferon gama é um poderoso
ativador de macrofagos e é provavel que este efeito seja aumentado pela producao
de fator de necrose tumoral alfa por macréfagos ativados. Dessa forma em pacientes
infectados pelo VHB o inteferon gama e o fator de necrose tumoral alfa produzidos
por diferentes tipos celulares infiltrados no figado exercem sua atividade antiviral
sobre os hepatdcitos infectados pelo VHB (GUIDOTTI et al., 2000).

2.8 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO VHB

Ap6s uma infeccdo aguda pelo VHB, diversas manifestagfes clinicas e
diferentes evolucbes podem ser observadas nos pacientes infectados. A
recuperacdo da hepatite aguda € dependente da resposta das células B que
produzem anticorpos contra 0s antigenos das regides pré-S/S, bem como da
resposta das células T. Assim pacientes com infeccdo aguda autolimitada pelo VHB
exibem uma vigorosa resposta policlonal HLA classe | restrita dos linfocitos T
citotoxicos (CTL) contra multiplos epitopos presentes nas regides do envelope do
nucleocapsideo e da polimerase do VHB. Esta resposta € mantida por décadas apo6s
a recuperacao da infeccdo. A resposta do CTLs é mantida por fragmentos residuais
do VHB que podem ser detectados no figado e nos linfécitos do sangue periférico,
indicando que a completa eliminagdo deste virus é raramente observada, mesmo
nos pacientes considerados curados. Quando a resposta dos CTLs é fraca e limitada
a poucos epitopos, a infeccdo pode se tornar cronica. Nestes pacientes a resposta
das células T-helper CD4+ também se mostra fraca (LOK, 2000; PENNA et al.,
1996).
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Varios fatores estdo implicados no desenvolvimento e na evolugdo da
infeccdo crbnica pelo VHB. Entre estes, estdo a época de aquisicdo da infeccgéo,
aspectos relativos a raca, género do hospedeiro e gendtipo do VHB. A progressao
para o estado de portador crénico do VHB é percentualmente maior nos individuos
infectados pela via vertical ou durante o periodo perinatal. Isto é freqlientemente
encontrado nos paises orientais, onde cerca de 90% a 95% destes recém-nascidos
que estdo com seu sistema imunoldgico ainda imaturo, se tornardo portadores
cronicos do VHB, contrastando com os 5% a 10% de portadores crbnicos
comumente observados nos casos de pacientes que se infectam pelo VHB na idade
adulta (paises ocidentais). A infec¢do crénica pode produzir quadros de portador
sadio do VHB, hepatite cronica persistente (HCP), hepatite crénica ativa (HCA),
cirrose hepatica e hepatocarcinoma, apds varios anos de evolucdo. Nestes
individuos cronicamente infectados com o VHB e que sdo AgHBs e AgHBe
reagentes, podem em dado momento da evolugdo, surgir espontaneamente 0s
anticorpos anti-HBe (soroconverséo) significando que cessou a replicacéo viral. Esta
negativacdo do AgHBe precede a remissdo clinica da doenca. Ap6s um tempo
variavel podera ocorrer negativacao do AgHBs (REALDI et al., 1980; CHANG et al.,
1989; MARGOLIS et al., 1991; ALTER, 1996; LEE, 1997; LOK, 2001).

Nos pacientes com infecgdo cronica pelo VHB existem diferentes fases
evolutivas. Em pacientes com infeccdo adquirida no periodo perinatal, observa-se
uma fase inicial replicativa subdividida em duas fases distintas e seqlenciais.
Inicialmente existe uma fase de imunotolerancia que se caracteriza por altos niveis
de replicacdo viral, sem atividade hepatica e com baixissimas taxas de
soroconversdao espontanea do AgHBe. Nesta época o0 sistema imune é muito
tolerante ao VHB e os pacientes sdo usualmente assintomaticos, com doenca
hepatica leve, apesar do alto grau de atividade da doenca. Esta fase dura cerca de
15 a 35 anos caracterizando-se por uma resposta imune minima ou ausente das
células T aos estimulos antigénicos (CHANG et al., 1989; LOK et al., 1988; LOK et
al.,1993).

Os mecanismos de inducdo da imunotolerancia sio desconhecidos. E
provavel que a passagem do AgHBe através da placenta durante a gravidez, possa
induzir tolerancia no feto por dele¢cdo das células T, aptas a responder ao AgHBe,

produzindo um estado de exaustdo imune. As células T do recém-nascido infectado
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também néo exibirdo reacdo cruzada contra o AgHBc. Durante esta fase o AgHBSs, o
AgHBe e o VHB-DNA estardo reagentes no soro e os niveis da ALT ndo sofrerdo
flutuacbes. A atividade histolégica € minima, conseqlente a pequena atividade
imune contra os hepatécitos. Ainda na fase replicativa por razées desconhecidas a
imunotolerancia cessa e 0s pacientes entram em uma fase de imunoclareamento ou
imunoeliminagdo, com taxas anuais de soroconversdo do AgHBe de 15%. Durante
esta soroconversao ocorrem exacerbacfes (flar) da doenca hepética, produzidas
pelo aumento da fagocitose pelo sistema imune, levando a maior lise dos
hepatocitos infectados. Nesta fase de imunoclareamento a quantidade de DNA viral
sérico declinara progressivamente e aumentardo os niveis de ALT (CHU et al., 1997,
FARREL, 2000; LIAW et al., 1983).

A transicdo para a segunda fase, ou seja, ndo replicativa, pode ser rapida e
silenciosa ou prolongada e com exacerbacdes recorrentes. Em alguns pacientes
existe uma recrudescéncia dos sintomas da hepatite aguda. Raramente podem ser
observados casos de faléncia hepatica progressiva, havendo um aumento
consecutivo da freqUéncia de pacientes positivos para o anti-HBe. Ao final da fase
de imunoeliminacdo todos os pacientes terdo soroconvertido para o anti-HBe,
apresentardo aumento da concentracdo de ALT e importante atividade inflamatéria
no figado, reflexo da resposta imunoldgica para tentar eliminar os hepatécitos
infectados. Apés alguns episddios de elevaces da ALT, os niveis desta enzima se
normalizardo e assumirdo o padrdo da infeccdo nédo replicativa. Enquanto néo
ocorrer a eliminacdo do VHB as tentativas de fagocitar os hepatdcitos infectados, se
sucederdo com elevacdes intermitentes ou continuadas da ALT, progressdo e
persisténcia da hepatite crébnica (FATTOVICH et al., 1995; LOK et al., 1988; LOK,
2001; MILICH et al., 1998).

Depois de uma fase de imunoclareamento bem sucedida, tem inicio a fase
ndo replicativa que ocorre durante ou apds a soroconversdo do AgHBe. E
usualmente precedida por marcante diminuicdo ou auséncia do VHB-DNA,
normalizagcdo da ALT e resolucdo da necroinflamacéo hepética. Alguns doentes, ndo
replicantes, permanecem AgHBs reagentes porém a maioria ndo tera o VHB-DNA
detectavel no soro pela PCR. Estes pacientes com AgHBs reagentes, apresentam
doenca hepatica inativa sem evidéncias clinica ou laboratorial de replicacdo ou
hepatite. Este estado da infec¢do pelo VHB é denominado de estado de portador
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cronico inativo do AgHBs. O prognédstico desta fase é usualmente benigno. Um
estudo de seguimento destes pacientes, durante dezoito anos revelou que a grande
maioria mantém o estado de remissdo e representam baixo risco de
desenvolvimento de cirrose e hepatocarcinoma, contudo 20% a 30% revelaram
reativacdo espontanea ou induzida da hepatite, com reaparecimento de altos niveis
da ALT e do VHB-DNA, com ou sem soroconversdo do AgHBe. Alguns doentes
cronicamente infectados pelo VHB AgHBe negativos, apresentardo flutuacées nos
niveis da ALT devido a presenca de cepas selvagens residuais de VHB (que ainda
nao soroconverteram para o anti-HBe) ou devido a presenca de cepas do VHB com
mutacdes na regido do pré-core ou do core-promoter sem producdo de AgHBe (HSU
et al., 2002; LIAW et al., 1988; LOK et al., 2000; LOK & MC MAHON, 2001).

Nos individuos infectados na infancia ou na idade adulta, observam-se
somente duas fases: uma fase inicial de imunoclareamento com intensa replicacao
viral e doenca hepatica ativa (AgHBe positiva) e uma fase nao replicante, com
doenca hepatica inativa (AgHBe negativa). Durante a fase de replicacdo ocorrem
varios episédios de necroinflamacédo e regeneracdo do figado. Este processo é
responsavel pelo desenvolvimento de fibrose e cirrose do figado. Se houver
remissfes bioquimicas com parada da replicacéo viral (soroconversao do AgHBe e
negativacdo do VHB-DNA), os pacientes apresentardao melhor evolugdo, mesmo em
estagio avancado de lesao hepética (HOOFNAGLE et., 1987; LOK, 1993; REALDI et
al., 1980).

A infeccdo pelo VHB na idade adulta, geralmente leva a recuperacédo e ao
desenvolvimento de imunidade especifica na maioria dos pacientes (92%), tanto
naqueles que apresentaram quadros de hepatite aguda quanto nos que tiveram
doenca subclinica (PAYNE et al., 1996).

Se apos seis meses do quadro agudo o AgHBs ainda for detectado no soro a
infeccdo sera considerada cronica com tendéncia a manutencdo sorologica do
AgHBs e progressédo no futuro. Nestes pacientes inicialmente além da persisténcia
do AgHBs no soro se observa também a presenca do VHB-DNA e o AgHBe,
geralmente em altos titulos (FONG et al., 1994; HOOFNAGLE et al., 1987; PAYNE
et al., 1996; THOMAS, 1990; WEBSTER et al., 2000).

A hepatite pelo VHB costuma no inicio do quadro crbénico ser subclinica e

geralmente leve, particularmente em criangas, quando as aminotransferases podem
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se apresentar com valores normais. Apesar da infecgdo pelo VHB ser incomum em
criangas ocidentais, existem certas situacfes onde a prevaléncia é maior, como se
observa em criancas transfundidas, em criancas nascidas de maes AgHBs positivas
gue nao receberam profilaxia ou que a mesma foi ineficaz, em criancas contactantes
domiciliares de adultos AgHBs positivos ou em criangas oriundas de zonas de alta
endemicidade. Nestes casos a hepatite costuma ser silenciosa, indolente e quase
sempre assintomatica. Inicialmente a maioria delas € AgHBe positiva e muitas
apresentam dosagens de ALT normais ou com valores muito proximos do normal. A
soroconversao espontanea ocorre mais frequentemente na adolescéncia. Doenca
grave pode ser encontrada em cerca de 30% destas, com ocorréncias de faléncia
hepatica e hepatocarcinoma (BORTOLOTTI et al., 1998; FUGISAWA et al., 2000;
LOK et al., 1988; LOK, 2000; LOK et al., 2001; SHAPIRO, 1993; TANG et al., 1998).

Um importante evento na histéria natural da infeccdo cronica pelo VHB é a
perda do AgHBe com a conseqiente soroconversdo para 0 seu anticorpo. Esta
soroconversao geralmente é precedida por uma queda acentuada dos niveis de
VHB DNA, pela queda dos niveis séricos da ALT e pela persisténcia do AgHBs. A
soroconversao geralmente representa a transicdo do estado de VHB crbnico para
um estado inativo de portador do VHB em que h& poucas evidéncias de hepatite e
niveis indetectaveis de VHB DNA no soro. Estima-se que 5% a 15% dos pacientes
com infeccdo crbnica pelo VHB soroconvertem espontaneamente a cada ano,
persistindo entdo com ALT sérica normal e com minimas alteracdes na bidpsia
hepética. Esta doenca hepética geralmente ndo progredird e o desenvolvimento de
hepatocarcinoma serd raramente observado (DE FRANCHIS et al., 1993; DE
JONGH et al., 1992; DI BISCEGLIE et al., 1987; HOOFNAGLE, 1981; HOOFNAGLE
et al., 1987; LOK et al., 2001).

Porém, nem todos 0s pacientes que soroconvertem manterdo uma remissao
sustentada da doenca. Parte destes permanecerdo AgHBe negativos, porém
apresentardo altos niveis séricos de VHB DNA acompanhados de aumentos
persistentes ou intermitentes da ALT sérica. Estes individuos geralmente abrigam
variantes do VHB, que apresentam mutac¢des nas regides do pré-core ou do core
promoter e terdo o quadro clinico de hepatite crénica AgHBe negativo, que € uma
forma grave e progressiva da infeccdo por este virus. A mutacdo predominante

ocorre na regiado pré-core com a troca de G (guanina) por A (adenina) no nucleotideo
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1896 que leva a terminacao prematura da proteina pré-core no codon 28, impedindo
assim a producdo do AgHBe (BRUNETTO et al.,, 1990; CARMAN et al., 1989;
OKAMOTO et al., 1994)

E importante considerar que nem todo o doente com hepatite B cronica
AgHBe negativo e VHB DNA positivo alberga virus mutante, pois sabe-se que
alguns pacientes podem continuar a apresentar baixos niveis de VHB selvagem.
Estes mutantes do VHB, dada sua replicacdo continuada levam a lesdo hepatica
severa e progressiva. Na maioria dos pacientes a doenca hepatica progride para a
cirrose ap6s multiplos episodios de exacerbacbes da ALT. Muitos pesquisadores
acreditam que a hepatite cronica B AgHBe negativo é usualmente mais comum que
a hepatite crébnica B AgHBe positivo (virus selvagem), porque a hepatite crénica B
AgHBe negativo com mutante Ajggs € mais prevalente que o virus selvagem. Este
tipo de infeccdo é muito comum na Europa e na Asia, onde 30% a 80% dos
pacientes com infeccéo crbnica pelo VHB sdo AgHBe negativos, comparado com o
norte da Europa e com os Estados Unidos, onde somente 10% a 40% dos pacientes
cronicamente infectados pelo VHB sdo AgHBe negativos. No Brasil ndo temos
estudo em escala nacional estimando a ocorréncia destes mutantes nas varias
regides do pais (BRUNETTO et al., 1990; CARMAN et al., 1989; CHAN et al., 2000;
HADZIYANNIS, 1995; LOK, 2000; LOK et al., 2001; MIYAKAWA et al., 1997,
OKAMOTO et al., 1994; RIZZETTO et al., 2000).

Em suma, quando a transmissédo da infec¢do pelo VHB ocorre no periodo
perinatal a maioria dos pacientes infectados apresentam hepatite aguda subclinica e
evoluem para a cronicidade, e quando a transmissdo ocorre em outras faixas etérias
distantes do periodo perinatal a hepatite aguda € freqiente e a hepatite crénica B
ocorre em apenas 5% a 10% dos casos. Acredita-se que as células mononucleares
periféricas destes pacientes produzam quantidades subnormais de alfa interferon,
associado a ativacdo anormal dos hepatécitos pelo interferon (TOLENTINO et al.,
1985).

E possivel que a auséncia de ativacdo dos hepatdcitos pelo interferon ndo
produza a inducdo das proteinas do sistema MHC, assim durante a replicacdo do
VHB, as células T ndo lesam os hepatocitos infectados porque o VHB suprime a
expressao das proteinas MHC da classe | (IKEDA et al., 1986; JACYNA & THOMAS,
1993; POITRINE et al., 1985).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Descrever as caracteristicas clinicas e moleculares de portadores cronicos do
AgHBs com status sorolégico AgHBe negativo e anti-HBe positivo naturais da

Amazobnia Ocidental Brasileira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar o VHB DNA pela PCR das amostras séricas dos pacientes

portadores crénicos do AgHBs com status sorolégico AgHBe negativo e anti-

HBe positivo;
2. Identificar o genotipo das amostras séricas VHB DNA reagentes;
3. Caracterizar os pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo através do

exame clinico e complementar.
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MATERIAIS E METODOS

4.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido em Manaus, na Fundagdo de Medicina Tropical do
Amazonas (FMTAM), centro de referéncia para o diagnéstico e tratamento das
hepatites virais na Amazonia Ocidental Brasileira, responsavel pelo ensino, pesquisa
e assisténcia das doencas infecciosas e parasitarias no Estado do Amazonas. Para
a assisténcia a FMTAM possui uma Unidade de Internagcdo com 102 leitos, Unidade
de Terapia Intensiva e um Pronto Atendimento para os casos de Urgéncia. Possui
ainda uma Unidade Ambulatérial com 14 consultérios sendo que dois destes sdo

exclusivamente para o atendimento ambulatorial dos casos de hepatites.

Para diagndstico e pesquisa das hepatites, a FMTAM possui ha sua estrutura,
uma Geréncia de Virologia com laboratorio especializado para o diagnéstico
sorolégico e molecular, constituido de Pesquisadores, Médicos, bioquimicos,

Bidlogos, Técnicos de Laboratério e Agentes Administrativos.
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Amazdnia Ocidental Brasileira

I Sub-reaiso Sudoeste
e sub-regio Central
I  cvb-regido Morte

Figura 1: Mapa de localizacdo geografica da Amazoénia Ocidental Brasileira.

Fonte: IBGE, 2000

4.2 MODELO DO ESTUDO

O modelo do estudo foi do tipo descritivo de caso, desenvolvido com a
demanda ao ambulatério de hepatites virais da FMTAM, de pacientes portadores
cronicos do AgHBs, com status sorolégico AgHBe negativo e anti-HBe positivo, no

periodo de janeiro a dezembro de 2005.
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POPULACAO DO ESTUDO

A populacéo do estudo foram os pacientes portadores do AgHBs ha mais de

seis meses, que procuraram atendimento com o pesquisador no ambulatorio de

hepatites virais da FMTAM, no periodo do estudo.

4.4

4.5

CRITERIOS DE INCLUSAO NO ESTUDO

Pacientes portadores cronicos do AgHBs com status sorolégico AgHBe

negativo e anti-HBe positivo;
Reacdao sérica reagente qualitativa para o VHB DNA pela PCR;
Naturais da Amazonia Ocidental Brasileira;

Pacientes de ambos o0s sexos e de todas as faixas etarias;

CRITERIOS DE EXCLUSAO DO ESTUDO

Pacientes co-infectados com o virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), com

o0 virus da hepatite C e ou com o virus da hepatite Delta;

Pacientes com histéria de etilismo crénico ou em uso de drogas

imunossupressoras nos Ultimos seis meses;

Pacientes portadores de diabetes, hipertensdo arterial em uso continuo de

medicamentos;

Pacientes portadores de outras causas de elevacdo de aminotransferases,
como: gestagdo ou estado puerperal, abuso de ingestdo de bebida alcodlica,
uso recente de drogas hepatotoxicas, comorbidades de natureza auto-imune

ou metabodlica.
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4.6 PROCEDIMENTOS

No periodo de acompanhamento clinico foi realizada uma biopsia hepatica
percutdnea em cada paciente selecionado para a pesquisa. Durante as consultas,
além da rotina hematolégica, bioquimica e soroldgica foram coletadas 15 mL de
amostra de sangue periférico que foram centrifugadas e aliquotadas e o plasma
armazenado a -70 °C sendo posteriormente encaminhado para o laboratério de
Biotecnologia do Programa Multi-Institucional de P6s-Graduacdo em Biotecnologia
da Universidade Federal do Amazonas para amplificagcdo, sequenciamento e

genotipagem do VHB.

No estudo foram considerados como portadores de hepatite crénica B AgHBe
negativo aqueles pacientes portadores cronicos do AgHBs, com AgHBe negativo e
anti-HBe positivo, que apresentaram reacao sérica reagente qualitativa para o VHB

DNA pela PCR, com atividade necroinflamatoria a bidpsia hepética.

O protocolo da pesquisa foi autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FMTAM e seguiu as determinacdes definidas na resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude do Ministério da Saude.

Os patrticipantes selecionados foram informados dos objetivos, vantagens e
possiveis riscos dos procedimentos e sua participacdo foi autorizado mediante

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO H).

Os pacientes selecionados que aceitaram fazer parte do estudo, através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram acompanhados

ambulatorialmente durante um ano.

Agueles que por algum motivo ndo aceitaram em participar do estudo tiveram
assegurado a continuidade da assisténcia, conforme documento aprovado no

Comité de Etica em Pesquisa da FMTAM.

4.6.1 Exame Clinico

Durante o periodo de acompanhamento da populacdo do estudo no

ambulatorio de hepatites virais FMTAM, os pacientes foram avaliados trés vezes
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durante um ano, com intervalos mensais, sendo os resultados das analises, ap0s
processamento apresentados em forma de médias, representativas individuais das

varias coletas realizadas no periodo do estudo.

Para registro das visitas clinicas dos pacientes selecionados foi utilizada uma
ficha clinica que consta dos seguintes dados: data do atendimento, registro na
FMTAM, nome, idade, género, telefone, naturalidade, procedéncia, ocupagéo,
motivo da consulta, periodo de evolucdo da doenca hepatica, dados clinicos
sintomas de insuficiéncia hepatica cronica, antecedentes pessoais preditivos de

insuficiéncia hepatica crbnica e sinais de insuficiéncia hepatica cronica (ANEXO A).

4.6.2 Exames Hematologicos, Bioquimicos e Soroldgicos

Durante o acompanhamento dos pacientes portadores cronicos do AgHBs,
com AgHBe negativo e anti-HBe positivo, para avaliacdo hematoldgica, bioquimica e

sorologica foram coletadas amostras de sangue durante as visitas médicas.

Para avaliacdo hematoldgica foi coletado sangue através de puncdo venosa
em tubo contendo EDTA para a realizacdo da contagem de plaquetas, realizadas
por sistema automatizado com aparelho Coulter modelo STK., sendo considerada
plaguetopenia a contagem de plaquetas abaixo de 150.000/ pL de sangue
(SOARES et al. 2002).

Para avaliacdo bioquimica foram coletadas amostras de sangue, através de
puncdo venosa em tubos sem anticoagulante para a realizagcdo dos exames que
foram processados por sistema automatizado, com aparelho marca Dade-Behiring
modelo Dimension, com as seguintes variagdes da normalidade: aminotransferase
do aspartato (AST) 15 a 37 Ul/L; aminotransferase da alanina (ALT) 20 a 65 UI/L;
bilirrubina total 0,00 a 1,00 mg/dL; alfa-fetoproteina até 10 Ul/mL; TAP (Tempo de
Atividade da Protrombina) 85 a 100% e albumina 3,6 a 5,0 g/dL (SOARES et al.,
2002).

A avaliacdo soroldgica foi realizada somente na primeira amostra da coleta de
sangue, pelo método imunoenzimatico, técnica ELISA (Enzyme Liked Immnosorbent
Assay), para a confirmacdo do status sorolégico da pesquisa (AgHBs positivo,
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AgHBe negativo e anti-HBe positivo). Todos 0s pacientes que tiveram o0 seu status
sorolégico confirmado foram também testados, para hepatite C (anti-VHC), hepatite
Delta (anti-VHD total) e para os anticorpos contra o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (VIH) (ANEXO B).

4.6.3 Exames Biomoleculares

Em todas as reacdes foram utilizadas amostras controle positivo de VHB DNA
com carga viral = 7000 cépias /mL com Kits comerciais Amplicor HBV Monitor™ do

laboratério Roche®.

Na extracdo do DNA das amostras selecionadas foi empregada a técnica
desenvolvida por Karasawa et. al (1995), com modificacGes. A extracdo do DNA viral

procedeu-se com uso do fenol hidratado e tamponado.

Foram utilizados os seguintes primers nas reacdes de amplificacdo do gene S
pela PCR: P15- TCA CCA TAT TCT TGG GAA CAA GA-3", S15- CGA ACC ACT
GAA CAA ATG GC-3" para a primeira reacdo de PCR e P2 5-TGC CTC TCA CAT
CTC GTC AA-3, S1 5- CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-3 para a segunda
reacao de semi-nested PCR (ANEXO E).

O produto das reacdes semi-nested PCR do gene S foram visualizados em
gel de agarose a 1,5 %. Para migracdo das amostras em gel na cuba de
eletroforese, aplicou-se uma voltagem inicial de 70 volts e final de 100 a 120 volts.
Ao termino da migragao eletroforética as amostras foram visualizadas e fotografadas
utilizando o sistema de captura de imagem Image Master VDS FTI-500 (Amershan
Pharmacia Biotec). As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram

uma banda de 600pb, quando comparadas ao padrao (ANEXO F).

As amostras positivas foram sequenciadas pela PCR, utlizando-se os
mesmos iniciadores senso e anti-senso utilizados na segunda reagdo de semi-
nested PCR do gene S, P2 5-TGC CTC TCA CAT CTC GTC AA-3, S1 5- CGA
ACC ACT GAA CAA ATG GC-3'. Usamos o Kit DYEnamic™ ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Mega BACE ™ da Amershan Bioscience conforme

orientacdo do fabricante. As amostras foram submetidas ao sequenciamento,
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utilizando um sequenciador automatico MegaBace 1000 da Amershan Pharmacia

Biotech conforme descrito no método original de Sanger et al. (1997).

A extracdo do DNA viral procedeu-se com uso do fenol hidratado e
tamponado, sendo utilizado nas reacfes de amplificacdo do gene C pela PCR os
seguintes primers: P3 5-GTG CAC TTC GCT TCA CCT CT-3' e S3 5-CTA GAT
CCC TGG ATG CTG GA-3’, posigdes 1579 e 2153 na primeira reagao de nested
PCR e P4 5-ATG TCG ACA ACC GAC CTT GA-3 e S4 5-GAT TGG TGA GGT
GAA CAA TG-3’, posig¢des 1680 e 2058 na segunda reacao de nested PCR (ANEXO
F).

O produto das reacfes nested PCR do gene C foram visualizados em gel de
agarose a 1,5 %. Para migracdo das amostras em gel na cuba de eletroforese,
aplicou-se uma voltagem inicial de 70 volts e final de 100 a 120 volts. Ao termino da
migracao eletroforética as amostras foram visualizadas e fotografadas utilizando o
sistema de captura de imagem Image Master VDS FTI-500 da Amershan Pharmacia
Biotech. As amostras foram consideradas positivas quando apresentaram uma

banda de 300pb, quando comparadas ao padrao (ANEXO F).

As amostras positivas foram sequenciadas pela PCR, utilizando-se os
mesmos iniciadores senso e anti-senso utilizados na segunda reacdo de nested
PCR do gene C. As amostras foram submetidas ao sequienciamento direto
utilizando-se um sequienciador automético MegaBace 1000 da Amershan Pharmacia
Biotech conforme descrito no método original de Sanger et al. (1997).

A andlise das sequiéncias obtidas foi realizada por meio da comparacédo das
sequéncias obtidas do GenBank utilizando o programa Blast, com as ja conhecidas
dos diferentes gendtipos do VHB. Para esta analise foram utilizados os pacotes de
software livre BioEdit 7.0.0 e Mega 3.1. A edicdo e alinhamento das sequéncias
nucleotidicas obtidas foram realizadas no programa editor e de alinhamento de
sequéncias BioEdit. Apos a edicdo das seqiéncias utilizando a op¢do Graphic view
foi feito a pesquisa para localizacéo e identificagdo das principais mutagdes dos dois
genes utilizando como referencia sequéncias dos diferentes genétipos do VHB
obtidas no GenBank. Foram usadas as mesmas sequéncias utilizadas na analise de
genotipagem. A numeracdo adotada baseou-se na seqiiéncia numero de acesso
X51970.(ANEXO D).
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Para a analise filogenética do VHB foi realizada identificacdo genotipica das
diferentes cepas obtidas, utilizando como parametro as sequéncias nucleotidicas
dos diferentes gendtipos do VHB depositadas no GenBank. Esta analise foi
conduzida utilizando o programa MEGA. Na construcdo da arvore filogenética
aplicou-se o0 modelo de Neighbor-Joining (NJ). Os parametros definidos para esse
modelo consideram principalmente as substituicdes da 12 22 e 32 posi¢cfes o numero
de sitios conservados e variaveis e as transversdes e transicbes. O nivel de
confianca foi obtido usando o método ndo paramétrico bootstrap baseado em 500
réplicas. A classificacdo genotipica foi realizada mediante andlise de similaridade
das sequéncias obtidas no estudo e sequiéncias correspondentes aos genoétipos de
A-H obtidas do GenBank. As sequéncias externas estdo identificadas com seus
respectivos niumeros de acesso no banco de genes seguido da subclassificacao
genotipica de cada um, segundo Norder et al. (2004). As sequéncias do estudo
estdo representadas pelas inicias MAO e LAB e o numero de identificacdo de cada
uma no banco de dados (ANEXO C).

4.6.4 Exame de Bi6psia Hepéatica

Foi realizada biopsia hepatica, durante o periodo de acompanhamento dos
pacientes selecionados para a pesquisa, conforme descrito por Sherlock & Dooley
(2002), via intercostal com agulha de Menghini, respeitando-se as contra-indicacées

formais para a realiza¢do do procedimento (Tabela 1) (ANEXO B).
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Tabela 1

Critérios clinicos e laboratoriais utilizados para a realizacéo
da bidpsia hepética nos pacientes portadores crénicos
do AgHBs com AgHBe negativo e anti-HBe positivo.

Exames Valores minimos Auséncia das comorbidades
Plaquetas > 80.000 p/ mm?® Doenca hematolégica
TAP > 65% Cisto hepatico
RNI >1,5 Enfisema subcuténeo
Bilirrubina Total > 5,0 mg% Colangite
Glicemia > 200 mg% Septicemia

O tecido hepatico (=10 mm) foi colocado em formol tamponado a 10% e
imediatamente enviado para exame histopatoldégico na Geréncia de Patologia da
FMTAM, sendo os resultados tabulados e apresentados de acordo com o sistema de
Metavir. A atividade histologica foi mensurada pela intensidade das lesbes
necronflamatdrias: PMN (Peace Meal Necrosis) e LN (Lobular Necrosis), graduadas
da seguinte forma: AO= nenhuma atividade histolégica de PMN, auséncia ou leve
atividade de LN, Al= atividade histologica leve de PMN ou moderada de LN, A2=
atividade histolégica moderada de PMN e atividade severa de LN e A3= atividade
histologica severa de PMN. A fibrose foi mensurada em FO= nenhuma fibrose, F1=
fibrose portal sem septos, F2= fibrose portal com septos, F3= fibrose septal sem
cirrose e F4= cirrose estabelecida (BEDOSSA & POINARD, 1996).

4.6.5 Exame Ultrassonogréafico do Abdome Superior

Foi solicitado durante as visitas dos pacientes selecionados para a pesquisa a
realizagcdo de exame de investigacdo ultrassonografica do abdome superior na
FMTAM? para determinacdo de (ANEXO B):

2. O exame de investigacao ultrassonografico do abdome superior foi sempre realizado pelo mesmo
meédico examinador, segundo os critérios estabelecidos por Cerri & Rocha (1993)
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1. Alteracdes sugestivas de hepatopatia crbnica: figado contraido (figado normal
tem lobo esquerdo=9 cm; lobo direito=12 cm), observacéo de atenuacao do feixe
sonoro e hiperecogenicidade do parénquima hepatico, micronddulos (nddulos
menores que 1,0 cm), figado com textura heterogénea e com dificil visualizac&o
da estrutura vascular intra-hepatica, amputacdo dos vasos portais intra-

segmentares, superficie nodular e ascite.

2. Alteracbes ultrassonograficas associadas as hepatopatias crénicas: carcinoma
hepatico primario (leséo focal), litiase biliar, espessamento da parede da vesicula

biliar (= 3 mm).
3. Sinais ultrassonograficos sugestivos de hipertenséo portal:

a. Sinais maiores: circulacao colateral (veia umbilical, veia gastrica esquerda
e veias gastricas curtas), veia porta com calibre maior que 1,2 cm, veia

esplénica e veia mesentérica com calibre maior que 0,9 cm.

b. Sinais menores: fibrose portal, auséncia da variacao respiratéria no calibre
dos vasos portais, esplenomegalia (baco maior que 12 cm no eixo
longitudinal), amputacdo de pequenos vasos portais intra-hepaticos
(CERRI & ROCHA, 1993; LU et al., 2003; ZHENG et al., 2003).

4.6.6 Exame Endoscopico do Trato Gastrintestinal Superior

Durante as visitas dos pacientes selecionados para a pesquisa foi realizada
endoscopia do trato gastrintestinal superior em todos os pacientes a fim de avaliar a
presenca de varizes esbéfago-gastricas e a presenca de sinais preditivos de ruptura
das varizes. O exame endoscépico foi realizado no laboratério de endoscopia da
FMTAM? utilizando-se um gastroscépio flexivel da marca Olympus GIF-E (ANEXO
B).

3. O exame endoscoOpico do trato gastrintestinal foi sempre realizado pelo mesmo médico
examinador, seguindo os critérios endoscépicos diagnodsticos da Sociedade Brasileira de
Endoscopia Digestiva (2000).
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Nos pacientes com hipertensao portal, a dilatacdo e o aumento da presséo
nas veias peri-esofagicas sao transmitidas as veias perfurantes que atravessam a
camada muscular do es6fago e dilatam o plexo venoso da submucosa. Este plexo
venoso dilatado € que se torna visivel a endoscopia como varizes. A dilatacdo
transmitida as veias intra-epiteliais resulta em manchas vermelhas na superficie das
varizes, descritas por Beppu et al. (1981) como aspecto de vergao (red weal), cereja
(cherry red spots) ou rubor difuso (diffuse redness).

As pressdes altas exercidas na superficie das varizes contribuem para sua
ruptura no esofago distal. Geralmente a pressédo na veia porta deve estar com 12
mmHg ou mais para o aparecimento das varizes esofagicas, embora nem sempre

ocorra a correlacdo da pressao alta com a propenséo da sua ruptura.

7

O melhor valor preditivo de ruptura das varizes esofdgicas € o calibre,
contudo as manchas descritas por Beppu et al. (1981), sdo também consideradas
como sinais preditivo de sangramento e representativos da dilatacdo e da

hipertenséo das veias intra-epiteliais.

4.6.7 Analise Estatistica

Os dados clinicos e complementares foram registrados em software livres:

planilhas do Open Office (www.openoffice.org.br) e as andlises estatisticas dos

dados foram conduzidas utilizando-se o Epi-Info 2000 (www.cdc.gov/epiinfo).

A analise dos dados foi apresentada em graficos, mapas e tabelas, bem como
uma descrigdo textual dos resultados, utilizaram-se também testes estatisticos de
associacado e correlagdo como o Qui-quadrado, exato de Fisher e correlagdo de
Pearson, entre outros apropriados para as analises estatisticas. Adotamos o nivel de
significancia de 5% para os testes estatisticos (VIEIRA & HOSSNE, 2003).


http://www.openoffice.org.br/
http://www.cdc.gov/epiinfo

56

RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

No periodo de janeiro a dezembro de 2005 foram avaliados 55 pacientes
portadores cronicos do AgHBs, com o status sorolégico AgHBe negativo e VHB DNA
reagente pela PCR. Apds andlise histoldgica da biopsia hepatica foram identificados
63,64% (N=35/55) de pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo e 36,36%
(N=20/55) de casos de portadores inativos do AgHBs (Figura 2).
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Hepatite Portador
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Figura 2: Porcentagem de pacientes com hepatite crbnica B AgHBe negativo e
portadores inativos do AgHBs no exame histolégico da bidpsia hepética (N=55).
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5.1.1 Género e faixa etéria

Em relacdo ao género, observaram-se neste estudo dominancia do género
masculino 60% (N=33/55), sendo que nos pacientes com hepatite o género
masculino foi observado em 41,81% (N=23/55) e o feminino em 21,81% (N=12/55),
contudo nos portadores os dois géneros apresentaram a mesma porcentagem de
distribuicdo, 18,18% (N=10/55). Na populacdo de género masculino verificou-se uma
porcentagem de 69,69% (N=23/33) de casos de hepatite e 30,30% de portadores
(N=10/33). Na populacdo de género feminino observou-se uma porcentagem de
54,54% (N=12/22) de casos de hepatite e 45,45% (N=10/22) de portadores inativos
do AgHBs (Figura 3).

a5 41,81
40 A
35 +
30 +

25 21,81

18,18 18,18
20 - Masculino

Porcentagem

15 7 Feminino

10 -
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Figura 3: Distribuicdo da populagdo com hepatite e portador quanto ao género dos
pacientes (N=55) (p<0.05).

1) Na coluna a porcentagem refere-se a freqiiéncia relativa de pacientes com hepatite do género

masculino em relagédo a populagao de pacientes com hepatite e portador.

2) Na linha a porcentagem refere-se a diferenca estatistica entre os pacientes com hepatite e
portador.



58

A faixa etaria mais freqiiente no estudo foi 26|- a 39 anos, correspondendo
43,63% (N=24/55) da populacdo com hepatite e portador, com idade média de 38,49
anos + 14,75.

Nos pacientes com hepatite a faixa etaria mais frequente foi 26|- a 39 anos
correspondendo 25,45% (N=14/55), com idade média de 42,57 anos = 15,48.
Contudo observou-se diferenca estatistica entre os pacientes com hepatite e a

populacao nas faixas etarias acima de 26 [-39 anos (Tabela 2 e Figuras 4 e 5).

Tabela 2

Distribuicdo da populacdo com
hepatite e portador quanto a faixa etaria dos pacientes (N=55).

Idade (anos) Hepatite Portador Total
N % & N % % N %)

13|- 26 3 5,45 5 9,09 37,5 8 14,54
26]- 39 14 25,45 10 18,18 58,33 24 43,63
39|- 52 8 14,55 5 9,09 61,53 13 23,63
52|- 65 7 12,73 0 0,00 100 7 12,72

> 65 3 5,45 0 0,00 100 3 5,45

p <0.05

2) A porcentagem na coluna refere-se a freqiiéncia relativa de pacientes com hepatite na faixa etaria

em relagdo a populacéo

2) A porcentagem na linha refere-se a diferenga estatistica entre os pacientes com hepatite e

portador.

3) A porcentagem na linha refere-se ao total de pacientes por faixa etéria

A dispersdo das idades nos pacientes com hepatite revela uma linha
ascendente, demonstrando maior nimero de pacientes com hepatite em idades mais

avangadas (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama de disperséo da idade em pacientes com hepatite (N=35/55)

A dispersdo das

idades nos pacientes portadores revela uma linha

descendente, demonstrando maior nimero de pacientes portadores em idades mais

jovens (Figura 5).
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Figura 5: Diagrama de dispersao da idade em pacientes portadores (N=20/55)
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5.1.2 Atividade ocupacional

A atividade mais frequiente na populacdo estudada foi autbnoma com 87,28%
(N=48/55). Nos pacientes com hepatite a atividade ocupacional autdbnoma
correspondeu a 52,72% (N=29/55) e as atividades ligadas ao emprego fixo foram
10,90% (N=6/55). Nos pacientes portadores a atividade autbnoma correspondeu a
34,55% (N=19/55) e as atividades ligadas ao emprego fixo foram 1,81% (N=1/55)
(Tabela 3).

Tabela 3

Distribuicdo da populacdo com hepatite e
portador quanto a profissdo dos pacientes (N=55).

Profissa Hepatite Portador Total
rorissao N % N % N %
Autdnomo Y 29 52,72 19 34,55 48 87,28
Emprego fixo ? 6 10,90 1 1,81 7 12,72

Total 35 63,63 20 36,36 55 100

(1) Estudante, advogado, agricultor, comerciante, empresério, pintor, doméstica e sem emprego fixo.
(2) Funcionério publico, profisséo ligada a area da saude, vigilante e trabalhadores do distrito
industrial de Manaus.

p>0.05

1) Na coluna a porcentagem refere-se a frequéncia relativa de pacientes com hepatite quanto a

profissédo em relacao a populagéo de pacientes com hepatite e portador.

2) Na linha a porcentagem refere-se a diferenca estatistica entre os pacientes com hepatite e

portador.

5.1.3 Naturalidade e procedéncia

A naturalidade mais freqiente da populacdo neste estudo foi a Sub-regiao

Central da Amazonia Ocidental Brasileira 54,55% (N=30/55). Nos pacientes com
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hepatite a naturalidade mais freqtiente foi a Sub-regido Sudoeste 32,73% (N=18/55)
e nos portadores foi a Sub-regido Central 23,65% (N=13/55) (Tabela 4 e Figura 5).

Tabela 4

Distribuicdo da populacao
quanto a naturalidade dos pacientes (N=55)

Sub " Hepatite Portador Total
up-regioes N % N % N %
Sudoeste ™ 18 32,73 7 12,72 25 45,45
Central @® 17 30,90 13 23,65 30 54,55

Total 35 63,63 20 36,36 55 100,00

(1) Sub-regido sudoeste: Amazonas, Acre e Rondbnia e suas principais cidades séo: Porto Velho,
Tarauacd, Boca do Acre, Labrea, Humait4, S&o Paulo de Olivenca, Fonte Boa e Carauari.
(2) Sub-regido Central: Manaus, Manacapuru, Parintins, ltacoatiara, Tefé e Coari.

p>0.05

2) Na coluna a porcentagem refere-se a frequiéncia relativa de pacientes com hepatite quanto a

naturalidade em relacdo a populacao

2) Na linha a porcentagem refere-se a diferenca estatistica entre os pacientes com hepatite e

portador.

O local de procedéncia mais freqiiente na populacdo com hepatite e portador
foi a Sub-regido Central 89,09% (N=49/55). Nos pacientes com hepatite e portador o
local de procedéncia mais frequente foi a Sub-regido Central, respectivamente
56,36% (N=31/55) e 32,72% (N=18/55) (Tabela 5 e Figura 6).
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Tabela 5

Distribuicdo da populacao
quanto a procedéncia dos pacientes (N=55)

Hepatite Portador Total
Sub-regides
N % N % N %
Sudoeste W 4 7.27 1 1,81 5 9,09
Norte @ 0 0,00 1 1,81 1 1,81
Central @ 31 56,36 18 32,72 49 89,09
Total 35 63,63 20 36,36 55 100

(1) Sub-regido sudoeste da Amazbnia Ocidental: abrange os Estados do Amazonas, Acre e
Rondénia e suas principais cidades sédo: Porto Velho, Tarauaca, Boca do Acre, Labrea, Humaita,
Sao Paulo de Olivenca, Fonte Boa e Carauari.

(2) Sub-regido Norte da Amaz6nia Ocidental: abrange trechos do Estado do Amazonas e a totalidade
do Estado de Roraima.

(3) Sub-regido Central da Amazbénia Ocidental: Manaus, Manacapuru, Parintins, Itacoatiara, Tefé e
Coari.

p >0.05
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Figura 6: Mapa das Sub-regides da Amazonia Ocidental Brasileira, demonstrando a
distribuicdo das cidades de naturalidade e procedéncia da populacdo com hepatite e
portadores (N=55).

e Cidades: Porto Velho, Tarauaca, Boca do Acre, Labrea, Humaita, Sdo Paulo de Olivenca, Fonte
Boa, Carauari, Boa Vista, Manaus, Manacapuru, Parintins, Itacoatiara, Tefé e Coari.
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Fonte: IBGE (2000)

5.2 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

5.2.1 Tempo de evolucédo da doenca

O tempo de evolucdo informado com maior frequéncia na populacdo com
hepatite e portador foi 1|- a 5 anos, 45,46% (N=25/55). Tanto os pacientes com
hepatite como os portadores informaram que o tempo de evolucdo mais frequente foi
1]- a 5 anos, respectivamente 30,91% (N=17/55) e 14,55% (N=8/55) (Tabela 6).

Tabela 6

Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador
guanto ao tempo de evolugéo da infeccéo pelo VHB nos pacientes (N=55)

Evolucéo Hepatite Portador Total
(anos) N % N % N %
<1 3 5,45 7 12,72 10 18,17
1]-5 17 30,91 8 14,55 25 45,46
>5 15 27,28 5 9,09 20 36,37
Total 35 63,64 20 36,36 55 100,00
p <0.05

A linha de tendéncia da variavel tempo em relacdo a presenca de hepatite
demonstrou que nos casos com hepatite a linha foi ascendente enquanto que nos
portadores a linha foi descendente, com interseccao no intervalo de 1lla 5 anos de

evolucao (Figura 7).
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Figura 7: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto as curvas de
tendéncia da evolucdo da infeccéo pelo VHB nos pacientes (N=55).

5.2.2 Motivo da consulta

Em relagdo ao motivo da consulta médica, observou-se que 78,18%
(N=43/55) da populacdo com hepatite e portador apresentavam apenas marcadores
sorologicos de infeccédo pelo VHB e 21,82% (N=16/55) apresentavam no momento

da consulta sinais de insuficiéncia hepatica descompensada.

Os pacientes com hepatite que tinham menos de cinco anos de evolucao
25,45% (N=14/55) apresentaram apenas marcadores soroldgicos de infeccdo pelo
VHB e 10,90% (N=6/55) tinham sinais de insuficiéncia hepética descompensada.
Estes pacientes, no periodo maior ou igual a cinco anos, tinham apenas marcadores
sorologicos de infec¢do pelo VHB 7,27% (N=4/55) e 20% (N=11/55) apresentaram

sinais de insuficiéncia hepatica descompensada.

Os pacientes portadores, no periodo menor que cinco anos 25,47% (N=14/55)
tinham apenas marcadores soroldgicos de infeccdo pelo VHB e 1,81% (N=1/55)
apresentaram sinais de insuficiéncia hepatica descompensada. Estes pacientes, no

periodo maior ou igual a cinco anos, tinham apenas marcadores soroldgicos de
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infecc@o pelo VHB 7,28% (N=4/55) e apresentaram sinais de insuficiéncia hepatica
descompensada 1,81% (N=1/55) (Figura 8).
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da populacdo com hepatite e portador quanto ao motivo da

consulta e o tempo de evolucao da infec¢do nos pacientes (N=55).

p < 0.05 (Pacientes com hepatite)
p > 0.05 (Pacientes portadores)

5.2.3 Manifestacdes clinicas e antecedentes clinico-epidemiolégicos

Nos pacientes com hepatite os sintomas mais observados foram dispepsia e
astenia, respectivamente 41,81% (N=23) e 38,18% (N=21). A perda da libido foi

observada em 21,80% (N=12), a presenca de hemorragia de origem mucosa e

artralgia apresentaram frequéncias idénticas 18,18% (N=10/55). A anorexia foi

observada em 16,36% (N=9/55), encefalopatia e febre também apresentaram

frequéncias idénticas 9,09% (N=5/55). O sintoma menos frequente foi fetor hepaticus

observado em 3,63% (N=2/55) dos pacientes. Foram assintomaticos 16,36%

(N=9/55) dos pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo.

Nos pacientes portadores a forma assintomética de apresentacdo foi mais
frequente 25,45% (N=14/55), sendo que 16,36% (N=4/55) apresentaram astenia e
5,46% (N=3/55) anorexia (Figura 9).
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Figura 9: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto aos sintomas
apresentados pelos pacientes (N=55).

p>0.05

Os antecedentes clinico-epidemiolégicos dos pacientes com hepatite mais
freqUentes foram historia passada de ictericia 45,45% (N=25) e histéria de hepatite

na familia 36,36% (N=20). Entre os pacientes portadores os antecedentes clinico-

epidemioldgicos mais frequentes foram comunicante do VHB e hepatite na familia,

que apresentaram frequéncias idénticas 18,18% (n=10) (Figura 10).
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Figura 10: Distribuicdo da populagdo com hepatite e portador quanto aos
antecedentes clinico-epidemioldgicos dos pacientes (N=55).

(1) Profissional da area da saude

(2) p>0.05

Os sinais fisicos de maior ocorréncia na populacdo de pacientes com hepatite

foram esplenomegalia e eritema palmar, respectivamente 40% (N=22/55) e 25,45%

(N=14/55). Entre os pacientes portadores o exame fisico normal foi mais frequiente
observado em 20% (N=11/55) (Figura 11).
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Figura 11: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto ao exame fisico
dos pacientes (N=55).

p>0.05

5.3 CARACTERISTICAS BIOMOLECULARES

5.3.1 Determinacédo do VHB DNA

Foi realizada extracdo do DNA, atraves da técnica de PCR das 55 amostras
de soro selecionadas para participar da pesquisa, baseado nos procedimentos

metodoldgicos descritos por Karasawa et al. (1995).

5.3.2 Amplificacdo do gene S

Das 55 amostras de soro VHB DNA reagentes, conseguiu-se éxito na
amplificacdo pela PCR do gene S em 40% (N=22/55) das amostras, sendo 25,45%
(N=14/55) das amostras procedentes dos pacientes com hepatite e 14,54% (N=8/55)
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procedentes dos pacientes portadores. Foram consideradas positivas as amostras
gue apresentaram uma banda de 600pb (ANEXO F).

5.3.3 Genotipagem do VHB

O sequenciamento das amostras amplificadas pela PCR VHB DNA reagentes
detectou trés tipos de gendtipos na populacdo com hepatite e portador: gendétipo A
subgenotipo Afro-asiatico A1 (AA) em 81,81% (N=18/22), gendtipo D subgendtipo
D1 em 4,54% (N=1/22) e o genoétipo F subgendtipo F2 em 13,63% (N=3/22),
designados como grupos gendmicos baseado em 8% de divergéncia intergenémica
e em menos de 4% de divergéncia intragendmica (ANEXO C).

Nos pacientes com hepatite o genotipo A (AA) apresentou 54,54% (N=12/22)
de frequiéncia e nos portadores 27,27% (N=6/22). O genotipo D (D1) e o gendtipo F
(F2) apresentaram frequéncias idénticas nos pacientes com hepatite 4,54%
(N=1/22), contudo nos pacientes portadores 9,09% apresentaram o gendétipo F (F2)

e ndo houve ocorréncias nestes pacientes do gendétipo D (D1) (Figura 12).

60 1 54554
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g 40 -
Q
&
k= 30 - 27,27
§ Hepatite
£ 20 -
Portador
9,09
10 1 4,54 4,54
0
0
A D F

Gendtipo

Figura 12: Distribuicdo da populagdo com hepatite e portador quanto ao genétipo
dos pacientes (N=22/55)

p >0.05
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5.3.4 Distribuicdo geografica dos genétipos

Quanto a distribuicdo geografica destes gendtipos nas diversas Sub-regifes
da Amazonia Ocidental Brasileira observou-se que nas Sub-regides Sudoeste e
Central o gendtipo mais frequente foi o gendtipo A subgendtipo Al (AA), com
frequéncias idénticas 40,90% (N=9/22), sendo o0 gendtipo F subgendtipo F2 mais
encontrado na Sub-regido sudoeste 9,09% (N=2/22) (Tabela 7).

Tabela 7

Distribuicdo da populacdo com hepatite
e portador quanto ao gendtipo/subgendtipo e origem
geogréafica na Amazénia Ocidental Brasileira e (N=22/55).

Sub-regides da Amazbnia Ocidental
Gendtipo Sudoeste Central Norte Total
N % N % N % N %
A 9 40,90 9 40,90 0 0,00 18 81,81
F 2 9,09 1 4,54 0 0,00 3 13,63
D 0 0,00 1 4,54 0 0,00 1 4,54
Total 11 49,99 11 49,98 0 0,00 22 100
p>0.05

5.3.5 Lesao hepatocelular e genétipos

Nos pacientes com hepatite observou-se cirrose hepéatica em 9,09% (N=2/22)
dos pacientes que apresentaram genotipos A subgenodtipo Al (AA) e genotipo F
subgendtipo F2. A presenca do hepatocarcinoma foi detectada em 9,09% (N=2/22)
dos pacientes com genétipo A subgendétipo A1 (AA) e gendtipo F subgendtipo F2,
sendo a cirrose hepatica detectada em 100% destes pacientes. indices minimos de
lesdo hepatica foram observados em 13,63% (N=3/22) dos pacientes com genotipos
A subgendtipo Al (AA) e gendtipo D subgenoitpo D1.

Nos pacientes portadores a presenca de pacientes infectados com genétipos
A subgendtipo Al (AA) e F subgenétipo F2 apresentaram respectivamente 27%
(N=6/22) e 9,09% (N=2/22) (Figura 13).
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Figura 13: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto aos genétipos
e o grau de lesdo hepética dos pacientes (N=22/55)

5.3.6 Amplificacdo e seqienciamento da regido Pré-core/Core Promoter

A extragdo do DNA viral das 22 amostras amplificadas pela PCR foi
processada utilizando-se os mesmos iniciadores senso e anti-senso, utilizados na
segunda reacdo de nested PCR do gene C, sendo consideradas positivas as

amostras que apresentaram uma banda de 300pb (ANEXO F).

Nas 22 amostras amplificadas apds o seqgienciamento das regides pré-core e
core promoter, observaram-se mutagcdes em 36,36% (N=8/22) da populagdo com
hepatite e portador sendo que em 63,63% (N=14/22) nao foram verificadas

variacdes nestas regides.

Entre as mutacdes encontradas observou-se entre 0s pacientes com hepatite
mutacdes da regido pré-core em 4,54% (N=1/22) na posicdo GigssA € em 27,27%

(N=6/22) na posicao Gi764A € A1762T da regido core promoter.

Entre os pacientes portadores observaram-se mutacdes em 4,54% na posi¢cao
G1764A € A1762T da regido core promoter (N=1/22) (ANEXO D) (Figura 14).
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Figura 14: Distribuicdo populacdo quanto a presenca de mutacbes Pré-core e Core
Promoter (N=22/55)

p >0.05

5.3.7 Mutacbes pré-core/core promoter e genoétipos

Em relacdo a presenca de mutagfes pré-core observou-se que nos genotipos
A e F ndo foram detectadas mutag¢des, contudo no gendtipo D foram detectadas
4,54% (N=1/22) de mutacbes pré-core. Nao foram observadas mutacbes nos
gendtipos D e F, contudo no gendtipo A verificou-se 31,81% (N=7/22) de mutacdes

core promoter (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto ao genotipo e a
presenca da mutacao pré-core nos pacientes (N=22/55)

p>0.05
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Figura 16: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto ao genétipo e a
presenca da mutacdo core promoter nos pacientes (N=22/55)

p>0.05
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5.3.8 Mutacbes Pré-core/Core Promoter e lesdo hepatocelular

Em relacéo a distribuicdo da populacdo com hepatite, quanto a presenca de
mutacOes na regido pre-core foi observada mutacdes em 4,54% (N=1/22) e nos

pacientes portadores nao foram encontradas mutagdes (Figura 17)

Mutacbes pré-core Auséncia Total
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100

100 - 95,45
g 80 - 63,63
& 59,09 °°
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4,54 0 4,54
0
Hepatite Portador Total
Populacao

Figura 17: Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto a presenca de
mutacgdes na regido pré-core (N=1/22).

p>0.05

Em relacdo a distribuicdo da populacdo com hepatite quanto a presenca de
mutacdes na regido core promoter observaram-se mutagdes em 27,27% (N=6/22) e
nos pacientes portadores foram encontradas mutagdes em 4,54% (N=1/22) (Figura
18).
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Figura 18: Distribuicdo da populagdo com hepatite e portador quanto a presenca de
mutacdes na regido core promoter nos pacientes (N=7/22).

5.4 CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

A analise dos exames da populacdo de pacientes com hepatite revelou os
seguintes valores médios: contagem plaquetaria 119.000/uL com desvio padrdo de
63.714 e mediana 111.000/puL, bilirrubina total 1,58 mg/dL com desvio padrdo de
2,026 e mediana 0,88 mg/dL, atividade da protrombina 67,79% com desvio padréo
de 23,24 e mediana 60,00%, albumina sérica 3,280 mg/dL com desvio padrdo de
0,830 e mediana 3,0 mg/dL, aminotransferases do aspartato e da alanina foram
respectivamente 91,30 UI/L e 90,30 UI/L com mediana de 52 mg/dL e 62 mg/dL,
respectivamente e desvio padrédo de 120,20, alfa-fetoproteina 14,03 Ul/mL com

desvio padréao de 26,34 e mediana 5,0 UI/L.

Na populacdo de pacientes portadores a andlise dos exames revelou 0s
seguintes valores médios: contagem plaquetaria 214.950/ uL com desvio padréao de
58.355 e mediana 211.500/uL, bilirrubina total 1,152 mg/dL com desvio padrao 0,939
e mediana 0,90 mg/dL, atividade da protrombina 89,90% com desvio padrado de
13,09 e mediana 95,90%, albumina sérica 3,855 mg/dL com desvio padrao de 0,454
e mediana 3,95 mg/dL, aminotransferases do aspartato e da alanina foram
respectivamente 42,20 UI/L e 57,0 UI/L, com 42,22 e 59,8 de desvio padrdo e
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mediana 25,50 mg/dL e 36,5 mg/dL, alfa-fetoproteina 4,925 Ul/mL com desvio
padrao de 0,3354 e mediana de 5,0 Ul/mL (Tabela 8)

Tabela 8

Distribuicdo das médias, desvios padréo e medianas dos exames
hematoldgicos e bioguimicos dos pacientes com hepatite e portador (N=55).

Exames Medidas Hepatite Portador
Contagem p|aqueta'_ria (HL) Normal 140.000 a 360.000
Média 119.029 214.950
Desvio padrao 63.714 58.355
Mediana 111.000 211.500
Bilirrubina total (mgdL) Normal 0,3a1,0
Média 1,583 1,152
Desvio padrao 2,026 0,939
Mediana 0,90 0,88
Atividade da protrombina (%) | Normal 85a 100
Média 67,79 89,90
Desvio padréo 23,24 13,09
Mediana 60 95,90
Albumina (g/dL) Normal 36a50
Média 3,280 3,855
Desvio padréao 0,830 0,454
Mediana 3,0 3,95
AST (UI/L) M Normal 15 a 37
Média 91,30 42,20
Desvio padrédo 120,20 42,22
Mediana 52 25,50
ALT (UI/L) @ Normal 20a 65
Média 90,30 57,0
Desvio padréo 120,20 59,8
Mediana 62 36,5
Alfa-fetoproteina (Ul/mL) Normal -|10
Média 14,03 4,925
Desvio padréao 26,34 0,3354
Mediana 5,0 5,0

(0]

Aminotransferase do aspartato
&)

Aminotransferase da alanina

A contagem plaguetaria mediana nos pacientes com hepatite foi 118.000/ pL
e nos pacientes portadores foi 211.500/ pL, com expressiva diminuicdo quantitativa
das plaquetas nos pacientes com hepatite. Os pacientes com hepatite apresentaram
contagem plaquetaria menor que 150.000/uL em 75% dos casos e 0O contrario

ocorreu com os pacientes portadores do VHB (N=55) (Figuras 19).
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Figura 19: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
quanto ao nivel da contagem plaquetaria dos pacientes (N=55)

p <0.05

O valor da mediana da bilirrubina total foi 0,90 mg/dL nos paciente com
hepatite e 0,88 mg/dL nos pacientes portadores, revelando porcentagens

semelhantes acima e abaixo das medianas nas duas populac¢des (N=55) (Figura 20).
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Figura 20: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
guanto ao nivel de bilirrubina total dos pacientes(N=55).

p> 0.05
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A mediana da atividade da protrombina na populagédo com hepatite foi 60% e
95.90% nos portadores, sendo que os pacientes com hepatite apresentaram 75%
das porcentagens abaixo dos valores da atividade da protrombina (85%) e nos

portadores 75% das porcentagens foram acima destes valores (N=55) (Figura 21).
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Figura 21: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
quanto ao nivel da atividade da protrombina dos pacientes (N=55)

p<0.05

A mediana da albumina nos pacientes com hepatite foi 3,00 mg/dL e nos
pacientes portadores foi 3,95 mg/dL, sendo que o0s pacientes com hepatite
apresentaram 75% das porcentagens abaixo dos valores da albumina (4,00 mg/dL)
e nos portadores 75% das porcentagens foram abaixo de 3,95 mg/dL (N=55) (Figura
22) .
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Figura 22: Box plots utilizado para comparar a populagcdo com hepatite e portador
guanto ao nivel da albumina dos pacientes (N=55)

p <0.05

A mediana da AST nos pacientes com hepatite foi 52 UI/L e nos pacientes
portadores foi 25,50 UI/L sendo que os pacientes com hepatite apresentaram 75%
das porcentagens da AST foram acima de 25 UI/L e nos portadores 75% das

porcentagens foram abaixo 52UI/L (N=55) (Figura 23).
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Figura 23: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
guanto ao nivel de aminotransferase do aspartato dos pacientes (N=55)

p > 0.05

A mediana da ALT no grupo com hepatite 62 UI/L e no grupo de portadores

foi 36,50 UI/L sendo que os pacientes com hepatite apresentaram 75% das
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porcentagens da ALT foram acima de 36,50 Ul/L e nos portadores 75% das
porcentagens foram abaixo de 36,50Ul/L (N=55) (Figura 24).
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Figura 24: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
quanto ao nivel de aminotransferase da alanina dos pacientes (N=55)

p > 0.05

Foram observados flares espontaneos da ALT na populacdo com hepatite e
portador em 10,90% (N=6/55). Nos pacientes com hepatite observou-se flares em
7,27% (N=4/55) e nos pacientes portadores os flares foram observados em 3,63%
(N=2/55). Quanto a gravidade dos flares nos pacientes com hepatite 1,81% (N=1/55)
foram leves, 3,63% (N=2/55) foram moderados e 1,81% (n=1/55) severos. Nos
pacientes portadores flares leves e moderados apresentaram frequéncias idénticas

1,81% e nao foram observados flares severos nestes pacientes (N=1/55) (Tabela 9).
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Tabela 9

Distribuicdo dos resultados das analises bioquimicas de flares de ALT das
amostras coletadas da populacao do estudo com hepatite e portador (N=55).

Hepatite Portador Total
Flare
N % N % N %
Flare * 4 7,27 2 3,63 6 10,90
Auséncia 31 56,36 18 32,72 49 89,09
Total 35 63,63 20 36,36 55 100,00

p>0.05

(1) Foi considerado flare os valores de ALT =130 UI/L

A mediana dos valores de alfa-fetoproteina nos pacientes com hepatite e
portador foi idéntica 5,0 UI/mL (N=55) (Figura 25)

140 —

120 —

100 —

80 —

AFP

60 —
40 —

20 —

-
I I
Hepatite Portador

GRUPO

M ¥k X X X

Figura 25: Box plots utilizado para comparar a populagdo com hepatite e portador
guanto ao nivel de alfa-fetoproteina dos pacientes (N=55)

p>0.05
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5.5 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Durante o estudo foram realizadas 55 bidpsias que apos analise
histopatolégica permitiu classificar os pacientes em dois grupos: pacientes com
hepatite e pacientes portadores. Os portadores, conforme o sistema Metavir foi
denominado de AOFO, correspondendo a 36,34% (N=20/55) dos casos.

Os pacientes com hepatite foram classificados de acordo com o Sistema de
Metavir e assim distribuidos: A1F0 7,27% (N=4/55), A1F1 12,76% (N=7/55), A1F2
1,81% (N=1/55), A1F3 5,45% (N=3/55), A2F1 3,63 (N= 2/55), A2F2 3,63% (N=2/55),
A2F3 20% (N=11/55) e A2F4 9,09% (N=5/55). Nos pacientes que apresentaram
A2F4 foram observados 3,63% (N=2/55) de casos de hepatocarcinoma (Figuras 26)
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Figura 26: Distribuicdo da populagédo com hepatite e portador quanto ao resultado do
exame histopatolédgico da bidpsia hepatica conforme o Sistema de Metavir (N=55).

6.6 CARACTERISTICAS ULTRASSONOGRAFICAS

O exame de ultrassom do abdome superior na populacdo com hepatite e
portador avaliou sinais de insuficiéncia hepatica crbnica, patologias associadas e

sinais ultrassonograficos de hipertenséo portal.
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Nos pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo observou-se o0s
seguintes de sinais de insuficiéncia hepética cronica: atenuacédo do feixe sonoro ou
hiperecogenicidade do parénquima hepatico em 9,09% (N=5/55), figado
heterogéneo em 34,50% (N=19/55), figado contraido, micronddulos, superficie
nodular ou dificuldade de visualizacdo das estruturas vasculares intra-hepaticas em
20% (N=11/55). Nestes pacientes ndo foram observados exames ultrassonograficos

normais.

Nos pacientes portadores foi detectado atenuacdo do feixe sonoro ou
hiperecogenicidade do parénquima hepéatico em 9,10% (N=5/55), figado
heterogéneo em 1,81% (N=1/55) e o exame de ultrassom foi normal em 25,45%
(N=14/55) dos pacientes (Tabela 10).

Tabela 10

Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto
as alterac@es ultrassonogréficas sugestivas de fibrose (N=55)

Alteracbes Hepatite Portador Total
ultrassonograficas N % N % N %
1a @ 5 9,09 5 9,10 10 18,20
1b @ 19 34,54 1 1,81 20 36,40
1c ® 11 20 0 0,0 11 20,00
Auséncia 0 0,0 14 25,45 14 25,40
Total 35 63,63 20 36,36 55 100,00

W Atenuacdo do feixe sonoro

Textura heterogénea, apagamento vascular intra-hepético.
Figado contraido, superficie nodular e ascite

p <0.05

Nos pacientes com hepatite o0s sinais ultrassonograficos de patologias
associadas foram: lesbes focais em 5,45% (N=3/55) e colecistopatia litiasica em
18,18% (N=10/55). O exame nao revelou associacdes em 40% (N=22/55) dos
pacientes com hepatite. Nos portadores ndo foram detectadas lesdes associadas a

insuficiéncia hepatica crénica (N=20/55) (Tabela 11).
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Tabela 11

Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto as alteracdes
ultrassonogréficas sugestivas de patologia associada (N=55)

LesOes associadas Hepatite Portador Total
N % N % N %
2a @ 3 5,45 0 0,00 3 5,45
2b ® 10 18,18 0 0,00 10 18,18
Auséncia 22 40 20 36,36 42 76,37
Total 35 63,63 20 36,36 55 100,00
p <0.05
@ Les3o focal

®)

Colecistite, colelitiase

Nos pacientes com hepatite observou-se presenca de sinais maiores de

hipertenséao portal em 38,18% (N=21/55) e ndo foram observados estes sinais em

25,45% (N=14/55). Nos pacientes portadores 0s sinais maiores de hipertensao portal

nao foram observados em 36,36% (N=20/55) dos casos. Nos pacientes com hepatite

a presenca de sinais menores de hipertenséo portal foi verificada em 40% (N=22/55)

e nao foram observados estes sinais em 23,63% (N=13/55). Nos pacientes

portadores os sinais menores de hipertenséo portal ndo foram detectados (N=20/55)

(Tabelas 12 e 13).

Tabela 12
Distribuicdo populacdo com hepatite e portador
quanto as alteracdes ultrassonograficas sugestivas de sinais

maiores de hipertenséo portal (N=55)

Sinais de HP Hepatite Portador Total
N % N % N %
Sinais Maiores © 21 38,18 0 0,00 21 38,18
Auséncia 14 25,45 20 36,36 34 61,82
Total 35 63,63 20 36,36 55 100,00
p <0.05

@)

veia mesentérica maior que 0,9 cm.

Circulacédo colateral, veia porta com calibre maior que 1,2 cm, veia esplénica maior que 0,9 cm e
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Tabela 13

Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador
qguanto as alteracfes ultrassonograficas sugestivas de
sinais menores de hipertenséo portal (N=55)

Sinais de HP Hepatite Portador Total
N % N % N %
Sinais Menores " 22 40,00 0 0,00 22 40,00
Auséncia 13 23,63 20 36,36 33 60,00
Total 35 63,63 20 36,66 55 100,00
p <0.05

) Auséncia da variagdo respiratoria dos vasos portais, esplenomegalia (baco maior que 12 cm),
amputacao dos vasos portais intra-hepéticos.

5.7 CARACTERISTICAS ENDOSCOPICAS

O exame de endoscopia do trato gastrintestinal superior avaliou na populacao
com hepatite e portador os sinais endoscopicos de hipertensdo portal e sinais
endoscopicos preditivos de sangramento varicoso. Nos pacientes com hepatite a
presenca de cordBes varicosos no esbéfago ou no fundo gastrico foi detectado em
36,36% (N=20/55) e a auséncia destes sinais foram observadas em 27,27%
(N=15/55). Nos pacientes portadores nao foram detectadas alteracfes endoscopicas
(N=20/55). Nos pacientes com hepatite a presenca de manchas hematocisticas foi
detectada em 12,73% (N=7/55) e n&o foram detectadas em 50,91% (N=28/55). Nos
pacientes portadores ndo foram observadas manchas hematocisticas (N=20/55)
(Tabelas 14 e 15).
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Tabela 14
Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto as alteracdes
endoscopicas do trato gastrintestinal sugestivas de hipertensao portal (N=55).

Exame Endoscopico Hepatite Portador Total
N % N % N %
varizes 20 36,36 0 0,00 20 36,36
Auséncia 15 27,27 20 36,36 35 63,64
Total 35 63,64 20 36,36 55 100,00
p <0.05

W Cordées venosos dilatados no eséfago ou fundo gastrico.

Tabela 15
Distribuicdo da populacdo com hepatite e portador quanto as

alteracdes endoscopicas do trato gastrintestinal preditivas de
sangramento varicoso por hipertensdo portal (N=55).

Exame Endoscopico Hepatite Portador Total
N % N % N %
MHC @ 7 12,73 0 0,00 7 12,72
Auséncia 28 50,91 20 36,36 48 87,28
Total 35 63,64 20 36,66 55 100,00
p <0.05

@ Manchas vermelhas na superficie das varizes esofago-gastricas.
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DISCUSSAO

6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Neste estudo foram acompanhados 55 pacientes durante um ano apds a
soroconversao do AgHBe, com bidpsia hepatica demonstrando hepatite em 63,64%
e portadores inativos em 36,36% dos pacientes, sendo a cirrose hepatica observada
em 9,09% (N=5/55) e associacao ao hepatocarcinoma (HCH) constatada em 3,63%

destes pacientes.

Bonino et al. (1986) e Lai et al. (1994) observaram que durante o curso da
infecgao cronica pelo VHB a soroconversdo do AgHBe geralmente coincide com a
normalizacdo dos testes bioquimicos com remissao clinica e histoldgica do figado,
estes resultados sugerem que a soroconversdo do AgHBe em geral confere boa
evolucdo, entretanto a hepatite cronica ativa AgHBe negativo pode se desenvolver a

cirrose e ao hepatocarcinoma.

Hsu et al., (2002) acompanhando pacientes apés a soroconversao do AgHBe
observaram que 66,8% apresentaram remissao clinica e histologica e em 24% dos
pacientes, apesar do anti-HBe positivo, 0 VHB DNA permaneceu reagente no soro.
Durante o acompanhamento a cirrose foi observada em 7,8% e o hepatocarcinoma

em 2,2% dos pacientes.
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Rizzeto et al. (2000) estudando a prevaléncia de casos de hepatite cronica B
AgHBe negativo observaram significativo aumento da prevaléncia desta hepatite na
Italia (90%).

Hadziyannis et al. (2001) relataram que 15% a 30% dos individuos AgHBs
positivos e AgHBe negativo apresentam hepatite crénica, outros estudos como 0s
realizados por Funk et al. (2002) relatam o aumento da prevaléncia mundial da

doenca AgHBe negativa.

Zarski et al. (2006) encontraram uma prevaléncia de 72% de casos de
hepatite cronica B AgHBe negativa na Franca, observando uma ocorréncia maior em
pacientes naturais da Africa, Oriente Médio, do Leste Europeu e de regibes do Sul
da Europa quando comparado aos pacientes naturais da Franca ou de origem
Asiatica.

Hsu et al. (2002) demonstrou que depois da soroconversdo do AgHBe
ocorreu uma incidéncia acumulada de 25% de casos de hepatite cronica B AgHBe

negativo no periodo de acompanhamento destes pacientes.

Os resultados obtidos nestes estudos mostram a ascensao da prevaléncia da
doenca hepatica AgHBe negativa, confirmando as elevadas taxas de prevaléncia
obtidas no atual estudo (63,64%).

6.1.1 Género e faixa etaria

O género predominante na populacdo de pacientes com hepatite e portador
foi o género masculino 60%. Nos pacientes com hepatite a prevaléncia do género

masculino foi 41,81%, com uma proporcao de 1,9:1 em relagdo as mulheres.

Sharma et al. (2005) observaram que o género masculino é predominante na
hepatite crbnica B AgHBe negativo, apresentando inclusive doenca mais ativa e
mais grave, com atividade necroinflamatoria acentuada observada em mais de 50%

dos pacientes.

Fattovich et al. (1984) avaliando o clareamento espontdneo do AgHBe
observaram variacdo anual de 16% de clareamento do AgHBe no género masculino

e de 30% de clareamento do AgHBe no género feminino em paises onde a
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transmisséo do VHB usualmente é horizontal durante a infancia sendo a transmisséo
perinatal pouco frequente. Nestas populagbes a maioria das criancas sdo AgHBe
positivo apresentando alteracdes de ALT e soroconversao proxima ou logo apés ao
inicio da puberdade. Este padrao de clareamento do AgHBe também é freqlente em
paises desenvolvidos onde a transmisséo ocorre na idade adulta, preferencialmente
pela via sexual. Em regibes com padrdo de transmissdo vertical, no periodo

perinatal, a frequéncia de clareamento do AgHbe apresenta indices bem menores.

Os dados observados sobre a menor prevaléncia do género feminino neste
estudo sugerem que nas mulheres a transmisséo horizontal durante a infancia ou na
idade adulta poderia justificar a melhor evolucéo clinica em relacdo aos homens, que
teriam predominéncia da transmissao vertical, apresentando assim maiores indices

de lesdo hepatocelular.

A idade média e a faixa etaria mais prevalente na populacdo com hepatite e
portador foram respectivamente 38,4 anos e 26|- a 39 anos (43,63%). A idade média
dos pacientes com hepatite foi maior (42,5 anos) que a dos pacientes portadores
(31,3 anos). A maior ocorréncia de casos com hepatite ocorreu na faixa etaria de
26]- a 39 anos (25,45%) sendo significativa a relacdo entre faixa etaria e a presenca
de hepatite.

Em relagcdo a presenca de hepatite ou portador dentro da mesma faixa etaria
constatou-se que a maior probabilidade de o individuo ter hepatite concentra-se nas
faixas mais elevadas (= 65 anos), enquanto que nas faixas etarias mais jovens 13|- a

26 anos a probabilidade de o individuo ser portador € maior (62,50%).

Kiffer et al. (2003) estudando os indices de infeccdo pelo VHB observou que
nas faixas etarias mais jovens € a principal caracteristica das areas de alta
endemicidade. Estas observacbes séo referenciadas por outros estudos com
populacbes de regides de alta endemicidade do VHB como no Sudeste da Asia,
Africa, Ilhas do Pacifico, Artico, Regiées do Oriente Médio, Asia Menor, Caribe onde
a infeccdo no periodo perinatal por transmisséo vertical e durante a primeira infancia
por transmissdo horizontal, através de contato com outros membros da familia,
portadores do AgHBs, sdo as principais vias de transmissao e responsaveis pelos
elevados indices de infeccdo nas faixas etarias mais jovens. A maior parte destas

populacdes apresentam uma prevaléncia de portadores do AgHBs entre 10% e 15%
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com aproximadamente 50% a 95% da populagéo apresentando evidéncia sorolégica
de infec¢cao passada pelo VHB.

Fattovich et al. (1992) observaram que o0s pacientes com hepatite crénica
AgHBe negativo sdo em geral mais velhos, em média 40 anos, sendo a faixa etaria
mais afetada a de 36 a 45 anos, significativamente mais elevada que os pacientes
com hepatite cronica AgHBe positivo.

No presente estudo o acometimento das faixas etarias mais jovens sugerem
gue estes pacientes tém infeccdo no periodo perinatal e que a hepatite crénica B
AgHBe negativo representa uma fase tardia da historia natural da infec¢do, mais do
que uma “nova infeccdo” com variantes do VHB que n&o produzem o AgHBe,
observando-se que o risco relativo de agravo da doenca nos pacientes com hepatite
de acordo com o aumento da idade é 0,6 vezes maior com idade = 40 anos do que
nos individuos com menos de 40 anos (IC 95% 0,4595; 1,0029), confirmando os
estudos do grupo de Fattovich et al. (1992).

6.1.2 Atividade ocupacional

No presente estudo ndo houve associacdo entre profissédo e a probabilidade
de ter hepatite, embora um dos pacientes do grupo de portadores apresentasse

atividade profissional ligada a area da saude.

A transmissdo do VHB em areas de alta endemicidade, através de acidente
ocupacional, ndo é a forma de transmissédo mais frequente (SHERLOCK & DOOLEY,
2002).

H& muito tempo tem sido documentado que a transmissdo do VHB pode
ocorrer principalmente entre profissionais da area da saude infectados com
pacientes portadores do VHB, principalmente quando tem o HBeAg circulante,
contudo foi observado que a transmisséo do VHB também pode ocorrer na auséncia
do HBeAg, de acordo com estudos realizado por Heptonstall (1997) envolvendo

casos de acidente ocupacional com pacientes com hepatite B AgHBe negativo.
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6.1.3 Naturalidade e procedéncia

Em relacdo a naturalidade dos pacientes com hepatite a Sub-regido Sudoeste
foi mais prevalente com 32,73%, contudo quanto a procedéncia a Sub-regido Central

foi a que apresentou maior prevaléncia de casos 56,36%.

Da Silva (2003) observa que a prevaléncia no Brasil da infeccédo pelo VHB é
variavel, visto ser um pais de grande extensdo geografica e diversidade cultural,
étnica e socioecondémica. A maioria das regides brasileiras apresenta endemicidade

intermediéria, variando de 1% a 2% de frequéncia do AgHBs.

Kiffer et al. (2003) estudando a prevaléncia do AgHBs na Amazonia Ocidental
Brasileira considerou esta regido como uma area de alta endemicidade, onde a
prevaléncia do AgHBs pode assumir valores que variam de 5% a 20%, com cerca de
50% a 95% da populagdo apresentando evidéncias soroldgicas de infeccdo

passada.

Da Silva (2003) observou que entre as capitais brasileiras as de maior

prevaléncia do anti-HBc total foram as cidades de Manaus (AM) e Rio Branco (AC).

Fonseca (2002), estudando os fatores ambientais e sdécio-culturais
relacionados ao comportamento humano e com a presenca de reservatorios animais
ou infestacao por insetos, sugeriu que estes fatores poderiam influenciar a circulacéo
de virus hepatotrépicos na Amazénia Ocidental Brasileira, onde em éareas de alta
prevaléncia e incidéncia de malaria, também de alta densidade de mosquitos,
observa-se nas calhas destes rios, caracteristicamente malarigenos, alta prevaléncia
da infeccdo pelo VHB, fato este ndo observado entre residentes em calhas de rios

nao malarigenos.

Estes estudos confirmam a alta prevaléncia da doenca AgHBe negativa
encontrada neste estudo, conferindo a Amazonia Ocidental Brasileira importante

papel epidemioldgico na histéria natural do VHB.
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6.2 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS

6.2.1 Tempo de evolucao da doenca

Nos pacientes com hepatite o periodo de evolugdo da doenca mais frequente
foi 1|- 5 anos (30,91%). Conforme estudos realizados por Lee (1997), varios fatores
estdo implicados no desenvolvimento e na evolucdo da infec¢ao cronica pelo VHB,

entre estes estdo a época de aquisicdo da infeccdo, aspectos relativos a raca,
género do hospedeiro e gendétipo do VHB.

A analise do tempo de evolucdo da doenca hepética AgHBe negativa revela
gue o tempo foi uma variavel diretamente proporcional em relacdo a evolucéo clinica
da doenca, ou seja, quanto maior o tempo de evolugdo maiores serdo as
probabilidades de associacdo com casos de hepatite na doenca hepatica AgHBe
negativa e quanto menor o tempo de exposicdo menores serdo as probabilidades
desta associacdo, com linhas de tendéncia demonstrando um cruzamento ao nivel
do periodo menor que um ano, sendo a linha de tendéncia dos pacientes com
hepatite ascendente, sugerindo que com a evolu¢do da doenca o niumero de casos
de pacientes aumenta, estabilizando-se no estudo ao longo do periodo maior que

cinco anos.

Hsu et al. (2002) demonstraram aumento da incidéncia de casos de hepatite
cronica B AgHBe negativo depois da soroconversdo do AgHBe, estes estudos
confirmam os achados do presente estudo de que o nimero de casos de pacientes
portadores tende gradativamente a diminuir, enquanto aumenta o numero de

pacientes com hepatite crobnica AgHBe negativo.

6.2.2 Motivo da consulta

O motivo da consulta dos pacientes neste estudo revelou que 78,18% da

populacdo com hepatite e portador apresentaram marcadores sorologicos da
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infeccdo e 21,82% apresentaram sinais de doenca hepatica descompensada no

momento da consulta.

Hadziyannis & Vassilopoulos (2001) estudando a histéria natural da infeccéao
cronica pelo VHB AgHBe negativo observou que durante o curso da hepatite
cronica B AgHBe positivo ou apés a soroconversao do AgHBe € pouco provavel que
a infeccdo primaria com mutante pré-core possa evoluir para a cronicidade, sendo
este tipo de hepatite considerada uma fase tardia de uma doenca de evolucéo

cronica.

Neste estudo foi significativa a relacdo tempo versus motivo da consulta nos
pacientes com hepatite, revelando que existe uma relacao entre estas duas variaveis
independentes. Confirmando os dados encontrados por Hadziyannis &
Vassilopoulos (2001) de que a hepatite cronica B AgHBe negativo € uma

manifestacéo tardia de uma doencga de evolugao cronica.

6.2.3 Manifestacdes clinicas e antecedentes clinico-epidemioldgicos

Durante o periodo de acompanhamento da populacdo com hepatite observou-
se que os sintomas mais prevalentes foram dispepsia, astenia e perda da libido,
respectivamente 41,81%, 38,18% e 21,80%. Nos pacientes portadores 25,45%

foram assintomaticos.

Os dados obtidos neste estudo sdo semelhantes aos encontrados na
literatura, conforme revisdo de consenso realizada pelo grupo de Hadziyannis &
Vassilopoulos (2001) que demonstraram que a apresentacdo mais comum dos
pacientes portadores crénicos do AgHBs com AgHBe negativo é a forma
assintomatica, sendo a sua condi¢cdo descoberta durante uma doagédo de sangue ou
avaliacdo da elevacdo da ALT em exames de rotina sendo que uma pequena
porcentagem de pacientes apresentaram sinais de insuficiéncia hepatica cronica

descompensada.

O estudo dos antecedentes clinico-epidemioldgicos mais freqlientes nos
pacientes com hepatite revelou que 45,72% (N=25/55) tinham histéria pregressa de

hepatite, 36,36% (N=20/55) tinham histérico familiar de hepatite ou 6bito na familia
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por hepatite e 34,54% (N=19/55) apresentavam histdria de contato com o VHB. Nos
pacientes portadores o contato com o VHB e a histéria familiar de casos de hepatite
apresentaram frequéncias idénticas 18,18% (N=10/55), sendo a historia pregressa

de hepatite observada em 12,72% (N=7/55) dos pacientes.

Os dados encontrados neste estudo foram semelhantes aos encontrados por
Hadziyannis (1995) que relatam que sdo poucos 0s pacientes que lembram seu
episodio agudo de hepatite, sendo provavel que a aquisi¢ao intra-familiar do virus
nos primeiros anos de vida seja a forma mais comum de transmissdo da doenca

AgHBe negativa.

Na Grécia, Zacharakis et al. (2005) observou que 40% dos irmaos testados
para o AgHBs apresentavam anti-HBe positivo. O mesmo estudo mostrou que
usuarios de drogas, homossexuais e politransfundidos raramente tinham hepatite

cronica B AgHBe negativo.

Durante o acompanhamento da populacdo do estudo no ambulatério de
hepatites virais da FMTAM observou-se gue nos pacientes com hepatite a alteracéo
mais frequente ao exame fisico foi a esplenomegalia 40% seguido por eritema
palmar 25,45% e hepatomegalia 21,81%. O exame fisico foi normal em 10,90% dos
pacientes com hepatite. Nos pacientes portadores a hepatomegalia foi encontrada
em 1,81% e o exame fisico foi normal em 20% dos pacientes.

Payne et al. (1996) estudando a dindmica clinica da infec¢do cronica pelo
VHB verificou que estes pacientes sao assintomaticos ou com alguns sintomas

dispépticos e astenia, mesmo naqueles individuos com hepatite.

Estudos realizados por Adinolfi et al. (2001) durante a avaliagdo de pacientes
trombocitopéncos com hepatite cronica, revelaram significativa correlagédo inversa

entre o tamanho do baco e a contagem plaquetaria.

Estas constatacdes confirmam os achados deste estudo sobre a natureza
inespecifica da maioria das observagdes clinicas encontradas. Contudo sinais de
complicagBes hepaticas resultantes da atividade necroinflamatéria crénica, foram
importantes, como esplenomegalia encontrada em 40% dos pacientes com hepatite,

sugerindo cirrose hepatica e hipertensao portal.
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6.3 CARACTERISTICAS MOLECULARES

6.3.1 Determinacédo do VHB DNA e amplificacdo do gene S

Foi realizada extragdo do DNA pela PCR das 55 amostras de soro
selecionadas para participar da pesquisa, conseguiu-se éxito, na amplificacao pela
PCR do gene S em 40%, sendo 25,45% destas amostras procedentes de pacientes

com hepatite e 14,54% procedentes de pacientes portadores.

Chu et al. (1985), avaliando a carga viral de pacientes AgHBe negativos
observou que estes pacientes apresentavam niveis séricos de VHB DNA
significativamente menores do que as amostras AgHBe positivas, sendo provavel
gue a falta de amplificacdo do gene S observada em algumas amostras neste
estudo possam estar relacionadas com a baixa carga viral apresentada por estes
pacientes.

6.3.2 Genotipagem do VHB

Neste estudo foram encontrados trés tipos de genétipos do VHB, gendtipos A,
D e F em 22 amostras que apresentaram éxito na amplificacdo do gene S de
pacientes com status sorolégico AgHBe negativo, naturais da Amazoénia Ocidental

Brasileira.

O gendtipo A subgendtipo Al (AA) foi o mais freqiiente com 81,81%, seguido
do genotipo F subgendtipo F2 com 13,63% e do genotipo D subgendtipo D1 com

4,54%. Nao foram identificados outros tipos de gendtipos neste estudo.
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6.3.3 Distribuicdo geografica dos genétipos

Em relacdo a distribuicdo geografica dos gendtipos do VHB foi verificada
neste estudo uma ocorréncia variada de genotipos de acordo com a situacao

geografica dos pacientes.

Nas Sub-regides sudoeste e Central da Amazonia Ocidental foi predominante
0 genadtipo A, apresentando freqliiéncias idénticas 40,90%. O segundo gendtipo em
frequéncia nestas Sub-regifes foi 0 gendtipo F, detectado em 4,54% dos pacientes
da Sub-regido sudoeste e em 9,09% dos pacientes da Sub-regido Central. O
gendtipo D subgendtipo D1 foi o terceiro gendtipo em freqliiéncia sendo detectado na

Sub-regido Sudoeste em 4,54% dos casos.

A distribuicdo geografica dos gendtipos no mundo apresenta segundo Norder
et al. (2004) as seguintes prevaléncias: o genétipo D é o mais frequente dos
gendtipos do VHB com 23%, seguido pelo genétipo C 21%, gendtipo A 18%,
gendtipo B 16%, genodtipo F 8,9%, gendtipo E 7,2% e com frequéncias menores o
gendtipo H e o G respectivamente 2,4% e 1,05%. As associacfes de genotipos

foram observadas por Norder et al. (2004) em 0,7% dos casos.

Kramvis et al. (2002) estudando a prevaléncia dos genoétipos observaram que
em muitos paises somente um numero limitado de gendétipos sdo encontrados,
contudo em outros como nos EUA onde a populacdo € mista, com pessoas de varias
origens étnicas, todos o0s genoétipos podem ser encontrados. O gendtipo A é
originario da Europa, india, Africa e América do Norte e formam dois grandes grupos
geograficos um Europeu e Norte Americano (A2 ou AE) e um outro Afro-Asiatico (Al
ou AA).

Norder et al. (2004) observa que o genétipo D é o mais difundido dos
gendtipos e predomina em areas do Mediterraneo e na india, existindo relatos da
sua ocorréncia em aborigenes da Asia, Indonésia e Papua. O genétipo D admite
atualmente quatro subgenétipos D1, D2, D3 e D4. O subgenétipo D1 tem sido
detectado principalmente no Oriente Médio, o D2 apresenta maior ocorréncia na
india, o D3 é detectado na Africa do Sul e no Alaska, enquanto o D4 foi detectado na

Oceania e Somalia.
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Conforme também estudado pelo grupo de Norder et al. (2004), o gendtipo F
subdivide-se em dois subgenétipos F1 e F2, o subgendtipo F1 é mais encontrado na
Ameérica Central e o F2 ocorre principalmente na América do Sul, apesar do genotipo
F ser considerado dominante entre aborigenes das Américas a sua presenca na

Espanha e na Franca, aparentemente, independe de importacdes Européias.

Schaefer (2004) observou que o gendtipo F subgendtipo F2, identificado
primeiramente no Brasil por Naumann et al. (1993) é encontrado principalmente na
Ameérica do Sul, contudo o subgendtipo F1 € mais prevalente na América Central, e

mais recentemente foi detectado no Peru.

Tonetto et al. (2005) estudando a prevaléncia dos genétipos do VHB em
varias Regifes brasileiras observaram que o0 gendétipo A apresentou as maiores
frequéncias (50% a 89%), seguido pelo gendtipo D (24% a 38%). Os genotipos C e F
apresentaram frequéncias menores (3% a 4%), contudo Bertolini et al. (2000)
demonstraram que o genotipo F apresentou maior frequéncia entre tribos isoladas

da Amazobnia que ndo mantinham contato com brancos.

Estes dados sugerem uma mudanca no perfil genotipico da regido,
possivelmente influenciada pela dindmica migratéria que vem ocorrendo na
Amazonia Ocidental desde o final do século XIX e inicio do século XX, caracterizada
neste estudo pela elevada prevaléncia do genétipo A (81,81%), em relacdo ao
gendtipo F (13,63%), confirmando os estudos realizados por Schaefer et al. (2004)
guanto ao fato da distribuicdo geografica dos genotipos refletirem os dados
antropologicos e epidemioldgicos relativos aos eventos migratorios inerentes a raca

humana.

6.3.4 Lesao hepatocelular e gendtipos

Nos pacientes com hepatite 0 gendtipo mais prevalente foi 0o genotipo A
subgenoétipo Al (AA) 54,54%, enquanto que os demais gendtipos encontrados no

estudo F2 e D1 apresentaram freqiéncias menores (4,54%).



98

Nos pacientes portadores o genétipo mais prevalente foi o subgendtipo Al
(AA) 27,27%, seguido pelo subgenotipo F (F2) 9,09%. N&o foram registrados casos

de pacientes infectados com o gendétipo D1.

Rodrigues-Frias et al. (2006), relataram que o genétipo D apesar de
apresentar maior prevaléncia na Espanha em relacdo ao genoétipo A,
respectivamente 48% e 39,5%, observaram que esta relacdo ndo se mantinha
gquando avaliaram a evolucdo dos pacientes infectados, os quais sugeriram no

estudo uma associacao significativa entre a evolucéo da infeccdo e o genotipo A.

Sakai et al. (2001) avaliando a evolucao de diversos pacientes infectados com
diferentes gendtipos concluiu que os gendtipos do VHB apresentam diferentes

potenciais de induzir cronicidade e hepatite aguda.

Shina et al. (1991) descreveram um doenca mais severa induzida pelo
gendtipo C quando comparada ao gendtipo B. Kao et al. (2000) confirmou muitos
dos resultados de Shina et al. (1991), demonstrando maior gravidade no curso da
infeccdo pelo VHB gendtipo C, associada com altos escores de atividade
necroinflamatoéria e fibrose hepatica, com inclusive maiores indices de cirrose e

hepatocarcinoma.

Orito et al. (2003) observou que esta diferenca parece ser dependente mais
de um subgendtipo determinado do que propriamente do gendtipo, pois estudos
realizados no Japdo onde o gendtipo B é prevalente ndo confirmaram a maior

gravidade do gendétipo C sobre o gendtipo B.

O presente estudo confirma os achados de Tonetto et al. (2005) sobre a maior
prevaléncia do gendtipo A no Brasil, chamando a atencédo para o predominio do
subgenotipo Afro-Asiatico (Al ou AA) confirmando os estudos de Orito et al. (2003)

sobre a importancia dos subgenétipos na caracterizagdo da patogenicidade.

6.3.5 Amplificacéo e seqienciamento da regido pré-core/core promoter

Neste estudo apds o seqienciamento do gene C, observamos mutacdes em

36,36% das amostras VHB DNA reagentes dos pacientes com hepatite e portador,
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com predominio das mutacdes na regido do core promoter sobre as mutacdes na

regido pré-core, respectivamente 31,81% e 4,54%.

Nos pacientes com hepatite foram observadas mutagbes na regido core
promoter Aizes isoladamente em 4,54%, Tizs; isoladamente em 9,09% e uma

mutacao dupla basica A;764 com T1762 em 18,18%.

Nos pacientes portadores foi observada uma mutacgéo isolada na regido preé-
core do VHB Ajges em 4,54%.

A hepatite crbnica B AgHBe negativa geralmente resulta de formas mutantes
do VHB incapazes de produzir o AgHBe e representam atualmente a forma
predominante de hepatite cronica B em varias partes do mundo (HADZIYANNIS et
al., 2001; CARMAN et al., 1989; FUNK et al., 2002).

A variante pré-core resulta da substituicdo de Giggs por Aiges do gene C
levando a perda da translacdo de AgHBe, porém mantendo a producdo do AgHBc,
esta mutacdo € conhecida como Aiges . O mecanismo mais provavel dessa mutacao
€ a selecdo através da resposta imune. Outro tipo de mutacédo que afeta a producao
do AgHBe, pode ser encontrada na regido core promoter Ajze2-Ti7e2 € Gi76a-A1764
importante na manutencéo da estrutura secundaria do sinal de encapsidacéo, estas

mutacdes sdo conhecidas como mutacdes Ti762 € A1764 (SCAGLIONE et al., 1997).

A frequéncia de mutacdes no VHB tem sido estimada em aproximadamente
1,4 a 3,2 x 10° substituicdes/nucleotideo/sitio/ano, sendo esta taxa dez vezes maior
gue a encontrada em outros virus de DNA. A taxa de mutacdo é influenciada
principalmente pela fase clinica da doenga, como a imunotolerancia,
imunoeliminacdo, imunossupressao apos o transplante hepatico e pelo tratamento
com drogas antivirais. As mutacdes pré-core e core promoter estdo entre as

principais mutagdes do VHB (FUNK et al., 2001)

Conforme estudos do grupo de Gongales Jr (2006) em Campinas (SP), cerca
de 70% dos pacientes AgHBs positivos sdo AgHBe negativos, com elevado

potencial de apresentarem mutacdes nas regides do core e core promoter.

Chu et al. (2003) avaliando a prevaléncia de mutacdes pré-core e core
promoter nos EUA observaram que as mutagbes core promoter foram mais
frequentes nos EUA. No presente estudo a prevaléncia de mutacdes nas regioes

pré-core e core promoter foram relativamente baixas 4,54% e 31,81%, quando
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comparada com os estudos realizados por Chu et al (2003), esta diferenca
provavelmente ocorreu pela maior prevaléncia do genétipo A/Al (AA) no presente
estudo (81,81%).

6.3.6 MutacOes pré-core/core promoter e gendétipos

Em relacdo a presenca de mutacdes na regido pré-core e 0 genotipo
predominante, observou-se que nos pacientes infectados com o0s genoétipos A e F
nao foram encontradas mutacdes na regido pré-core, contudo nos pacientes

infectados com o gendtipo D encontrou-se mutacdes na regido pré-core em 4,54%.

Em relacdo a presenca de mutacdes na regido core promoter e 0 genotipo
predominante, foi observado que nos pacientes infectados com os genoétipos D e F
nao foram encontradas mutacdes na regido core promoter, contudo nos pacientes

infectados com o gendtipo A observou-se 31,81% de mutacBes core promoter.

A correlacdo negativa entre o genétipo A e mutagdo pré-core Aiggs €
relacionada ao pareamento de bases na estrutura do stem-loop na seqiiéncia pré-
gendmica de encapsidacdo, mas a base para correlacéo positiva entre o genétipo A

e a mutacao da regido core promoter ndo esta estabelecida (CHU et al. 2003).

6.3.7 Mutacbes pré-core e core promoter e lesdo hepatocelular

Y

Quanto a presenca de mutacdes na regido pré-core observou-se que nos
pacientes com hepatite foram encontradas mutacdes em 4,54% e nos pacientes

portadores ndo foram encontradas mutacdes na regiao pré-core.

Quanto a presenca de mutacdes na regido core promoter nos pacientes com
hepatite observou-se mutacbes em 27,27% e nos pacientes portadores foram

encontradas mutagdes na regiao core promoter em 4,54%.

A hepatite crbnica B AgHBe negativa geralmente resulta de formas mutantes
do VHB incapazes de produzir e secretar o AgHBe, constituindo-se um dos maiores

problemas de saude publica nas regides de alta prevaléncia do virus B (CARMAN et
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al., 1989; FUNK et al., 2002; HADZIYANNIS et al., 2001). Contudo, neste estudo a
prevaléncia de mutacdes nas regides pré-core e core promoter nos pacientes com
hepatite e portador foram relativamente menor 4,54% e 31,81%, quando comparada
com os estudos realizados por Chu et al. (2003). Estas diferencas provavelmente

ocorreram pela maior prevaléncia do genétipo A neste estudo (81,81%).

6.4 CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Os testes de fungcdo hepatica séo utilizados para identificar a presenca da
doenca hepatica, sugerir o estadio da doenca, estimar sua gravidade e acompanhar
a eficacia do tratamento, contudo apresenta limitacdes relacionadas a sensibilidade
e especificidade, razdo pela qual devem ser analisados em conjunto (Sherlock &
Dooley, 2002).

Neste estudo os testes utilizados para avaliar a fungdo hepatica foram
agrupados em testes que sugerem a probabilidade de fibrose hepatica, testes que
avaliam a capacidade metabdlica do figado, testes que avaliam a sintese hepéatica e

testes que avaliam a presenca de necrose hepatocelular.

6.4.1 Marcadores da fibrose hepéatica

A identificacdo da presenca de fibrose hepatica € um importante parametro na
avaliacdo prognostica dos pacientes com hepatite crbnica. A bidpsia hepatica
representa o padrdo ouro para esta avaliacdo, contudo este procedimento €

considerado invasivo, nem sempre possivel a realizagdo em todos os pacientes.

No presente estudo foi avaliada a contagem plaquetaria como parametro
preditivo da fibrose hepatica. A contagem plaquetaria mediana nos pacientes com
hepatite foi 118.000/uL e nos pacientes portadores foi 211.500/uL. Os Box plots dos
valores plaquetérios revelaram diferenca significativa na contagem plaquetaria entre
0S pacientes com hepatite e portador, demonstrando que em 75% dos casos a
contagem plaquetaria foi menor que 150.000/uL nos pacientes com hepatite
(p<0.05).
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Sherlock et al. (2002) estudando a fungcdo plaquetaria nos pacientes
portadores de doenca hepética observou que as anormalidades quantitativas e
qualitativas da funcédo plaquetaria sdo comuns em todas as formas de doenca
hepatica. Nos pacientes com insuficiéncia hepatica cronica (IHC) e hipertensdo
portal (HP) a contagem plaquetaria é baixa, em parte pelo aumento do sequestro
esplénico e em parte pelos baixos niveis do trombopoetina, permanecendo alterada
mesmo apos insercdo de um tubo intra-hepatico porto-sistémico (TIPS), contudo

retornam aos niveis normais apés o transplante hepatico.

Kosugy et al. (1997) demonstraram aumento de anticorpos IgM e IgG em
pacientes com infec¢do viral crénica por virus hepatotropicos, entretanto néo
conseguiram detectar autoanticorpos anti-plaquetas. Outros estudos observaram
uma diminuicdo quantitativa das plaguetas associada a disfuncdo medular,

principalmente no alcoolismo, na deficiéncia de acido fdlico e na hepatite viral.

Ordinas et al. (1996) observou que a funcédo de adesdo plaquetaria é mais
precocemente evidenciada do que os defeitos de agregacdo que em geral sdo
tardios, como demonstraram Younger et al. (1997) apo6s analise da funcéo
plaguetaria em pacientes com insuficiéncia hepatica crénica (IHC), os quais
observaram alteracdo da funcdo de agregacdo das plaquetas nos pacientes com
Child C.

Dittrich et al. (2005) estudando a correlagéo entre a contagem de plaguetas
no sangue e o gradiente de pressao venosa hepética em pacientes cirréticos nao
conseguiram demonstrar de forma significativa esta correlagcdo, contudo inferiram
que o gradiente de pressdo venosa hepatica e a disfuncao hepatocelular estavam

implicadas no baixo nivel de plaquetas, conforme demonstrado por outros autores.

Resultados similares foram encontrados por Gianini et al. (2006) e Park et al.
(2004), contudo observaram que isoladamente este parametro apresentava baixa
sensibilidade para substituir a bidépsia hepatica na avaliacdo da presenca de fibrose
durante a evolucao da hepatite. Estes estudos confirmam os resultados observados
no presente estudo da correlacdo positiva entre valores plaguetarios menores que

150.000/uL e a presenca de fibrose medida pela classificacdo de Metavir (75%).
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6.4.2 Marcadores de avaliagdo do metabolismo hepatocelular

As taxas de bilirrubina no sangue normalmente representam o balanco

funcional entre producéo e excrecéo hepatica (Sherlock & Dooley, 2002).

No presente estudo foram encontrados valores medianos de bilirrubina total
de 0,90 mg/dL nos pacientes com hepatite e 0,88 mg/dL nos pacientes portadores.

Em geral a bilirrubina total ndo € um bom marcador da disfuncéo hepética,
sendo comum o encontro de hepatopatias com valores de bilirrubina total normal,
contudo quando aumentada em pacientes portadores de hepatopatia cronica confere
um mau progndstico para estes pacientes (PRATT & KAPLAN, 2003; SHERLOCK &
DOOLEY, 2002).

Neste estudo os valores medianos e quartis sdo similares nos dois grupos,
revelando que néo existiu associacdo entre o nivel de bilirrubina total e o fato de ter
hepatite ou ser portador do VHB (p>0.05).

6.4.3 Marcadores da sintese hepatocelular

Os principais fatores da coagulacdo sao sintetizados pelo figado, a excecéo
do fator VIII Um dos exames mais utilizados para avaliar a funcdo de sintese
hepatica dos fatores da coagulacdo na doenca hepatica é a determinacdo da
atividade da protrombina (Sherlock & Dooley, 2002).

A atividade da protrombina neste estudo apresentou valores significativos de
mediana 60% nos pacientes com hepatite e 95,90% nos pacientes portadores com
distribuicdo nos Box plots demonstrando que 75% dos individuos com hepatite tém o
nivel de protrombina menor que 85% enquanto que entre os portadores 75% tém

nivel maior que 85%.

Apesar da significancia no estudo, como teste funcional hepatico a atividade
da protrombina isoladamente ndo é sensivel e nem especifica, entretanto, a
atividade da protrombina em pacientes com doenca hepatica cronica pode ser usada

juntamente com outros testes como meétodo ndo invasivo para diagnostico e
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prognostico das doencas hepéticas agudas e crbnicas, como também descrito pelo
grupo de Oberti et al. (1997).

s

A albumina é sintetizada exclusivamente pelo figado. Em adultos sao
produzidas em meédia diariamente 10g a 15g de albumina, aproximadamente 200
mg/Kg/dia. A concentracéo sérica da albumina em um determinado momento reflete
néo so6 sua sintese como também sua degradacéo e distribui¢cdo. Portanto uma série
de fatores extra-hepaticos envolvidos, incluindo a ingesta e absorcéo, integridade

vascular, perdas (fezes e urina) e o estado catabodlico devem ser considerados.

A mediana da albumina nos pacientes com hepatite foi 3,00 g/dL e nos
pacientes portadores foi 3,95 g/dL, com distribuicdo nos Box plots 75% tem albumina
menor que 4 g/dL nos pacientes com hepatite, enquanto que nos pacientes

portadores 75% apresentaram albumina acima de 3,5 g/dL.

Nos pacientes cirréticos, baixa taxa de albumina no soro em geral significa
diminuicdo de sintese hepética, que pode ser de apenas 4,0 g/dia. Contudo, em
pacientes com ascite, o baixo nivel de albumina no soro pode tanto significar menor
sintese hepdatica quanto hemodiluicdo. Na doenca hepatica aguda o nivel sérico da
albumina ndo costuma ser alterado, pois sua vida média é longa, aproximadamente
20 dias, enquanto a pré-albumina tem uma vida média mais curta, de apenas dois
dias, por este motivo é utilizada em alguns estudos, para avaliar a gravidade das
hepatopatias agudas. A limitacdo do uso da albumina isoladamente como um
marcador da sintese hepéatica deve-se a sua baixa especificidade como descrito pelo
grupo de Sherlock & Dooley (2002).

6.4.4 Marcadores de necrose hepatica

De Ritis et al. (1972) estudando as aminotransferases nas doengas hepaticas
observou que praticamente todas as doencas elevam as aminotransferases. Niveis
de até oito vezes o valor normal sdo inespecificos e encontrados nas diferentes
enfermidades hepaticas, contudo Sherlock & Dooley (2002) observam que a ALT é

mais especifica do que a AST em relacéo a lesdo hepatocelular.
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Pratt & Kaplan (2003) observaram que as maiores elevacbes das
aminotransferases (> 2000 UI/L) sdo encontradas nas hepatites agudas (viral, tdxica
ou medicamentosa) ou na isquemia hepatica secundaria a insuficiéncia circulatoria
aguda. A hepatite viral aguda é a causa mais frequente de elevacbes de
aminotransferases, embora os valores atingidos sejam inferiores aos registrados nos
pacientes com hepatite toxica ou isquémica. Nessa situacdo é comum que 0s niveis
de ALT e AST retornem aos valores normais dentro de sete dias e também que
ocorra elevacdo acentuada da desidrogenase lactica, habitualmente sem maior

significado na avaliacdo de hepatopatias.

O grupo de Sherlock & Dooley (2002) observaram que de maneira geral o
nivel de elevacdo das aminotransferases correlaciona-se pouco com o grau de
necrose hepatocelular, ndo sendo de valor para predizer a evolucao de enfermidade
aguda, contudo a queda rapida dos niveis de aminotransferases na hepatite aguda
indica pior prognostico e alta probabilidade de evolucdo para insuficiéncia hepatica
aguda, principalmente guando em associacdo com altas taxas de bilirrubina e do
tempo da protrombina. A persisténcia por periodo maior que seis meses sugere

cronicidade do processo.

A mediana da AST e da ALT nos pacientes com hepatite foi 52 UI/L e 62 UI/L
e nos pacientes portadores foi 25,50 UI/L e 36,50 UI/L com distribuicdo de valores
maximos e minimos nos grupos. Os Box plots das aminotransferases foram similares
tanto entre os pacientes com hepatite como entre os pacientes portadores, nao

revelando associacdo entre 0s grupos.

O grupo de Sherlock & Dooley (2002) observaram que os niveis de elevacéo
das aminotransferases nao foram marcadores confidveis de atividade histolégica ou
de gravidade em pacientes com hepatite cronica, salvo quando ocorrem grandes
elevacOes. Elevactes de até 500 UI/L frequentemente caracterizam as hepatopatias
cronicas, em geral transitorias coincidindo com periodos de replicagdo viral,
associacdo com outros virus hepatotropicos, intoxicacdes medicamentosas ou por

drogas, causas metabdlicas ou neoplasicas.

Pratt & Kaplan (2003) e outros autores tem estudado as relacfes da razao
AST/ALT e as hepatopatias cronicas virais, sugerindo que esta razdo quando
superior a um correlacione-se com o diagnéstico de cirrose, com especificidade

elevada, contudo observando baixa sensibilidade.
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No presente estudo observou-se uma relagao significativa entre o razdo
AST/ALT >1 e a presenca de fibrose com uma probabilidade de 23,63% de
ocorréncia desta relacdo entre os pacientes com fibrose, semelhante aos indices
encontrados Pratt & Kaplan (2003).

Flares das aminotransferases, espontaneos ou induzidos por tratamento séo
comuns na hepatite cronica B e sdo geralmente considerados como resultantes de
um ou mais ataques vigorosos das células do sistema imune contra os hepatdcitos

infectados conforme estudos de Nair & Perrillo (2001).

No presente estudo flares espontaneos da ALT foram observados em 10,90%
da populacdo com hepatite e portador, sendo leves 3,63%, moderados 5,45% e
severos 1,81%.

Nos pacientes com hepatite foram diagnosticados flares em 7,27% e nos

pacientes portadores foram diagnosticados em 3,63%.

Os Flares sdo fenbmenos pouco conhecidos que ocorrem espontaneamente
ou durante o tratamento viral especifico. Na hepatite crébnica B € induzido pela
replicacdo viral ou pela resposta do paciente a infeccdo como estudado por Flink et
al. (2005) e conforme sugerido por Zhang et al. (2006) podem também sofrer
influéncias de variagdes sazonais durante o curso da hepatite cronica pelo VHB.

No presente estudo os flares foram mais prevalentes nos pacientes com
hepatite (7,27%) e provavelmente refletem replicacdo viral devido a presenca de
cepas selvagens residuais ou a presenca de cepas mutantes que ndo expressam o
AgHBe. Estes pacientes apresentam elevado potencial de progressao para cirrose e
suas complicagdes confirmando os estudos de Rizzeto et al. (2000).

6.4.5 Marcador do carcinoma hepatocelular (CHC)

A alfa-fetoproteina (AFP) € um exame laboratorial importante na investigagéao
do carcinoma hepatocelular (CHC) sendo considerado sugestivo de CHC valor de
AFP maior que 400 Ul/mL (GONCALVES & LIMA PEREIRA, 2004).

A mediana dos valores de alfa-fetoproteina nos pacientes com hepatite e

portador foi idéntica (5,0 Ul/mL). O hepatocarcinoma foi observado neste estudo em
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3,63% (N=2/55) dos pacientes com hepatite (A2F4), que apresentaram alfa-
fetoproteina média de 14,03 Ul/mL. A analise molecular das amostras sorolégicas
destes pacientes pela PCR obteve éxito na amplificacdo do gene S, permitindo a
determinacdo do genotipo A subgendtipo Al (AA) e gendtipo F subgendtipo F2 do
VHB. Os dados demogréficos revelaram idade média de 47 anos com predominio do

género masculino e com tempo médio de evolugcédo da doenca maior que cinco anos.

Os pacientes portadores de infeccdo crénica pelo VHB tém cem vezes mais
probabilidade de desenvolvimento do CHC do que os néo portadores do AgHBs. O
acompanhamento destes pacientes é realizado com ultrassom e dosagem de alfa-
fetoproteina, entretanto esta avaliagdo é imperfeita, embora a alfa-fetoproteina tenha
um excelente valor preditivo negativo, o seu valor preditivo positivo € variavel de 9%
a 30% (GANEN & PRINCE 2004).

O carcinoma hepatocelular (CHC) € a neoplasia primaria mais comum do
figado ocorrendo em alta freqiiéncia no Sudeste da Asia e na Africa Central, e em
areas onde a infeccdo cronica pelo VHB é o principal fator de risco para o
desenvolvimento do cancer com uma incidéncia de 20% a 25% nos pacientes com
VHB, aparecendo em 90% dos casos em pacientes com cirrose (LYNCH et al.,
1984).

Hsu et al. (2002) observa que a soroconversao do AgHBe em geral confere
aos pacientes infectados boa evolucdo, contudo a hepatite ativa pode evoluir para
cirrose e ou hepatocarcinoma. Pacientes AgHBs reagentes apds a soroconversao do
AgHBe, durante acompanhamento de 8,6 anos em média apresentaram CHC em
2,2% com uma incidéncia acumulada de hepatite ativa apds a soroconversdo do
AgHBe de 7,8%.

Ryder (2003) estudando os fatores de risco para o0 CHC encontraram que em
homens o risco é maior, independente do fator etiolégico, com uma proporcéo de
1,9:1 em relagdo as mulheres, a idade media do surgimento do CHC no Reino Unido
foi 66 anos, contudo em locais com prevaléncia alta de CHC a distribuicdo da idade
€ bimodal, com picos nas idades de 45 anos e 65 anos. A cirrose hepatica esta
geralmente presente em 90% a 95% dos casos e 0 VHB € o fator etiolégico mais
freqientemente associado ao CHC em todo o mundo, com um risco de 5% ao ano
para o seu desenvolvimento, entretanto em 40% dos casos esta associagao nao
vem acompanhada de cirrose hepatica.
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Sao considerados fatores de risco para a progressdo da doenca hepética e
hepatocarcinoma: pacientes com infeccdo perinatal que persistem com elevados
niveis de replicacdo por mais que quatro décadas, gendtipo C do VHB, elevados
niveis de VHB DNA, consumo de alcool, co-infeccdo com os virus VHC, VHD e o
HIV, género masculino, histéria familiar de hepatocarcinoma, exposi¢do continuada a
carcindégenos (aflatoxinas e tabagismo), histéria de soroconversao do anti-HBe para
0 AgHBe, presenca de cirrose e presenca de mutacdes na regido core promoter
(LOK & MCMAHON, 2007).

Os dados demogréficos e clinico-epidemioldgicos dos pacientes portadores
de CHC observados neste estudo sdo semelhantes aos encontrados por outros
autores em areas de alta prevaléncia do VHB e sugerem que neste estudo os
pacientes possivelmente tenham contraido a infeccdo pelo VHB por transmissao

através do contato familiar durante o periodo perinatal.

6.5 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Foram analisadas 55 biopsias hepéaticas durante o periodo de
acompanhamento de pacientes portadores do AgHBs com status sorol6gico AgHBe
negativo/anti-HBe positivo, sendo os resultados avaliados de acordo com a atividade
necroinflamatoria e fibrose do parénquima hepatico, conforme o sistema de Metauvir,
sendo que ao final do estudo os resultados das andlises histopatolégicas concluiram
que 63,64% destes pacientes com soroconversao do AgHBe apresentaram hepatite
e 36,36% nao apresentaram hepatite, sendo denominados de portadores inativos do

AgHBs, apesar da presenca do anti-HBe e do VHB DNA no soro.

De acordo com estudos realizados por Lok & Lai (1988) com pacientes
portadores do AgHBs com ALT elevada, a soroconversao do AgHBe ocorre em 8% a
12% ao ano, mas € baixa entre portadores que estdo na fase de imunotolerancia e
entre pacientes imunocomprometidos. A soroconversdo do AgHBe segue-se a uma
fase de exacerbacdo da hepatite, manifestada por flares, observando que as
maiores taxas de soroconversao do AgHBe séo verificadas em pacientes infectados

com o genotipo B. Depois da espontanea soroconversao do AgHBe, 67% a 80%
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dos portadores do AgHBs tem niveis baixos ou indetectaveis de VHB DNA e ALT

normal com minima ou nenhuma atividade necroinflamatoéria na biopsia hepatica.

Lok et al. (1987) analisando os pacientes que permanecem com AgHBe
negativo observou que 10% a 30% continuam com ALT elevada e altos niveis de
VHB DNA depois da soroconversao e aproximadamente 10% a 20% podem ter
reativacdo do VHB, replicacdo e exacerbacdo da hepatite depois de anos de
quiescéncia. Niveis moderados e elevados persistentes de replicacdo ou reativacao
do VHB DNA seguindo-se ao periodo de quiescéncia, caracterizam a hepatite
crbnica B AgHBe negativo com VHB DNA com niveis maiores que 2.000 Ul/mL e
atividade necroinflamatéria persistente no figado. Muitos pacientes com hepatite
cronica B AgHBe negativo apresentam mutacfes nas regides pré-core e core
promoter. Estes pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo tem carga viral
menor do que os pacientes com AgHBe positivo e caracterizam-se por apresentar
uma viremia flutuante, em geral sdo mais velhos e tem doenca hepética mais severa,

representando a fase tardia da evolucao da infeccao cronica pelo VHB.

Zacharakis et al. (2005) avaliando pacientes portadores do AgHBs no Norte
da Grécia, uma area considerada de intermediaria endemicidade do VHB, durante
12 anos observou pacientes portadores do AgHBs tinham VHB DNA detectavel no
soro, com significativa atividade necroinflamatoéria fibrose na biopsia hepatica.

Chu & Liaw (2007) avaliando casos de infeccdo crénica pelo VHB observaram
gque a prevaléncia da hepatite crbnica B AgHBe positivo em portadores
assintomaticos era elevada antes dos 15 anos de idade e diminuia a menos de 10%
depois dos 40 anos. Entretanto observaram que 0s pacientes que soroconvertiam
antes dos 40 anos tinham melhor prognostico do que aqueles que persistiam

soroporositivos apés esta idade.

No presente estudo a prevaléncia de pacientes portadores apos a
soroconversao foi 36,36%, observando-se neste grupo uma faixa etaria media menor
qgue 40 anos, revelando indices muito proximos aos verificados pelos diversos
estudos. Nos pacientes com hepatite ap6s a soroconversao a prevaléncia de casos
de hepatite foi 63,64%, sendo a faixa etaria destes pacientes mais elevada, com
idade média maior que 40 anos, confirmando os estudos de Chu & Liaw (2007) de
gue pacientes com soroconversdao com menos de 40 anos de idade devem ser

considerados pacientes com bom prognostico em compara¢cdo com aqueles que
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soroconvertem com mais de 40 anos de idade sendo estes pacientes candidatos a
tratamento especifico do VHB pelo alto risco de evoluirem para cirrose e suas

complicacdes.

Neste estudo observou-e cirrose em 9,09% (N=5/55) dos pacientes com
hepatite demonstrando que a hepatite cronica B AgHBe negativo representa uma
fase tardia da historia natural da infeccao crénica pelo VHB, mais do que uma nova
infeccdo com mutantes pré-core ou core promoter, que ndo produzem o AgHBe
conforme observado nos estudos de Fattovich et al. (1992) e Tassopoulos et al.
(1999).

Em relacdo ao gendtipo e a doenca hepética induzida pelo VHB, dois estudos
demonstraram que existem diferencas clinicas no curso das hepatites induzidas por
infeccdo com diferentes genotipos. Os estudos de Shina et al. (1991) e de Kao et al.
(2000) descrevem a maior agressividade do genoétipo C sobre o gendtipo B, inclusive
com maior grau de fibrose, maior prevaléncia de cirrose e hepatocarcinoma. Em
relacdo aos genotipos A e D um estudo na india realizado por Thakur et al. (2002)
demonstrou que o gendtipo D esta associado com maior severidade da doenca
hepética e pode ser preditivo de hepatocarcinoma em pacientes jovens portadores
de infeccao pelo VHB com este genatipo.

Nos pacientes com hepatite o gendtipo o mais prevalente foi A/ALl (AA)

(54,54%), sendo os gendtipos D e F menos frequentes (4,54%).

Em relacdo a presenca de mutagdes pré-core e core promoter foi observado
que nos pacientes com hepatite ocorreram mutac¢des pré-core e core promoter em

31,81%, sendo mais frequientes as mutagdes na regiao core promoter (27,27%).

Chu et al. (2003) observou que mutacdes da regido do core promoter e da
regido pré-core sao encontradas em um terco dos pacientes com infeccdo cronica
pelo VHB nos EUA. A prevaléncia destas mutagdes nos EUA varia de acordo com a
etnia, idade e genotipo do VHB. Este estudo também demonstrou que os pacientes
com mutacbes na regido do core promoter sdo mais propensos a desenvolver
cirrose e descompensacdo hepética. Nos EUA os pacientes com AgHBe negativo
com mutacdes na regido core promoter e na regido do pré-core tem altos niveis de

VHB DNA no soro, maior do que naqueles infectados com VHB selvagem.
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No presente estudo observou-se uma significativa relacdo entre lesao
hepatica e a presenca do status AgHBs positivo e AgHBe negativo (63,64%),
provavelmente influenciada pela etnia, tempo de doenca, genoétipo e mutagcdes do
VHB. O gendétipo mais prevalente nos pacientes com hepatite no estudo foi o
genatipo A subgendtipo Al (AA) (54,54%) sendo a presenca de mutacdes pré-core e
core promoter do VHB observadas em 36,36% dos pacientes com infec¢do cronica
pelo VHB com status soroldégico AgHBe negativo, com maior prevaléncia das
mutacdes core promoter (27,27%), confirmando os trabalhos realizados pelo grupo
de Chu et al. (2003) em relacdo ao predominio da mutacdo core promoter nos

pacientes infectados com o VHB do genotipo A.

6.6 CARACTERISTICAS ULTRASSONOGRAFICAS

O exame ultrassonografico hepatico neste estudo teve os seguintes objetivos:
avaliar os sinais de fibrose, de patologias associadas a infeccao crénica pelo VHB e

detectar sinais ultrassonograficos de hipertensao portal.

De acordo com Guerrini et al. (1988), a descricdo anatdmica ultrassonografica
hepética compreende um figado com superficie lisa, textura homogénea, onde sao
identificadas estruturas vasculares em seu interior que correspondem aos vasos
portais e veias hepéaticas. A artéria hepatica e os ductos biliares sdo visualizados
proximos ao hilo. As veias hepaticas ndo tém paredes ecogenicamente
demonstraveis e dirigem-se cefalicamente, aumentando de calibre até penetrar na
veia cava inferior. Os vasos do sistema portal possuem paredes refringentes nitidas
e vao se tornando mais calibrosos em direcdo caudal, até formarem o tronco da veia
porta. Existem dois grupos de veias hepaticas: o superior que se divide em ramo
direito, médio e esquerdo e o inferior que é composto por veias hepaticas menos

calibrosas

Neste estudo, durante o periodo de acompanhamento da populacdo foram
realizadas trés andlises ultrassonograficas, as quais foram descritas e agrupadas de
acordo com a presenca de fibrose, patologias associadas a infec¢cdo cronica pelo

VHB e sinais ultrassonograficos de hipertenséo portal.
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6.6.1 Marcadores ultrassonograficos de fibrose hepatica

Scott et al. (2001) descreveram que as alteracdes da atenuacdo do feixe
sonoro causadas pela fibrose, hepatomegalia e textura heterogénea, além de
micronddulos sdo observacbes frequentes nas hepatopatias crbnicas. Estas
alteracOes séo dependentes da fase evolutiva da doenga fibrogénica. Inicialmente
existe apenas hepatomegalia sem alteracdo da textura do figado. Numa segunda
fase existe leve atenuacao do feixe sonoro, causada pela fibrose, contudo € menos
intensa que a atenuacdo do feixe sonoro observada na esteatose hepatica. Na
terceira fase existe um padrdo micronodular com ndodulos mais ecogénicos e
menores que um centimetro, os quais podem ser observados também na superficie
hepatica. Iniciam-se nesta fase alteracbes dos contornos, atrofia do parénquima,
hipertrofia do lobo caudado e apagamento das estruturas vasculares. Na ultima fase,
como resultado da fibrose intensa ocorre retracdo do figado e a superficie nodular é

bem visivel, podendo ser detectado ascite.

Neste estudo nos pacientes com hepatite encontramos sinais de atividade
fibrogénica demonstrando a sensibilidade do exame ultrassonogréfico em avaliar
fibrose hepética em 90,2% (IC 95% 75,9; 96,8) com valor preditivo positivo de 100%
(IC 95% 88,3; 100) e valor preditivo negativo de 77,8% (IC 95% 51,9; 92,6),

confirmando os estudos realizados pelo grupo de Scott et al. (2001).

6.6.2 Marcadores ultrassonograficos de doencas associadas

Conforme Bouchier et al. (1969) a ascite geralmente associa-se a cirrose
hepatica e a esplenomegalia pode acompanhar qualquer fase da cirrose, nao
estando obrigatoriamente associada a hipertensdo portal, sendo importante a
avaliacdo global da textura do figado no diagnostico da leséo focal em razdo da
maior incidéncia de hepatocarcinomas nestes pacientes. Outra associacdo descrita
por estes autores foram as colecistopatias que foram associadas a doenca hepatica

cronica mais que com a populacdo normal.
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Em relacdo aos sinais ultrassonograficos sugestivos de patologias associadas
a infeccdo crénica pelo VHB, observou-se no presente estudo ocorréncias apenas
no grupo com hepatite, sendo mais freqlentes as colecistopatias, que foram
observadas em 18,18% e as lesbes focais, observadas em 5,45%. Estes achados
confirmam os achados em pacientes portadores de hepatopatia cronica observados
pelo grupo de Bouchier et al. (1969).

6.6.3 Marcadores ultrassonograficos de hipertenséao portal

Cerri & Rocha (1993) consideram a veia porta dilatada quando mede acima
de 1,2 cm, assim como valores acima de 0,9 cm para a veia esplénica e mesentérica
superior. Estes valores, contudo ndo sao absolutos, pois existem pacientes normais
com calibre de vasos portais acima da média, sem significado clinico. O sinal mais

caracteristico da hipertenséo portal € a circulagéo colateral.

O sitio da colateral dependera do sitio da obstrucdo ao fluxo portal, ou seja,
pré-sinusoidal ou hepatico. Assim na obstrucdo do tipo intra e pdés-sinusoidal a
descompresséao € hepatofugal. Na hipertensao pré-sinusoidal como a pressao intra-
hepatica esta essencialmente normal, a descompresséo € geralmente hepatopetal.

Caletti et al. (1990) descreveram que as colaterais portossistémicas podem
ser divididas em dois grupos, de acordo com a area de drenagem. Shunts em
direcdo a veia cava inferior ocorrem entre as colaterais calibrosas, que mantém alto
fluxo, e proporcionam consequientemente, alto risco de encefalopatia, como ocorre

na fase terminal da cirrose hepética.

Quando os shunts sdo em direcdo a veia cava superior e as veias colaterais
cursam proximas as superficies da mucosa determinam maior risco para
sangramento digestivo. As trés principais veias colaterais identificadas ao exame
ultrassonografico séo: veia umbilical, veia gastrica esquerda e veias gastricas curtas,

as duas ultimas dao origem as varizes de fundo gastrico e esdfago distal.

Nos pacientes com hepatite foram observados sinais maiores de hipertenséo
portal em 38,18% e sinais menores em 40%. Nos pacientes portadores nao

observamos sinais de hipertensdo portal. Neste estudo foi altamente significativa a
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associagao entre os sinais ultrassonogréaficos de hipertensao portal e a presenca de
hepatite confirmando os estudos de Cerri & Rocha (1993) e Caletti et al. (1990)

sobre a associacao da hipertenséo portal com hepatite crénica.

6.7. CARACTERISTICAS ENDOSCOPICAS

O exame de endoscopia do trato gastrintestinal superior avaliou na populacao
com hepatite e portador a presenca de varizes esofagicas e sinais preditivos de
sangramento varicoso.

Nos pacientes com hepatite cronica B AgHBe negativo a presenca de corddes
varicosos no esdfago ou no fundo gastrico foram detectados em 36,36%. Nos
pacientes portadores ndo foram detectadas alterac6es endoscopicas. A presenca de
manchas hematocisticas na superficie das varizes foi detectada em 12,73% dos
pacientes com hepatite.

Garcia-Tsao et al. (1985) sugeriram que 0 sangramento por ruptura de varizes
esbfago-gastricas representa a principal complicacdo da hipertensdo portal, com
uma mortalidade que varia de 20% a 60% dos casos, contudo o fendmeno

hemorragico tem véarios outros condicionamentos.

S&o0 escassos 0s estudos sobre a historia natural do sangramento por varizes
esofégicas, porém ha indicios de que 30% dos pacientes com varizes de médio

calibre teriam chance de vir a sangrar anualmente.

O estudo de NIEC (1988) demonstrou apds analise estatistica com 0 modelo
de regressao multipla de Cox, que apenas trés fatores apresentavam valor preditivo
para o sangramento das varizes: a classificacdo de Child, o calibre das varizes e as

manchas vermelhas na superficie das varizes.

Assim valores do indice de NIEC menores que 20 apresentam risco de
sangramento de apenas 1,6% no primeiro ano de seguimento e indices maiores que
40 demonstram que a probabilidade de hemorragia sera de 68,9% no mesmo

periodo de seguimento.

No presente estudo a aplicacdo do indice de NIEC no grupo com hepatite

revelou um indice de 38,57 com uma probabilidade de hemorragia para o periodo de
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12 meses de 37,8%, semelhante aos resultados encontrados pelo grupo de Garcia-
Tsao et al. (1985) que estudaram a historia natural do sangramento das varizes

es6fago-gastricas.
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou uma prevaléncia de hepatite cronica B AgHBe
negativo em pacientes da Amazonia Ocidental Brasileira portadores do AgHBs
com status sorolégico AgHBe negativo/anti-HBe positivo de 63,64%.

A frequéncia de pacientes portadores inativos do AgHBs ap0s a soroconversao
do AgHBe foi 36,36%, observando-se nestes pacientes uma idade média < 40
anos, enguanto nos pacientes com hepatite observou-se uma idade média = 40
anos, revelando que a soroconversao do AgHBe com menos de 40 anos de
idade, pode ser considerada um fator preditivo de bom progndstico em
comparacdo com aqueles que soroconvertem o AgHBe ap6s os 40 anos, que

em geral apresentam pior prognastico.

A andlise do tempo de evolucédo da doenca sugere que com o passar do tempo
0 numero de casos de pacientes portadores inativos do AgHBs tende a
diminuir, enquanto aumenta o nimero de casos de pacientes com hepatite
cronica B AgHBe negativo, estabilizando-se neste estudo ao longo do periodo

2 5 anos.
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Foi possivel identificar na Amazobnia Ocidental Brasileira os genétipos e
subgendtipos mais prevalentes do VHB nos pacientes com hepatite cronica B
AgHBe negativo, correspondendo ao gendtipo A subgendtipo Afro-Asiatico (AA)
a maior prevaléncia, 54,54%, ao genoétipo D subgendtipo D1, 4,54% e ao

gendtipo F subgendtipo F2, 4,54%.

O sequenciamento das regides pré-core e core promoter dos pacientes com
hepatite crébnica B AgHBe negativo identificou 31,81% de mutacfes, com
predominio das mutacdes core promoter Ai7es € T1762, COM umMa proporcao de
7:1 em relacdo as mutacdes pré-core Aiggs , Sendo este predominio atribuido a

elevada prevaléncia do gendtipo A subgendtipo Afro-Asiatico (AA) (54,54%).

Neste estudo foi verificada uma significativa associacao entre 0s pacientes com
hepatite, com tempo de doenca = 5 anos, com o0 gendtipo A (AA) e mutacdes
do VHB.

Nos pacientes com hepatite cronica AgHBe negativo a sensibilidade do exame
ultrassonogréafico em avaliar a fibrose hepatica foi 90,2% (IC 95% 75,9; 96,8)
com valor preditivo positivo de 100% (IC 95% 88,3; 100) e valor preditivo
negativo de 77,8% (IC 95% 51,9; 92,6).

Vérios autores descrevem o gendtipo F como o0 gendtipo mais prevalente na
regido contrastando com os resultados encontrados neste estudo que
demonstrou uma maior prevaléncia do genoétipo A sub-gendtipo Afro-asiético.
Esta modificagdo nos indices de prevaléncia pode estar relacionada como 0s
movimentos migratorios que a regidao vem sofrendo ha varias décadas, o que
poderia estar contribuindo para a mudanga do perfil genotipico do VHB,
necessitando de mais estudos para confirmar estas observacdes

epidemioldgicas na Amazonia Ocidental Brasileira.
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ANEXO A - Questionario clinico-epidemiolégico

I. Dados de identificacdo de um paciente portador de VHB

137

Registro do paciente na pesquisa

Registro do paciente na FMTAM

Nome
Idade
Natural
Profissao

Fone de contato
Sexo
Procedéncia

Il. Motivo da consulta

Doenca hepética crénica

Doacao de sangue
Apoés hepatite aguda

Exame de pré-natal

N o g e DN e

Comunicante de VHB

Durante check-up de rotina
Exames de pré-operatério ou durante o ato cirargico abdominal

Descompensacéao hepatica

lll. Evolucéo

Tempo de doenca hepatica cronica

(1) 6m |- 1lano (2)

1 |- 5anos 3) > banos
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ANEXO A — Questionario clinico-epidemiolégico

IV. Historia clinica e exame fisico

Sintomas de insuficiéncia hepatica crénica

Fadiga/Astenia
Anorexia

Dor abdominal
Cansaco nas pernas
Acolia fecal

11 Fetor hepaticus

13. Assintomatico

ONO®WE

2. Febre

4. Dispepsia flatulenta

6. Irregularidade do fluxo menstrual
8. Hemorragia de mucosas
10.Perda da libido

12. Artralgia

14.Encefalopatia

Antecedentes pessoais preditivos de insuficiéncia hepatica cronica

Ictericia

Hepatite

Uso de drogas

Transfusdo sanguinea
Procedentes de area endémica
Homossexualidade

DSTs

Profissional da area de saude
Transplante de 6rgdo

10 Insuficiéncia Renal Crbénica
11.Cirurgia prévia
12.Comunicante com o VHB

CoNoOO~wWNE

13.Mé&e AgHBs positiva
14.Casos de hepatite na familia
15. Obito na familia com VHB

Sinais de insuficiéncia hepatica cronica

Perda da massa muscular
Febre

Fetor hepaticus

Ictericia

hiperigmentacédo da pele
11 Equimose/Purpuras
13.Aranhas vasculares

15. Eritema palmar
17.Ginecomastia

19.Figado subcostal

©ONO®WE

2. Atrofia testicular

4. Distribuicdo dos pelos corporais
6. Aumento da glandula parétida
8. Ascite

10.Veias abdominais visiveis
12.Esplenomegalia
14.Hepatomegalia

16. Alteracdes neurologicas
18.Exame fisico normal

20.Edema de membros inferiores
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ANEXO B — Exames complementares

I. Exames hematoldgicos

Exames

1. TAP (Normal= [-85%)
2. Plaguetas (Normal= |-150.000 p/mm3)

Il. Exames bioquimicos

Exames
1. ALT (20 a 65 U/L) 2. Bilirrubina T (<1,1 mg%/dL)
. AST (15a 37 U/L) 4. Creatinina ( <1,3 mg%/dL)
5. Albumina (> 3,5 mg%/dL) 6. Alfafetoproteina (<10 Ul/mL)

Flare leve valores de ALT = 130 UI/L, moderado os valores de ALT = 260 UI/L e severo os valores de
ALT =520 UI/L (NAIR & PERRILLO, 2001).

lll. Exames soroldgicos

Exames
1. AgHBs 2. Anti-HD Total
3. AgHBe 4. Anti-VHC
5. Anti-HBc Total 6. Anti-VIH
7. Anti-HBe
IV. Exames biomoleculares
Exames

1. VHB DNA Qualitativo pela PCR
2. Amplificacdo do gene S do VHB
3. Amplificacao e sequenciamento do gene C do VHB




ANEXO B — Exames complementares

V. Exame histologico da biépsia hepatica

140

Sistema Metavir

Atividade necro-inflamatéria Fibrose
AO = nenhuma atividade FO = nenhuma fibrose
Al= PMN @ leve e moderada de F1 = fibrose porta sem septos

necrose lobular (LN) @

A2 = PMN moderada e severa LN F2 = fibrose porta com septos
A3 = PMN severa F3 = fibrose septal sem cirrose
F4 = cirrose

€}
)

PMN = Peace Meal Necrosis;
LN= Lobular Necrosis
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ANEXO B — Exames complementares

VI. Exame ultrassonogréfico

1. Sinais de insuficiéncia hepatica cronica

a. Esteatose b. Hepatite cronica c. Cirrose hepatica
1. Atenuacéo do feixe | 1. Figado com textura 1. Figado contraido;
sSonoro; heterogénea
2. Hiperecogenicidade 2. Micronddulos;
do parénquima
hepéatico

3. Superficie nodular

4. Dificil visualizacéo das
estruturas vasculares

IH
2. Lesbes associadas a IHC
a. Lesao focal b. Sinais de colecistopatia
1. Neoplasia hepatica primaria 1. Colecistite
2. Litiase

3. Alteracgbes sugestivas de hipertensao portal

a. Sinais maiores * b. Sinais menores **
1. Circulacgéao colateral 1. Auséncia de variacao respiratoria dos
vasos portais
2. Veia porta com calibre |-1,2 cm 2. Esplenomegalia |- 12 cm
3. Veia esplénica |-0,9 cm 3. Amputagéo de vasos portais IH.
4. Veia mesentérica |-0,9 cm 4. Sem alteragOes vasculares menores

:§inais relativos aos efeitos vasculares da hipertenséo portal
Sinais relativos a fibrose hepatica



ANEXO B — Exames complementares

VII. Exame de endoscopia

142

1. Endoscopia do TGI Superior

a. Pesquisa de varizes esofagogastricas na mucosa
1. Corddes venosos dilatados no esofago

2. Corddes venosos dilatados no fundo do estbmago

b. Pesquisa de manchas hematocisticas na mucosa
1. Manchas vermelhas na superficie das varizes:

Presente

Q

Presente

Q

Ausente

a

Ausente

a
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ANEXO C - Anélise filogenéitca do VHB

Dendrograma obtido pelo neighbour-jonnig para analise filogenética do VHB da
populacdo com hepatite e portador (N=22/55).
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ANEXO D — Mutacgdes pré-core e Core promoter

Regido pré-core com mutacdes nas posicao Aiggs.

Mutagdo pré-core G>Al1l896

X51970.A.2

TGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAATTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCGTTT
MAO- 28 . . e e e e e e e e A
MAO=26 . ..ttt ittt et e e e T, e A
MAO-60 . ... ittt e e e e T A
MAO—35 i e e e e e e .
MAO-45 ... e e e e T e e
MAO-14 ... e e e T....... A..G..... T
7Y
MAO-108.............. ... e A
MAO-50 ..t e e e e e e e e e e
MAO-00 L e e e e e e e e A
MAO-48 ... e e T, e A
MAO-29 ... e e e T, e T
MAO=T76 . ittt ittt et e e e e e T A
MAO-5T7 . e e e e e T A
MAO -2 . i e e e e e et e e A
MAO-38 .............. G e e A, ... A
MAO-59 .............. G e A
MAO— 2] ..ttt e e e e e A
MAO-64 .............. G e e e e e A
MAO B8 L. e e e e e e e e e e
MAO- 1D L e e e e e e e e e e A
MAO-4 2 . e e e e e e e e e A

Regido do core promoter com mutacdes nas posicao Ti762 € A17ea.

Mutagdo do core promoter A>T1762-G>Al764
X51970_A.2
TGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGC

MAO-00 .. e e e e e e e e e T
MAO-14 ............. C. e G e
MAO-15 ....... ... ...t 8 [
MAO-21 . ... iiiiiiiiiininn I o - [
MAO-22 ..........iiiiiinnn 1 T
MAO-26 ......cvviiiieunenncnn B T
MAO-45 ............... o e e e e
7Y ]
XL - T
MAO-48 .. .A. ... . ittt A e e e T...... T
MAO-50 ............. C.....IBE 1 T
MAO-50 .. e e e e e e e e e T
MAO-60 ............. C.....BB 1 T
MAO-64 ............. C.....IE e A e e e e e, T...... T
MAO-63 .. ... ... ittt T o e e e i e e e T
XL R



ANEXO E - Primers utilizados no estudo
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Sequéncias de primers usados na populacdo com hepatite e portador

para a amplificagcdo do gene S do genoma do VHB.

Primeira PCR
P1®|s®|5.TCA CCATAT TCT TGG GAA CAA GA-3" | 23nt | 2823-2845
S1®|A@| 5.CGAACCACT GAA CAAATG GC-3° | 20nt| 685-704
Segunda PCR — Semi-nested
p2 @ | sW 5-TGC CTC TCA CAT CTC GTC AA-3 20nt | 102-121
S1® | A@ 5- CGA ACC ACT GAA CAA ATG GC-3° | 20nt| 685-704
D senso
@ anti-senso
@ Oligonucleotideo sintetizado por Oliveira (2001)
) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do gene S
Sequéncias de primers usados na populagcdo do estudo
para a amplificacdo do gene C do genoma do VHB.
Primeira PCR
p3® [ g® | 5-GTG CAC TTC GCT TCA CCT CT-3' | 230t 1579
53 | A® | 5-CTA GAT CCC TGG ATG CTG GA-3' | 20nt 2153
Segunda PCR - Nested-PCR
P4 ® | g ® | 5-ATG TCG ACA ACC GAC CTT GA-3' | 20nt 1680
5404 | A @ | 5-GAT TGG TGA GGT GAA CAA TG-3' | oont 2058

W senso
anti-senso
Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do gene C
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ANEXO F - Fotografia da eletroforese em gel de agarose

Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto da segunda reacéo de semi-
nested PCR da amplificacdo do gene S do VHB

M. Marcador molecular da direita € o Ladder 100pb
B Controle de reagente para verificar pureza dos reagentes

C. Controle positivo do fabricante com sensibilidade de 7x10° coOpias por mL

Eletroforese em gel de agarose a 1,5% do produto da segunda reacdo de
nested PCR da amplificacdo do gene C do VHB.
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ANEXO G - Diagrama do genoma do VHB adaptado de Wei et al. (1994)

No genoma do VHB existe uma proteina covalentemente ligada a extremidade 5’ da fita de
polaridade negativa e um oligorribonucleotideo ligado na extremidade 5’ da fita de polaridade
positiva. Proximal a extremidade 5° de ambas as fitas observa-Se uma pequena seqiiéncia de
11 nucleotideos que sdo diretamente repetidas e por isso sdo chamadas de direct repeats (DR1
e DR2), importantes para a iniciagdo da replicacdo.O seu genoma apresenta quatro fases de
leitura abertas ou ORFs (open reading frames) designadas de pre-S/S, pré-C/C, P e X. Todos
estes genes sédo codificados pela fita longa e possuem pelo menos uma regido de sobreposicao
a outro gene (GERLICH et al., 1980; LIEN et al., 1987).

2482
o
2
i
2
> g
o = &
Lo =
/\’,900(‘ e

o ,cf X (164 aa) 3

Virus da hepatite B
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ANEXO H - Termo de consentimento livre e esclarecido

Registro no DEP da FMTAM: 2642/2003 - FMTAM

CARACTERIZACAO CI:iNICA E MOLECULAR DA HEPATITE CRONICA B AgHBe
NEGATIVO NA AMAZONIA OCIDENTAL BRASILEIRA.

Vocé esta sendo convidado para participar de um estudo que ira avaliar as
caracteristicas da infec¢do pelo virus da hepatite B (VHB). Este estudo esta sendo
conduzido na FMTAM, localizada Avenida Pedro Teixeira numero 25, Manaus AM,
fone 3238 17 11 (Ramal 281), tendo como investigador responsavel o médico Flamir
da Silva Victoria Fone 99820583, CRM AM 2166. As autoridades de salude exigem
que vocé tome conhecimento do propdsito e possiveis riscos desta investigacao.
Pedimos que vocé lesse este formulario de consentimento completamente e faca
todas as perguntas que vocé possa ter antes de concordar em participar deste
estudo. PROPOSITO(S) DO ESTUDO. Estudar o comportamento da funcdo do
figado nos pacientes portadores crénicos de infeccdo pelo virus da hepatite B, com
AgHBs positivo, AgHBe negativo e anti-HBe positivo (marcadores do virus da
hepatite B). Determinar no sangue a presenca e o tipo de virus através do exame de
DNA do VHB. Identificar e caracterizar os pacientes portadores da hepatite crénica B
AgHBe negativo através do exame clinico e de exames complementares.
DESCRICAO DO ESTUDO: Se vocé for um voluntario para este estudo, sera
solicitado durante as consultas que responda a perguntas sobre seu histérico
médico e sera feito um exame fisico. Serdo coletadas amostras de sangue de uma
de suas veias do braco para verificar a presenca e o tipo de virus da hepatite B em
seu sangue. Os testes de sangue também irdo também verificar como o seu figado
funcionando. Um teste de sangue ira também verificar se vocé esta infectado com os
virus da hepatite C, Delta ou virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Se vocé
estiver infectado pelos virus da hepatite C, Delta ou HIV vocé ndo esta apto a
participar deste estudo. Vocé deverd também se submetido a um exame de
ultrassom do figado e uma endoscopia do seu estbmago na FMTAM, a fim de avaliar
o comprometido do seu figado. Também serd submetido a uma bidpsia do figado
guando iniciar o estudo, onde sera retirado um fragmento pequeno de tecido do
figado através de uma agulha, sem cortes, através da pele. Este fragmento sera
examinado para ver quanto o virus da hepatite B lesou o seu figado. A bidpsia
somente sera realizada se vocé tiver parametros clinicos e laboratoriais prévios que
permitam a realizacdo do procedimento. Este procedimento sera realizado pelo Dr
Flamir da Silva Victoria no laboratorio de Endoscopia da FMTAM.
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ANEXO H - Termo de consentimento livre e esclarecido

RISCOS E DESCONFORTOS: Os testes a serem seguidos neste estudo poderao
envolver riscos e ou desconfortos a vocé durante a sua realizagcdo. Os riscos
envolvidos com a realizagdo da coleta de sangue de uma veia incluem desconforto
no local da insercdo da agulha, possivelmente uma equimose e raramente infec¢ao
da pele. H4 também uma rara possibilidade de desmaio. Os riscos envolvidos com a
realizacdo do ultrassom inexistem, contudo a endoscopia do seu estomago lhe trara
algum desconforto durante e imediatamente apds o procedimento, tipo dor na
garganta e ansia de vomitos. As reacoes alérgicas ao uso de drogas anestésicas
durante o procedimento endoscépico sdo raras, mas pode ocorrer, motivo pelo qual
0 exame sera realizado no laboratério de Endoscopia da FMTAM, sendo que o
paciente somente serd liberado apds restabelecimento completo do exame. A
realizacdo da biopsia do figado produz alguns desconfortos que inclui dor no lado
direito do abdome superior (local da biopsia e do uso do anestésico), também
podera ocorrer equimose ou inchaco ao redor da insercdo da agulha no lado direito
do abdome superior. Vocé sera orientado a permanecer na sala do procedimento
durante duas horas, sera realizado o controle periédico dos seus sinais vitais para
avaliar sangramentos. Apds as duas horas vocé sera avaliado pelo Dr Flamir da
Silva Victoria para verificar se podera ser liberado para a sua residéncia. Caso seja
liberado recebera orientacdes sobre dieta e repouso domiciliar durante as préximas
24 horas. NOVOS ACHADOS: Vocé sera informado sobre qualquer nova informacéo
obtida durante o curso do estudo, que possa afetar a evolu¢cdo da sua doenca.
CONFIDENCIALIDADE: Vocé tem o direito a privacidade. Todas as informacfes
obtidas neste estudo que possam ser identificadas com o seu home permanecerao
de forma confidencial tanto quanto possivel. Seu nome nao sera revelado em
nenhum relatério ou publicacdo resultante deste estudo sem seu expresso
consentimento. Os individuos envolvidos neste estudo e em seus cuidados médicos,
monitores qualificados e autoridades de saude podem inspecionar e copiar seus
registros médicos quando apropriados e necessarios. Se vocé for uma mulher e
engravidar durante o periodo do estudo, podera ser necessario o exame de sangue
de seu bebé apds o parto, se adequado. PARTICIPACAO VOLUNTARIA: Sua
decisdo em participar deste estudo € voluntaria. Vocé pode decidir por ndo participar
deste estudo. Uma vez que vocé decida por participar neste estudo, vocé pode
retirar seu consentimento e finalizar sua participacdo a qualquer momento. Se vocé
decidir por ndo participar ou se retirar a sua participacdo do estudo, vocé nao sera
punido ou perdera quaisquer beneficios aos quais vocé tem direito. Isto nao ira
afetar seus cuidados médicos futuros. DESCONTINUACAO DO ESTUDO: Seu
médico, o responsavel pelo estudo ou seu representante legal podera finalizar a sua
participacdo neste estudo a qualquer momento sem seu consentimento. Vocé sera
retirado do estudo caso vocé deixe de seguir as orientacdes para a participagdo no
estudo. COMPENSACAO DE DANOS: Se vocé vier a sofrer qualquer dano fisico
como resultado direto do estudo, vocé recebera todos os cuidados médicos providos
pela Instituicdo na qual o estudo se realizou. A reparacédo de eventuais danos esta
disponivel a vocé sem quaisquer compensacdes financeiras decorrentes do dano.
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Vocé nao abrira mao de seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento
informado.

ANEXO H - Termo de consentimento livre e esclarecido

DUVIDAS: Se vocé tiver alguma duvida sobre a pesquisa ou seus direitos como
paciente de pesquisa durante ou apds o estudo, vocé pode contatar o Dr Flamir da
Silva Victoria no telefone 99820583. Vocé pode também contatar o presidente do
Comité de Etica da FMTAM Dr Luis Carlos Lima Ferreira no telefone 3238-1711
(ramal 241). DECLARACAO DE CONSENTIMENTO: Eu li neste formulario de
consentimento. Tive a oportunidade de fazer todas as perguntas referentes a este
estudo e minhas duvidas foram respondidas. Os riscos e beneficios deste estudo
foram explicados a mim. Concordo livremente em participar deste estudo. Eu
receberei uma cépia deste acordo.
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CEP 69 040 000 Telefone: (0XX) 92 3238 17 11 Ramal 281



