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RESUMO

A infeccao oculta pelo virus da hepatite B é definida pela presenca do acido
desoxirribonucleico (DNA) do virus da hepatite B (HBV) no figado de individuos com o
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) indetectavel. A infecgdo oculta pelo
HBV foi associada ao risco de transmissdo do virus por meio de hemotransfusdo ou
transplante hepatico e a possibilidade de reativagdo endogena da hepatite B pos
imunossupressao, além de ter sido associada a maior progressao de hepatopatias crénicas
e ao desenvolvimento do hepatocarcinoma. A prevaléncia da hepatite B oculta no Brasil e a
relevancia clinica dessa condigdo ainda ndo sdo conhecidas completamente. O objetivo do
estudo foi avaliar a presenca do HBV DNA em pacientes portadores de hepatopatias de
etiologias diversas no estado de Minas Gerais. Cento e quatro individuos portadores de
hepatopatia, nos quais o HBsAg foi indetectavel no soro, foram investigados para a
presenca do HBV DNA em tecido hepatico por meio de nested-polymerase chain reaction
(nested-PCR), utilizando-se dois protocolos diferentes para comparagcao. Quatorze entre 84
pacientes tinham o anticorpo para o antigeno do core (anti-HBc) detectavel e 47 pacientes
apresentavam todos os marcadores do HBV negativos. A HBO foi detectada em 6,7% dos
104 individuos investigados (considerando-se HBO apenas os casos que foram positivos
nos dois protocolos). O primeiro protocolo testado identificou 13 casos em 104 e o0 segundo
protocolo 9 casos. Ao lado das diferengas na prevaléncia da infeccdo pelo VHB em
diferentes regides, variagbes na técnica de PCR utilizada para amplificagdo do HBV-DNA
podem levar a modificagdo na sensibilidade e especificidade do método explicando as
diferengas de prevaléncia da HBO identificada em diferentes estudos. Ha necessidade de

melhor padronizagdo do método diagndstico utilizado para a identificagao da HBO.

Palavras-chave: hepatite B oculta, HBV DNA, doenca hepatica crénica, nested-PCR.



ABSTRACT

Long-lasting persistence of hepatitis B virus (HBV) deoxyribonucleic acid (DNA)
in the liver of individuals who lack detectable hepatitis B surface antigen (HBsAg) in serum is
termed occult hepatitis B virus infection (OBI). This condition may influence several clinical
situations including HBV transmission by blood transfusion and organ transplantation, and
endogenous viral reactivation post imunossuppression. Furthermore, OBl may contribute to
the progression of other chronic liver disease, and is supposed to be a risk factor for
hepatocellular carcinoma development. The prevalence and clinical importance of this
condition in Brasil are not known. We undertook a study to evaluate the occurrence of OBl in
patients with liver diseases. We examined 104 patients HBsAg-negative with different liver
diseases, for the presence of HBV DNA by nested-polymerase chain reaction (nested-PCR)
performed in liver tissue using two different previously published protocols. Fourteen patients
had detectable antibodies to the HBV core antigen (anti-HBc); 47 were negative for all HBV
markers. OBl was diagnosed in 6.7% of the 104 patients (considering OBI only the cases in
whom HBV DNA was identified by both protocols). The first protocol identified 13 cases in
the total of 104 patients and the second protocol identified nine cases. In addition to
differences in the prevalence of HBV infection in different regions, variations in the PCR
technique used for HBV-DNA amplification may lead to diverse sensitivity and specificity of
the method explaining the differences in the prevalence of OBI identified in different studies.

It is necessary to better standardize the method used for the diagnosis of OBI.

Keywords: occult hepatitis B virus infection, HBV DNA, chronic liver disease, nested-PCR
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1 INTRODUGCAO
1.1 Relevancia e Justificativa

A infeccao pelo virus da hepatite B (HBV) é uma das infecgbes mais prevalentes
no mundo, constitui importante problema de saude publica e importante causa de morbidade
e mortalidade mundiais. Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), estima-
se que 240 milhdes de pessoas sejam cronicamente infectadas pelo HBV. A infecgédo pelo
HBV esta fortemente associada ao desenvolvimento de hepatite cronica, cirrose hepatica e
carcinoma hepatocelular (CHC), sendo responsavel por cerca de 780.000 mortes
anualmente.(1-4)

No Brasil, a partir de 1999, houve aumento na taxa de detecgédo da hepatite B,
atingindo 6,5 casos/100.000 habitantes em 2005.(5) Porém, entre 2004 e 2012 ndo houve
modificagao significativa no numero total de casos de hepatite B notificados.(6) Entre 1999 e
2011 foram notificados 120.343 casos confirmados de hepatite B no pais, sendo a maior
parte deles nas regides Sudeste (36,3%) e Sul (31,6%). Na regido Sudeste, segundo o
ultimo estudo de prevaléncia de base populacional realizado entre 2007 e 2008, nas capitais,
a prevaléncia do anticorpo anti-core do HBV (anti-HBc) foi 6,3 % (o anti-HBc € um marcador
de exposigdo ao HBV) e para o antigeno de superficie do HBV (HBsAg) foi 0,3%,
classificando esse conjunto como de baixa endemicidade. Em 2010, foram notificados 4.975
casos de infeccdo pelo HBV no Sudeste (14,1% em Minas Gerais) segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) baseado no Censo 2010.(5) O maior
numero de notificagdes nas regides Sul e Sudeste, comparadas as demais regides, pode ser
atribuido a um melhor sistema de vigilancia.(6)

A infeccao pelo HBV é usualmente diagnosticada quando o HBsAg ¢é identificado
no soro. Entretanto, a possibilidade da persisténcia do genoma do HBV em individuos
HBsAg negativo foi claramente demonstrada. Esta forma particular de persisténcia viral,
denominada hepatite B oculta (HBO) foi melhor identificada nos ultimos 15 anos, quando a
disponibilidade de técnicas de biologia molecular, altamente sensiveis, tornaram possivel a
descoberta de varios dos seus aspectos viroldégicos e revelaram possiveis implicagbes em
diferentes contextos clinicos.(7)

A HBO pode ser transmitida por meio de hemotransfusdo e transplante de
orgéos. Doagdes de sangue provenientes de individuos HBsAg negativo, contendo o DNA
do virus sao potencialmente infecciosas e capazes de transmitir o HBV em caso de
transfusdo de sangue. Doadores de o¢rgdos que sdo HBsAg negativos mas anti-HBc

positivos podem transmitir o HBV para receptores susceptiveis apos transplante de 6rgaos,
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particularmente o transplante ortotopico de figado, sugerindo que o HBV latente no
hepatécito poderia ser reativado durante imunossupressao.(4, 7-9)

A condigao HBO esta relacionada principalmente a forte supresséo da atividade
viral, na qual a vigilancia imune do hospedeiro, provavelmente, exerce papel fundamental.
Entretanto, este estado de supressao da atividade viral pode ser descontinuado, levando ao
desenvolvimento da hepatite B tipica, que frequentemente apresenta curso clinico grave, e,
algumas vezes, fulminante. Este evento é usualmente observado em pacientes sob
condicbes de imunossupressao induzida por terapias ou relacionada a doengas que
envolvem o sistema imune.(10, 11)

Dados observacionais sugerem que a HBO pode favorecer ou acelerar a
progressao de doengas hepaticas crénicas em direcdo a cirrose. Estudos realizados em
diferentes areas geograficas demonstraram significativa associacdo entre HBO e doencas
hepatica graves, particularmente em pacientes com infeccao pelo virus da hepatite C
(HCV).(12)

Outro grande debate envolve a associagéo entre a persisténcia do genoma do
HBV, na forma oculta, e o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular (CHC).(4, 7, 13, 14)
Considerando-se que a cirrose € a principal lesao pré-cancerosa do figado, o possivel papel
exercido pela HBO na progresséao da fibrose hepatica poderia ser fator implicado em suas
atividades pro-oncogénicas. Além disso, a HBO poderia contribuir para a transformagao do
hepatdcito por meio de mecanismos diretos. O DNA do HBV oculto usualmente persiste
indefinidamente como um genoma livre no hepatdcito, mantendo sua capacidade de
replicacdo e transcricdo, podendo produzir proteinas com propriedades transformadoras.
Observagdes sugerem que a HBO poderia contribuir para a transformagéo hepatocelular por
meio dos mesmos mecanismos tradicionalmente considerados como base para as
propriedades tumorigénicas do HBV.(15, 16)

No entanto, a relevancia clinica da HBO ainda nao é completamente
conhecida.(4, 9) O diagnéstico de HBO ¢ realizado por meio de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para amplificacdo do DNA do HBV. Modificagdes da técnica de PCR
(nested-PCR e PCR-real time) sao utilizadas para aumentar a sensibilidade do método.

Os ensaios de PCR variam entre si no que se refere a sensibilidade e a
especificidade e fatores associados ao material biolégico em que o DNA é pesquisado
podem afetar a taxa de detecgao do HBV. Assim, a detec¢cao do HBV-DNA é mais frequente
em amostras de tecido hepatico ou em células mononucleares do sangue periférico do que
no soro ou no plasma. Além disso, amostras de figado nao fixado congelado constituem-se

em material melhor para detec¢cao do HBV-DNA do que o tecido embebido em parafina.
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Embora a analise do DNA em tecido hepatico represente o padrdo-ouro para o
diagnostico de HBO, muitos dados sobre essa condigéo sao derivados de estudos em que a
pesquisa do HBV-DNA foi feita no sangue periférico, uma vez que a realizagdo de bidpsia
hepatica muitas vezes nao é viavel por se tratar de procedimento invasivo.

No Brasil, ha poucos estudos nos quais se avaliou a prevaléncia de HBO
utilizando-se os atuais critérios de definigdo de caso. Branco et al. investigaram a
prevaléncia de HBO em pacientes com hepatite crénica pelo HCV. Foi realizada pesquisa do
HBV-DNA no soro por nested-PCR e, em amostra de tecido hepatico, o HBV foi pesquisado
por imunohistoquimica (que € menos sensivel que a PCR).(16) Alencar et al. investigaram
HBO, no soro e em tecido hepatico explantado, por PCR em tempo real, em pacientes com
cirrose por HCV.(17) Albuquerque et al. verificaram a prevaléncia de HBO em pacientes em
hemodialise, no estado de Pernambuco, por meio de PCR no soro.(18) Moraes et al., no
estado de Goias, investigaram HBO em individuos institucionalizados por transtornos
mentais.(19) Ferrari et al. investigaram HBO em 68 bidpsias de figado cirrético explantado,
no estado de Minas Gerais, utilizando nested-PCR em tecido fresco (ndo-parafinizado).(20)

Dentro deste contexto € que foi planejado o presente estudo, que teve como
finalidades investigar a frequéncia da HBO em pacientes portadores de hepatopatias
crbnicas que ja haviam sido submetidos a bidpsia hepatica, como parte da propedéutica de
rotina. No estudo também se avaliou a PCR como método diagnéstico da HBO. Foram
testados dois protocolos diferentes, previamente publicados, de amplificacdo do HBV-DNA

e os resultados encontrados foram comparados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a frequéncia de HBO em pacientes portadores de hepatopatia.

2.2 Objetivos especificos

—

Pesquisar a presenga de HBV-DNA em biopsia hepatica parafinada;

2. Associar dados demograficos, histéria prévia de hemotransfusao, etiologia da
hepatopatia e grau de lesao hepatica histolégica com a ocorréncia de HBO;
3. Comparar as frequéncias da HBO em pacientes com e sem marcadores de infecgao

prévia pelo HBV;
4. Comparar os resultados de dois diferentes protocolos de PCR para pesquisa de
HBV-DNA descritos na literatura.
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3 ANTECEDENTES CIENTIFICOS

A hepatite B € uma das doengas infecciosas mais comuns no mundo e, a
infecgéo crénica pelo HBV é caracterizada pela persisténcia do virus e do HBsAg no soro e
pela producao de antigenos virais e do HBV-DNA no figado.

O HBV esta presente no sangue, saliva, sémen e secregbes vaginais de
individuos infectados, sendo transmitido por meio do contato com esses fluidos corporais. A
transmissao vertical perinatal € o modo mais comum de aquisicdo do HBV no mundo,
sobretudo em areas de alta prevaléncia. Em areas de baixa prevaléncia a transmissao
ocorre tipicamente na vida adulta por via percutanea ou contato sexual.

A imunizacdo € o meio mais efetivo de prevenir a infeccdo pelo HBV e a
vacinagao oferece mais de 95% de protecdo contra o desenvolvimento da infeccao
crbnica.(2)

A infeccao crénica pelo HBV é caracterizada por quatro fases, as quais refletem
o relacionamento dindmico entre replicagdo viral e resposta imune do hospedeiro.

- Fase imuno-tolerante: caracterizada por elevada taxa de replicacdo viral e
atividade inflamatéria discreta.

- Fase imuno-ativa com HBeAg positivo: niveis elevados de alanina
aminotransferase (ALT) e de HBV-DNA associados a lesdo hepatica.

- Fase cronica inativa: niveis baixos ou indetectaveis do HBV-DNA, ALT nédo
elevada e anticorpo anti-HBe (anti-HBe) presente.

- Fase de reativagao imune e HBeAg negativo: aminotransferases elevadas e
altos niveis séricos de HBV-DNA.

A resolugao da infeccao crbnica pelo HBV é caracterizada pelo desaparecimento

do HBsAg e surgimento de anticorpos anti-HBs.(2)

3.1 Hepatite B oculta

A descricao inicial da HBO data do final dos anos 1970, quando surgiram relatos
de casos de transmisséo do HBV de fontes HBsAg negativas, mas com anticorpos contra
antigeno do core do HBV (anti-HBc) positivos. A partir de entdo, estudos de biologia
molecular permitiram identificar o DNA do HBV em individuos em que o HBsAg estava
indetectavel.(4, 21-23)

A HBO é definida pela presenga do DNA do HBV em tecido hepatico (e, em
alguns casos, também no soro) na auséncia de HBsAg circulante.(4, 8, 9) Quando o DNA do

HBV é detectavel no soro, ele esta em niveis usualmente muito baixos (<200Ul/mL). Os
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casos de individuos HBsAg negativo, com niveis séricos de DNA do HBV comparaveis
aqueles usualmente detectados nos casos de infeccdo manifesta pelo HBV nao sao
considerados casos de HBO. Esses casos sédo usualmente devido a variantes do HBV com
mutag¢des no gene S, capazes de produzir um HBsAg modificado que ndo é reconhecido
pelos ensaios comercialmente disponiveis. O uso de anticorpos anti-HBs multivalentes nos
ensaios para deteccdo do HBsAg é recomendado para uma melhor detecgdo dessas
variantes. Além disso, a definicdo de HBO exclui pacientes na fase aguda da infecgéo pelo
HBV em que o HBsAg ainda nao apareceu no soro. (4, 8, 9, 12, 23, 24)

A HBO pode ser classificada de acordo com a presenca dos outros marcadores
da infecgdo pelo HBV em HBO soropositiva (anti-HBc e/ou anti-HBs positivos) e HBO

soronegativa (anti-HBc e anti-HBs negativos).(8, 9)

3.2 Importancia da hepatite B oculta

A laténcia do genoma do HBV é um desafio clinico devido ao risco potencial de
reativacdo enddgena da doenga em casos de imunossupressao(21, 25-30) e risco de
transmissdo do HBV por meio de transfusdo de hemoderivados(31, 32) ou durante
transplante de 6rgéos. Além desse aspecto, dados observacionais sugerem que a HBO
poderia favorecer ou acelerar a progresséo de doengas hepaticas cronicas (33) e favorecer
o desenvolvimento de CHC.(15, 34-37) Estudos epidemiolégicos e moleculares
demonstraram que pacientes portadores de doenca cronica pelo HCV possuem maior risco
de desenvolver CHC diante da presenca de HBO.(15, 29, 34-37)

Em individuos com HBO, o HBV pode exercer efeitos pré-oncogénicos diretos
por meio da ativacdo dos mesmos mecanismos oncogénicos que sao deflagrados no curso
de uma infecgdo com o HBsAg positivo.

Na HBO, assim como nos casos da infeccdo manifesta pelo HBV, a persisténcia
do DNA nos hepatécitos, seja integrado no genoma do hospedeiro, seja como um epissoma
livre, pode manter a capacidade de produzir proteinas, principalmente a proteina X e a
proteina truncada pré S-S com propriedades potenciais de induzir transformacao
maligna.(15, 38-40)

A HBO pode, também, indiretamente favorecer o desenvolvimento do CHC. A
persisténcia de atividade replicativa viral muito baixa poderia induzir leve atividade necro-
inflamatoria continua durante a vida, acelerando a progresséo da doenga hepatica cronica
em direcao a cirrose. A cirrose é considerada um dos fatores de risco mais importantes para

o desenvolvimento do CHC.(41)
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No Japéao, um estudo com 26 individuos portadores de CHC com os marcadores
HBsAg e anti-HCV negativos, foi encontrada prevaléncia de HBO de 69% (18 casos). Esse
estudo néo teve grupo controle para avaliar a prevaléncia da HBO em individuos japoneses
sem CHC.(42) |lkeda et al., em uma coorte retrospectiva de 82 individuos com cirrose,
HBsAg e anti-HCV negativos, encontraram associagao positiva entre a presenga do DNA do
HBV no soro e o desenvolvimento de CHC.(43)

No Egito, foi reportado prevaléncia de HBO de 63% entre 40 casos de CHC
estudados (todos os 40 casos tinham o HBsAg negativo). Nesse pais a prevaléncia de HBO
em doadores de sangue era, naquele periodo, 1,26%.(44)

Em 2011, uma metanalise envolvendo 16 estudos observacionais evidenciou
associacao positiva entre HBO e aumento do risco de CHC.(37)

Em uma coorte recente, avaliou-se a evolugao clinica de pacientes com hepatite
C crbnica de acordo com a presenga ou auséncia de HBO. Os participantes foram seguidos
por cerca de 11 anos e foram encontradas diferencas estatisticamente significativas em
termos de desfechos clinicos. CHC ocorreu mais frequentemente em individuos com HBO
(35% nos casos HBO positivos vs 8,7% nos casos HBO negativos, p<0,01). Os individuos
com HBO apresentaram frequéncia maior de cirrose hepatica descompensada e tiveram
taxa de sobrevida acumulada mais curta quando comparados com os individuos sem
HBO.(45)

Em casos de doenga hepatica criptogénica, a HBO também foi associada a
maior progressao da fibrose hepatica e ao desenvolvimento do CHC.(14, 38)

Alguns estudos demonstraram que tanto o DNA circular covalentemente fechado
(cccDNA) do HBV como todos os transcritos virais, incluindo o RNA pré genémico (pgRNA),
sdo detectaveis tanto no tecido tumoral como no tecido livre de tumor em individuos com
CHC portadores de HBO.(15, 38, 46, 47) Apesar desses achados, nos Estados Unidos, um
estudo importante envolvendo individuos com hepatopatia avancada associada ao HCV
nao evidenciou associagcado entre a presenga do HBV-DNA oculto no figado e a ocorréncia
do CHC. Este estudo envolveu 28 casos de CHC associado ao HCV e 55 controles (casos
de hepatopatia associada ao HCV, mas sem tumor) e a técnica utilizada para pesquisa da
HBO foi a PCR-real time.(48)

3.3 Prevaléncia da hepatite B oculta no mundo e no Brasil

A prevaléncia de HBO encontrada nas diversas séries de casos varia
amplamente. Essas discrepancias aparentemente ocorrem, em parte, em fungio da falta de

uniformidade metodolégica e da grande variabilidade em termos de sensibilidade e
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especificidade das técnicas utilizadas para a detecgdo da HBO. Outro importante fator que
poderia explicar essa variabilidade é a diferenca da prevaléncia da infeccdo pelo HBV entre
as diversas regides do globo.

Em 1999, um grupo da Universidade de Messina, na Italia, publicou uma série de
200 casos de pacientes portadores de doenga hepatica pelo HCV e HBsAg nao detectavel,
em que o DNA do HBV foi identificado em bidpsia hepatica em 66 pacientes (33% dos
casos). Dos 66 pacientes em que se detectou o DNA do HBV, 46 (69,6%) tinham anti-HBc
positivo. Outro dado importante desse estudo foi o achado de sete (14%) casos de HBO em
50 pacientes avaliados com hepatopatia ndo associada ao HCV. Vinte e dois de 66
pacientes com infecgcédo pelo HCV e HBO (33%) tinham cirrose comparados com apenas
26/134 (19%) pacientes com infeccéo pelo HCV na auséncia de HBO (p=0,04).(12)

Em 2002, foi reportada alta prevaléncia de HBO em pacientes com cirrose
hepatica criptogénica em Hong Kong.(49) No Japéo, foram estudados 167 pacientes com
hepatite crénica associada ao HCV e HBsAg negativo. O HBV, detectado por nested PCR
em tecido hepéatico estava presente em 15% dos casos.(35)

Em estudo multicéntrico italiano diagnosticou-se HBO em mais de 40% de 89
pacientes portadores do HCV. A prevaléncia de HBO nos pacientes anti-HBc positivo e anti-
HBs negativo foi superior a 80%.(50)

Na China, foi relatada elevada prevaléncia de HBO tanto em pacientes
saudaveis como em pacientes hepatopatas. A prevaléncia descrita de HBO entre pacientes
com CHC foi 70,4% e chegou a 86,7% nos casos em que o anti-HBc estava positivo. Nos
pacientes com doenga hepatica criptogénica, detectou-se HBO em 45/159 (28,3%). Em
todos esses 45 casos de HBO, o anti-HBc era positivo. Entre os pacientes sem hepatopatia
e HBsAg negativo, foi encontrada HBO em 10,6% dos individuos testados.(51) Em outro
estudo feito em Hong Kong (area de alta prevaléncia da infecgéo pelo HBV), publicado em
2011, avaliou-se a prevaléncia da HBO em tecido hepatico tumoral e adjacéncia nao-tumoral
de 61 pacientes com CHC. Encontrou-se prevaléncia de 73% de HBO em pacientes com
CHC e cirrose criptogénica. Observou-se que em 21 dos 30 (70%) pacientes com HBO, o
anti-HBc estava positivo. Apenas trés (10%) dos pacientes com HBO eram soronegativos
para todos os marcadores da hepatite B.(28)

Nos Estados Unidos, em 55 pacientes portadores de hepatite C crénica e fibrose
avancgada, foi encontrada prevaléncia de HBO de 23,6%. No mesmo estudo observou-se
HBO em 10,7% de 28 pacientes com HCV e CHC e 44% dos pacientes tinham anti-HBc
positivo.(48)
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Em Taiwan, local considerado hiperendémico para a infecgdo pelo HBV, foi
descrito a presenga, em fragmento de figado, do DNA do HBV em 16 de 80 (20%) pacientes
anti-HCV positivos/ HBsAg negativos operados para ressecgédo de CHC.(52)

Estudo envolvendo 196 individuos HBsAg negativo com hepatopatias auto-
imunes (hepatite auto-imune, cirrose biliar primaria, colangite esclerosante primaria)
evidenciou prevaléncia de HBO de 12,2% . Nesse estudo, as pesquisa do DNA do HBV foi
feita no soro em todos os participantes e em apenas 14/196 (7,1%) foi realizada nested PCR
em tecido hepatico.(53)

Em Portugal, pesquisando-se o DNA do HBV em tecido hepatico obtido por
bidpsia de 100 pacientes portadores do HCV, Cardoso et al. encontraram HBO em 57% dos
casos.(54) Em uma coorte italiana de 326 portadores de hepatite C crdnica, foi descrita
prevaléncia de 39,2% (128/326) de HBO.(45) Na Australia foi encontrada baixa prevaléncia
(0,69%) de HBO.(55)

No Brasil, Branco et al. investigaram a prevaléncia de HBO em 46 pacientes com
hepatite crbénica pelo HCV. Foi realizada pesquisa do HBV DNA no soro por nested PCR e
em amostra de tecido hepatico, o HBV foi pesquisado por imunohistoquimica (que € menos
sensivel do que a PCR). Em 19,5% dos pacientes o DNA do HBV foi detectado em tecido
hepatico, mas as amostras de soro foram todas negativas.(16) Alencar et al. investigaram
HBO em 50 pacientes com cirrose por HCV e HBsAg negativo. Em apenas um caso foi
detectado HBV DNA no soro e em nenhum foi encontrado HBV DNA em tecido hepatico.(17)
Albuquerque et al. verificaram prevaléncia de apenas 1,5% de HBO em 752 pacientes
HBsAg negativo, em hemodidlise, no estado de Pernambuco. Nesse estudo a pesquisa do
DNA do HBYV foi feita por PCR no soro e somente foram testados os pacientes em que o
anti-HBc foi positivo.(18) No estado de Goias, Moraes et al., encontraram cinco (9,2%)
casos de HBO no soro de pacientes institucionalizados por doengas mentais.(19)

Ferrari et al. descreveram 3 (4,4%) casos de HBO em 68 bidpsias de figado
cirrético explantado, no estado de Minas Gerais, utilizando nested-PCR em tecido fresco

(ndo-parafinizado).(20)

3.4 Aspectos virolégicos e causas da hepatite B oculta

O HBV ¢é um virus DNA hepatotrépico, membro da familia dos Hepadnaviridae,
virus capazes de infectar alguns mamiferos e aves, que compartiiham semelhante

organiza¢ao gendmica, tropismo para alguns 6rgéos e possuem um ciclo replicativo peculiar.



23

O genoma do HBV consiste de uma dupla fita de DNA circular forma aberta ou
"relaxed circular DNA" (rcDNA) de aproximadamente 3200 nucleotideos, contendo quatro
fases de leitura aberta parcialmente superpostas: pré S/S, pré C/C, P e X.(12, 23)

O VHB é classificado em gendtipos, os quais diferem-se entre si através de
mudangas de no minimo 8%, nas sequéncias nucleotidicas da regido S. Sao conhecidos
dez gendtipos diferentes, denominados de A a J, além de numerosos subgendtipos. Os
genotipos do HBV mostram distribuigcdo geografica e étnica distinta.(56)

Os produtos da translagio viral incluem trés proteinas de superficie (grande,
meédia e pequena, essa ultima correspondendo ao HBsAg), o antigeno do core (HBcAg), o
antigeno soluvel "e" (HBeAg), a polimerase viral (com acao de transcriptase reversa, DNA
polimerase, RNase H e proteina terminal para iniciacdo) e a proteina X, essencial para a
replicacao do virus e capaz de transativar a expressdo de numerosos genes celulares e
virais.(38)

O ciclo de replicacdo do HBV ¢ iniciado por uma ligacao irreversivel do virus a
um receptor ainda nao identificado do hepatécito. Em seguida ocorre liberagdo no
citoplasma do nucleocapsideo do core contendo o rcDNA e seu transporte para a membrana
nuclear. Apés a liberagdo do rcDNA no nucleoplasma ele é convertido em um DNA circular
covalentemente fechado (cccDNA). O cccDNA é associado as proteinas histonas e nao-
histonas, sendo entdo organizado em uma estrutura semelhante a uma cromatina, como um
minicromossomo viral. A RNA polimerase Il do hospedeiro realiza a transcrigdo do cccDNA
em RNA mensageiro (RNAm). Os produtos da transcricdo sdo exportados do nucleo e, no
citoplasma, ocorre a translacdo desses transcritos do HBV em envelope viral, core, "e",
polimerase e proteinas X. Em seguida o RNA pré- gendmico (pgRNA) serve como molde
para a transcrigcdo reversa gerando novos genomas rcDNA. No reticulo endoplasmatico o
core em replicagao é reunido com proteinas de superficie viral e séo liberados novos virions
maduros ou, alternativamente, ocorre reciclagem dos nucleocapsideos no nucleo para
reposi¢ao da reserva de cccDNA.(56)

A estabilidade dos minicromossomos de cccDNA viral ao longo da meia vida do
hepatdcito garante que a infeccdo pelo HBV, uma vez estabelecida, possa perpetuar
indefinidamente.(57, 58)

Assim, a base molecular para a HBO esta relacionada com a persisténcia de
longa duragédo do HBV cccDNA como um epissoma livre, estavel e cromatinizado, no nucleo
dos hepatdcitos infectados.(13, 32, 59)

A HBO pode ser considerada uma fase da histéria natural da infec¢ao pelo HBV,
mas 0s mecanismos exatos envolvidos em sua ocorréncia permanecem relativamente

pouco compreendidos.(60)
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A HBO esta muito associada com a presenga de anticorpos anti-HBV, ou seja,
anticorpos anti-HBs e anti-HBc, direcionados contra o HBsAg e o antigeno do core viral,
respectivamente. No entanto, cerca de 20% dos individuos com HBO apresentam todos os
marcadores sorolégicos negativos para o HBV. A HBO pode ser classificada de acordo com
o perfil de anticorpos contra o HBV em HBO soropositiva (anticorpos anti-HBc e/ou anti-HBs
positivos) e HBO soronegativa: anticorpos anti-HBc e anti-HBs negativos.(4, 9, 32) Na HBO
soropositiva o desaparecimento do HBsAg pode ter ocorrido logo apds a resolugdo da
hepatite aguda ou mesmo apds anos ou décadas de uma infecgdo crénica manifesta pelo
HBV. Na HBO soronegativa todos os marcadores séricos do HBV podem ter sido
progressivamente perdidos ao longo do tempo ou os marcadores séricos podem ter sido
negativos desde o inicio da infec¢do.(61)

Em apenas pequeno numero de casos, a auséncia de HBsAg detectavel, a
despeito da presenca do genoma epissomal livre do HBV no hepatécito, pode ser atribuida a
variabilidade genbémica do virus. As mutagdes do HBV ligadas a ocorréncia de HBO incluem
aquelas envolvidas na produgdo de um HBsAg antigenicamente modificado que ndo é
reconhecido pelos ensaios imunoenzimaticos comercialmente disponiveis, as mutagcdes no
gene Pol que levam a um defeito na atividade replicativa e aquelas mutagbes que levam a
uma alteragdo na produgdo das proteinas S. O surgimento dessas variantes do HBV
portadoras de mutagdes na regiao pré S/S € um evento pouco frequente que poderia ser
responsavel por alguns casos de HBO. Essas mutagdes podem ocorrer espontaneamente
ou em consequéncia de imunoprofilaxia ou tratamentos antivirais.(24, 32, 62-64) A
heterogeneidade genética nos casos de HBO parece ser comparavel com os isolados de
HBV de individuos com a forma manifesta da infecgdo pelo HBV, na grande maioria das
vezes.(65)

Forte evidéncia sugere que a atividade replicativa do HBV e a expressao génica
em casos de HBO estao fortemente suprimidas. Os mecanismos responsaveis pela baixa
replicacdo viral e baixa expressao génica nao sao plenamente conhecidos. A vigilancia
imune do hospedeiro parece exercer papel fundamental nessa supressao da atividade do
virus. Condi¢cdes de imunossupressdo como malignidades hematoldgicas, quimioterapia e
imunoterapia, podem causar reativacao da HBO com o reaparecimento do perfil soroldgico
tipico da infecgao manifesta pelo HBV.(4, 21, 25, 26, 31, 32) Esta € uma evidéncia indireta
mas que sugere o papel da resposta imune dos hospedeiro no desenvolvimento da HBO.

Estudos demonstram que a memdéria de células T de longa duracdo contra
antigenos do HBV ainda esta presente por varios anos apés a resolugdo de um episédio de
hepatite B aguda. Individuos com HBO possuem resposta imune celular potente direcionada
a antigenos do HBV.(66-69)
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Mecanismos epigenéticos podem exercer papel importante na regulagdo da
replicagédo e transcrigdo do HBV.(9, 62) O termo epigenética refere-se as mudancgas
reversiveis e herdaveis no genoma funcional que nao alteram a sequéncia de nucleotideos
do DNA. Os principais mecanismos de alteragbes epigenéticas sao a metilagdo do DNA, as
modificagdes de histonas e a agdo de RNAs nao codificadores. As moléculas do cccDNA do
HBV estdo localizadas nos nucleos dos hepatdcitos infectados como minicromossomos
estaveis em arranjos de nucleossomas formados por proteinas histonas e nao-histonas e,
de forma semelhante a cromatina da célula hospedeira, estdo sujeitas as mesmas
atividades enzimaticas envolvidas no remodelamento da cromatina. A replicagao do HBV é
regulada pelo estado de acetilagdo do cccDNA viral ligado as histonas H3/H4. O
recrutamento de acetilases das histonas no cccDNA foi relacionado com baixa replicagéo do
HBYV (in vitro) e baixa viremia (in vivo).(32, 57, 64, 70-72)

3.5 Diagnéstico de hepatite B oculta

O padrao-ouro para diagnéstico de HBO é a detecgdo do DNA do HBV no
hepatdcito, por meio de técnicas altamente sensiveis e especificas. Para amplificacdo do
DNA do HBV pode ser realizada PCR (polymerase chain reaction), PCR em tempo real e

nested-PCR, com o uso de iniciadores especificos para diferentes regiées do genoma viral.

3.5.1 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica de amplificagdo muito sensivel para deteccdo de DNA. Em
1971, foram descritos os primeiros conceitos sobre a técnica de PCR.(73) Porém, somente
em meados da década de 80 é que foram publicados os dados experimentais iniciais
utilizando esse método diagndstico.(74-77) Em 1988, foi descrito pela primeira vez o uso de
uma polimerase termoestavel extraida da bactéria Thermus aquaticus. O uso dessa
polimerase permitiu que as reagcées de PCR fossem processadas em temperaturas mais
elevadas e simplificou o processo que, anteriormente, exigia a adicao de nova aliquota da
enzima a cada ciclo de desnaturacéo da dupla fita de DNA. Além do maior trabalho exigido,
havia maior risco de contaminagéo e maior chance de surgimento de bandas inespecificas.
O uso da enzima termoestavel permitiu que o processo se tornasse mais automatizado, pois
passaram a ser utilizados termocicladores programaveis em substituicdo aos banhos usados
anteriormente. A enzima termoestavel garantiu maior especificidade, mas também, maior

sensibilidade, além de permitir a amplificacdo de fragmentos maiores.(76, 78)
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3.5.2 PCR Convencional

O método de PCR é baseado em ciclos repetitivos de trés reagdes simples, nas
quais a unica variacdo que ocorre € a temperatura de incubacgao. As trés reagdes ocorrem
em um mesmo tubo na presenca de reagentes termorresistentes e o0s ciclos séo
automatizados. Para as reacdes ocorrerem sao utilizados os seguintes reagentes: (1) dois
iniciadores (primers), que sao oligonucleotideos sintetizados para serem complementares as
sequéncias conhecidas do DNA de interesse; (2) quantidade suficiente dos quatro
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); (3) a enzima Taq DNA
polimerase termoestavel. Além dos reagentes, sdo acrescentados tampdes para se garantir
as condicoes ideais da reagao. O primeiro passo do processo envolve a desnaturagao da
dupla fita de DNA alvo por meio da elevagao da temperatura a 92-95°C. As ligagdes tipo
pontes de hidrogénio sdo quebradas e as fitas do DNA se tornam fitas simples que permitem
a ligacdo dos iniciadores a sequéncias complementares. Uma grande vantagem do método
de PCR ¢é que o DNA alvo ndo necessita estar puro ou completo, assim ele pode estar em
pequenas quantidades ou mesmo misturado com outros tipos de DNA ou outras substancias.

O segundo passo do ciclo consiste em redugéo da temperatura para permitir a
ligagdo dos iniciadores a sequéncias complementares a ele na fita simples de DNA. A
temperatura de ligagdo varia de 35°C-60°C e depende essencialmente do tamanho e
sequéncia dos iniciadores utilizados. Os iniciadores escolhidos definem as duas pontas da
fita de DNA amplificado, eles ndo devem ligar entre si e 0s seus sitios de ligagao devem ser
suficientemente distantes um do outro para permitir a sintese subsequente de novos
produtos. O terceiro passo € a sintese de uma nova fita de DNA complementar, que ocorre a
72° C, por acao da enzima DNA polimerase. As trés etapas descritas sdo repetidas por
algumas dezenas de vezes e a quantidade de DNA da sequéncia alvo aumenta de forma

exponencial a cada ciclo.(78, 79)

3.5.3 PCR em tempo real (q-PCR)

A PCR em tempo real surgiu como uma possibilidade, ao contrario dos ensaios
convencionais de PCR, de detecgédo dos produtos amplificados (amplicon) por visualizagéo
durante o processo de amplificagdo. A monitorizagcdo do produto de PCR produzido em
tempo real é possivel por meio da marcagéo dos iniciadores, sondas (probes) ou do proprio
produto de amplificagdo com moléculas fluorogénicas.

A monitorizagdo em tempo real elimina a necessidade de realizacdo de

eletroforese para detecgdo dos produtos amplificados. Assim, além da reducdo do tempo
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necessario para completar o processo, a técnica de PCR em tempo real minimiza o risco de
contaminacgdo cruzada, pois nao ha manipulacdo do produto da PCR apds a amplificagao.
Outra vantagem da PCR em tempo real é a possibilidade de quantificagdo relativa ou
absoluta do produto amplificado.

A PCR em tempo real apresenta como desvantagem o alto custo, incapacidade
de monitorizar o tamanho do amplificado sem abrir o sistema e a incompatibilidade de

algumas plataformas com alguns produtos quimicos fluorogénicos.(80)

3.5.4 Nested-PCR

A nested-PCR, também conhecida como dupla amplificagdo € uma modificagédo
da PCR convencional realizada para aumentar a sensibilidade de deteccdo do DNA. A
nested-PCR é um ensaio composto de duas PCR convencionais.Inicialmente um sequéncia
maior de DNA é amplificada utilizando-se um par de iniciadores externos (primeira reacao
ou reagao externa). Para a segunda reagao (reagao interna) uma amostra do produto
obtido da primeira reacdo é submetida a uma nova PCR para amplificagdo de uma
sequéncia interna do DNA alvo. Para essa reagdo sao utilizados um par de iniciadores
internos em relagéo a posigcao de ligacdo do par utilizado na primeira reacao.

Ha maior chance de contaminagdo com a nested-PCR um vez que ha
necessidade de transferéncia do produto amplificado da primeira reagao para um segundo
tubo, onde sera realizada a reagéo interna.(33, 81, 82) O uso de iniciadores internos e
externos com diferentes temperaturas de ligagdo, a separagéo fisica dos reagentes da
segunda reagcdo e o sequestro temporario dos iniciadores da segunda reagdo séo
alternativas descritas para permitir que a nested-PCR seja realizada em um unico tubo e
assim minimizar o risco de contaminagao externa. Essa técnica conhecida por nested-PCR
em um unico tubo exige uma otimizagao das concentracdes dos reagentes, particularmente

as concentragoes relativas dos iniciadores internos e externos.(33, 82)

3.5.5 PCR no diagnéstico de hepatite B oculta

O unico marcador confiavel e universalmente aceito para diagnéstico da HBO é
o HBV-DNA. A sensibilidade dos varios ensaios de PCR utilizados na detecgdo do HBV-
DNA é muito variavel.(4, 8, 9) Fatores associados ao material biolégico em que a pesquisa
do DNA é realizada podem afetar a sua taxa de detecgdo. A estratégia mais sensivel e
apropriada é a analise do DNA em tecido hepatico fresco. Quando comparado com o tecido

fresco, as amostras conservadas em formol e embebidas em parafina apresentam menor
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indice deteccdo do HBV-DNA.(8, 9) No entanto, nem sempre é factivel realizar biopsia fora
das unidades dedicadas ao estudo das doengas hepaticas. Assim, o sangue periférico é
usualmente a Unica amostra disponivel para excluir ou confirmar HBO na grande maioria de
doadores de hemocomponentes, tecidos ou 6rgéos. De fato, embora a analise do DNA em
tecido hepatico represente o padrao-ouro para o diagnéstico de HBO, uma vez que nao é
viavel a realizacdo de biopsias hepaticas em individuos saudaveis, muitos dados sobre a
HBO sao derivados de estudos realizados com amostras de sangue.

Comparado com o soro e plasma as células mononucleares do sangue periférico
permitem uma maior detec¢do do HBV-DNA.(9)

O teste do acido nucleico (NAT) é ainda o método padrao amplamente utilizado
para a prevencgao da transmissdo do HBV através de hemocomponentes. Entretanto, o NAT
nao alcancou aplicacao fora do contexto dos doadores de sangue. Sua sensibilidade nao é
absoluta, uma vez que muitos individuos ndo apresentam liberagcido do DNA viral na corrente

sanguinea, de forma regular, apesar da laténcia intra-hepatica.

3.5.6 Protocolos de PCR para detecgao do HBV-DNA

Chapel et al. descreveram um protocolo de nested-PCR para detecgdo do HBV-
DNA em tecido embebido em parafina utilizando iniciadores complementares a uma regiéo
conservada dos genes S e Pol. O estudo, realizado na Franga, incluiu 55 pacientes mas
apenas 27 eram HBsAg negativos.(27)

Fang et al., na China, realizaram nested-PCR e q-PCR para quantificar os niveis
séricos do HBV-DNA no soro de 159 individuos com doencga hepatica cronica criptogénica,
135 casos de CHC e 359 saudaveis. Foram utilizados iniciadores para a regiao X do
genoma do HBV.(51)

Honarkar et al., no Iran, investigaram HBO em 35 bidpsias de tecido hepatico
embebido em parafina, de pacientes com hepatopatias crénicas, por meio de PCR
convencional utilizando iniciadores complementares a uma regido conservada do gene S.(83)

Sagnelli et al., realizaram na ltalia, pesquisa do HBV-DNA por PCR simples no
plasma, em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e em tecido hepatico
fresco congelado. Em 89 pacientes foram detectados 37 casos de HBO. O figado foi o
compartimento em que o HBV-DNA foi detectado com maior frequéncia (34 casos), seguido
das PBMC (23 casos). Apenas 12 casos de HBO foram detectados no plasma.(50)

Obika et al. realizaram g-PCR e nested-PCR para pesquisar o HBV-DNA em
167 bidpsias de figado nao fixado congelado ou conservado em tiocianato de guanidina e

foram usadas sequéncias complementares a trés regides do genoma (S, X e C).(35)
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Shetty et al. realizaram q-PCR em pacientes cirréticos com hepatopatia
associada ao HCV e encontraram 16 (28%) casos de HBO em 56 amostras de soro e 22
(50%) casos de HBO em 44 amostras de figado explantado. As condigbes da PCR e os
iniciadores utilizados nao foram especificados no trabalho.(36)

Nos Estados Unidos, regido de baixa prevaléncia do HBV, Kannangai et al.
encontraram trés (16%) casos de HBO investigando tecido hepatico congelado tumoral e
adjacéncia nao tumoral em 19 individuos com CHC. Todas as amostras foram testadas em
duplicata por semi-nested-PCR para os genes S e X e g-PCR para os genes S e C. Dos trés
casos de HBO, o DNA-HBYV foi encontrado em dois casos em tecido tumoral e ndo tumoral e
em um caso sO foi encontrado em tecido tumoral. Nesse estudo foi realizado o
sequenciamento do produto de 672 pb gerado pela semi-nested-PCR para o gene S.(84)

Shiota et al. realizaram nested-PCR no soro de 26 individuos com CHC e
encontraram pelo menos uma regido positiva em 18 (69%) casos e, em trés (11,5%) casos,
duas regides positivas, utilizando iniciadores para os genes S, C e X. Dos 26 casos
estudados, 14 foram positivos para o gene S.(42)

Ikeda et al. realizaram nested-PCR com iniciadores complementares as regides
C e X do genoma do HBV no soro de 82 individuos com cirrose hepatica de etiologia néo
viral e encontraram nove casos positivos para as duas regides pesquisadas.(43)

No Brasil, no estado de Sao Paulo, foi realizada g-PCR no soro e em tecido de
explante hepatico embebido em parafina, de 50 pacientes com cirrose associada ao VHC e
foi encontrado um caso de HBO no soro e nenhum caso de HBO no tecido hepéatico.(17) No
Rio Grande do Sul, foi realizada nested-PCR no soro de 66 pacientes com hepatopatia
crénica pelo HCV, mas nenhum caso foi positivo para HBO.(16) Em um trabalho com 201
individuos anti-HBc positivos em hemodialise no estado de Pernambuco, foram detectados
trés casos de HBO por nested-PCR no soro. No estudo usaram-se iniciadores
complementares as sequéncias das regides C e S e nos trés casos encontrados, apenas as
sequéncias da regido S foram positivas. Os casos positivos foram sequenciados,
confirmando os achados.(18) Moraes et al., no estado de Goias, utilizaram um ensaio de
semi-nested-PCR no soro para amplificacdo da regidao gendmica pré-S2/S de individuos
com transtornos mentais.(19)

Cacciola et al. realizaram PCR convencional e nested-PCR para HBO em 250
amostras de tecido hepatico nao fixado congelado de pacientes portadores de hepatopatias.
Foram realizadas PCR para as regides C e S do genoma viral. Os resultados dessas PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose e, nos casos negativos, foi realizada a
nested-PCR com os iniciadores para sequéncias internas das regides S e C. Nos casos em

que nao foram amplificadas ambas as regides C e S, foi realizada PCR convencional ou



30

nested-PCR utilizando-se iniciadores complementares a regido X do genoma viral. Para
definicdo de caso de HBO, pelo menos duas regides do genoma deveriam ser amplificadas
e, usando-se esse critério, 73 casos foram positivos (dos 73 casos, 35 pacientes foram
detectados pela PCR convencional e 38 somente apos a nested-PCR).(12)

Pollicino et al. descreveram um protocolo de investigagao de HBO em tecido
hepatico congelado em 299 casos de hepatopatia crénica, utilizando PCR convencional e
nested-PCR a qual detectou 131(43,8%) casos positivos para o HBV-DNA.(15) Foram
realizados ensaios diferentes para a deteccédo de quatro regides do genoma viral (S, C, Pol
e X) e foram considerados positivos para o HBV-DNA quando, pelo menos duas regides do
genoma viral estivessem positivas. As condigdes das reacdes de PCR foram as mesmas do
estudo de Cacciola et al.(12)

A partir de um consenso de especialistas, realizado na cidade de Taormina, na
Italia, em 2008, propds-se protocolo semelhante ao de Pollicino et al., com algumas
modificagdes nas sequéncias dos iniciadores utilizados para amplificacao, para a pesquisa
da HBO.(9) Diversos outros estudos(20, 45, 65, 71) utilizaram protocolos semelhantes aos
propostos por Cacciola et al.(12) e Pollicino et al.(15)

Assim, o diagndstico de HBO continua sendo um problema, pois ndo ha uma
uniformizagdo do método para detecgdo do DNA oculto do HBV. Além disso, o tipo de
conservagdo do tecido a ser estudado (parafina ou congelamento) implica diferencas

importantes na sensibilidade dos testes.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional transversal.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE 32140914.0.0000.5149) (Anexo A) e os
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

As variaveis estudadas estao relacionadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Variaveis de estudo

Variaveis do Estudo Classificagao

Etiologia da hepatopatia de base

Qualitativa nominal

Idade

Quantitativa discreta

Sexo

Qualitativa nominal

Histoérico de hemotransfusao

Qualitativa nominal

Anti-HBc total

Qualitativa nominal

Anti-HBs

Qualitativa nominal

Comprimento (cm) do tecido biopsiado

Quantitativa continua

Numero de tratos portais

Quantitativa discreta

Atividade inflamatéria segundo METAVIR

Qualitativa ordinal

Grau de fibrose segundo METAVIR

Qualitativa ordinal

Resultado da PCR para HBV - Protocolo 1

Qualitativa nominal

Resultado da PCR para HBV - Protocolo 2

Qualitativa nominal

4.2 Selegao das amostras

Foram selecionadas amostras de bidpsia hepatica de 104 pacientes adultos,
HbsAg negativo, com diagnédstico de hepatopatia de qualquer etiologia, que se submeteram
ao procedimento como parte da propedéutica de rotina do Ambulatério de Figado Clinico, do
Instituto Alfa de Gastroenterologia, do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), no periodo entre janeiro de 2008 e dezembro de 2012.

Os pacientes foram selecionados a partir de um banco de dados elaborado para
estudo desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa e que se constituiu na tese intitulada:
"Perfil sérico de citocinas e seu desempenho na avaliagao da inflamagao e fibrose hepatica

em pacientes com hepatopatia crénica" (85) do autor Osvaldo Flavio de Melo Couto sob
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orientagdo da professora Teresa Cristina de Abreu Ferrari. Dos 225 pacientes incluidos
naquele estudo foram excluidos 68 pacientes HBsAg positivo. Cinquenta e trés dos 157
pacientes restantes foram excluidos por ndo preencherem os critérios de inclusao deste
estudo ou por apresentarem algum critério de exclusao.

Todas as bidpsias hepaticas foram realizadas no Servigo de Radiologia do
Hospital das Clinicas da UFMG e foram processadas no Servigo de Anatomia Patoldgica do
Hospital das Clinicas da UFMG (HC/UFMG). As amostras foram armazenadas em parafina e
submetidas ao corte histolégico para a confeccdo das laminas histolégicas, que foram
coradas com hematoxilina e eosina.

Além das amostras biolégicas parafinadas, foram coletados dados de prontuario
e acessados resultados de marcadores prévios de infec¢ao pelo HBV (anti-HBc e anti- HBs).
O sangue para determinacdo desses marcadores e para os exames que refletem lesdo ou

funcao hepatica foi colhido no momento da bidpsia.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao foram:

- idade igual ou superior a 18 anos e inferior a 75 anos;

- presenca de hepatopatia de qualquer etiologia e em qualquer estadio com
marcador HBsAg negativo no soro e indicagdo clinica de realizacédo de
biépsia hepatica;

- concordancia em participar do estudo e assinatura do TCLE.

Foram considerados os seguintes critérios de exclusao:
- histdéria de uso excessivo de alcool;

- infecgao pelo virus da imunodeficiéncia humana;

- uso de drogas imunossupressoras;

- malignidades hematoldgicas;

- bidpsia hepatica fragmentada impedindo a adequada analise histopatolégica.

4.4 Classificagao dos casos

De acordo com os resultados dos exames complementares pesquisados,
principalmente a conclusdo dos laudos histopatolégicos, os pacientes foram agrupados de
acordo com a etiologia da hepatopatia de base nos seguintes grupos:

1) Hepatopatia crénica associada ao virus da hepatite C (HCV);
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2) Esteatohepatite ndo alcodlica (EHNA);

3) Hepatopatia auto-imune (incluindo hepatite auto-imune, cirrose biliar primaria
e colangite esclerosante primaria) (Al);

4) Hepatopatia criptogénica (CRIPTO);

5) Hemocromatose (CROMO).

4.5 Graduacgao histopatolégica

As bidpsias hepaticas foram analisadas por patologistas especialistas em
histologia hepatica e os laudos foram acessados para andlise. Para fins deste estudo, os
resultados histopatolégicos foram graduados de acordo com uma adaptagdo da
classificagdo de METAVIR.(86) A classificagdo de METAVIR(86) foi proposta inicialmente
para se avaliar fibrose e atividade necroinflamatéria em individuos com hepatite C crénica,
mas tem sido amplamente utilizada em outras situagcdes.O Quadro 2 mostra de forma

sintética a classificagao de METAVIR.

Quadro 2 - Classificacdo de METAVIR

Atividade histolégica | Atividade histologica | Fibrose | Fibrose

AO Ausente FO Ausente

A1 Atividade leve F1 Fibrose portal sem septos

A2 Atividade moderada F2 Fibrose portal com raros septos

A3 Atividade intensa F3 Numerosos septos sem cirrose
F4 Cirrose

Adaptado de Bedossa et al. (86)

4.6 Extracao do DNA

Dos blocos de parafina armazenados no Servico de Anatomia Patologica do
HC/UFMG foram realizadas seccbes de 4um de espessura. A partir dessas secgdes dos
blocos de parafina, a extracado do DNA das amostras embebidas em parafina foi realizada
utilizando-se o kit Qlamp DNA FFPE Tissue (QUIAGEN, Germany). Além das amostras
investigadas também foi realizada extracdo de DNA de trés controles sabidamente
negativos e trés controles positivos (HBsAg positivo).

Cada amostra recebeu adicédo de 1mL de xylol e, a seguir, foram submetidas,
por 10 segundos a vigorosa agitagédo. Em seguida foram centrifugadas a 8000Xg (6000 rpm)

por dois minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido e 1mL de alcool
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etilico 96% foi adicionado ao material precipitado. Novamente as amostras foram agitadas
por 20 segundos e, em sequéncia, novamente centrifugadas por dois minutos em alta
rotacdo. Os tubos permaneceram abertos por no minimo 10 minutos para total evaporagao
do etanol. Em seguida, foi feita ressuspensao em 180uL de tamp&o ATL (Qlagen tissue kit)
e 20 pL da proteinase K(Qlagen tissue kit) foram adicionados. Novamente, os tubos foram
submetidos a agitagéo, e entédo, foram incubados por uma hora a 56°C e depois a 90°C por
mais uma hora. Apds breve centrifugagdo, 200uL do tampao AL (Qlagen tissue kit) foi
adicionado. A seguir, foi feita adicdo de 200uL de etanol 96% e misturados até completa
homogeneizagao. O lisado foi transferido em conjunto para a coluna QIAMp® (QIAmMp
MinElute® Column, Germany) para centrifugagdo a 8000Xg por um minuto. Quinhentos
microlitros do tampdo AW1 (Qlagen tissue kit) foi adicionado e, a seguir, realizada nova
centrifugacdo. Seguiu-se adigdo de 500uL do tampado AW2(Qlagen tissue kit) e nova
centrifugacao por trés minutos. A eluicao foi feita em 50uL de ATE (Qlagen tissue kit).

As etapas do protocolo de extragdo do DNA estao representadas na Figura 1.
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5 - Purificagao
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Figura 1 - Etapas do protocolo de extracdo do DNA

4.7 Amplificagdo do DNA

Todas as amostras foram testadas segundo 2 protocolos diferentes,
previamente publicados. O protocolo descrito por Raimondo et al.(9) foi chamado de

protocolo 1 e o proposto descrito por Chapel et al.(27) foi chamado de protocolo 2.
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4.7.1 Protocolo 1

O DNA foi amplificado por meio de nested-PCR e os iniciadores escolhidos
foram complementares a quatro regides conservadas do genoma viral (pré S/S, pré-

core/core, polimerase e regiao X) conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Iniciadores para detec¢gao do DNA do HBV por nested-PCR - Protocolo 1

Regides gendmicas do HBV Posicoes dos nucleotideos

Regiao S

S1- F: 5-CATCAGGATTCCTAGGACCCCT-3'
S2- F: 5'-CTTGTTGACAAGAATCCTCACA-3'
S3-R: 5'- AGGACAAACGGGCAACATAC-3'
S4-R:5'- CCAACAAGAAGATGAGGCATA-3'
Regido C

C5-F: 5- TCACCTCTGCCTAATCATC-3'
C6-F: 5- TTCAAGCCTCCAAGCTGTGCC-3'
C7-R: 5'- GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG-3'
C8-R: 5'- AGGAGTGCGAATCCACACTCC-3'
Regido da Polimerase (Pol)

P9-F: 5'- CGTCGCAGAAGATCTCAATC-3'
P10-F: 5'- CCTTGGACTCATAAGGT-3'
P11-R:5- TCTTGTTCCCAAGAATATGGT-3'
P12-R: 5'- TCCCAAGAATATGGTGACCC-3'
Regido X

X13-F: 5'- CGCCAACTTACAAGGCCTTTC-3'
X14-F: 5'- CCATACTGCGGAACTCCTAG-3'
X15-R: 5'-GGCGTTCACGGTGGTCTCCAT-3'
X16-R: 5'- CGTAAAGAGAGGTGCGCCCC-3'

[168-189]
[214-235]
[478-458]
[442-420]

[1825-1843]
[1862-1882]
[2391-2371]
[2277-2267]

[2420-2439]
[2463-2479]
[2845-2825]
[2839-2820]

[1100-1120]
[1266-1685]
[1628-1608]
[1540-1521]

Fonte: Segundo Raimondo et al.(9)

Para as reagdes internas e externas foi utilizado o SuperMix (PCR SuperMix®,

Invitrogen, CA, USA). O Supermix consiste em uma mistura pronta para uso de Tag DNA
polimerase recombinante (22U/mL), TRIS-hidrocloreto (Tris-HCI) (pH 8,4) 22mM, cloreto de
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potassio 55mM, cloreto de magnésio 1,65mM, dGTP 220uM, dATP 220uM, dTTP 220uM,
dCTP 220uM e estabilizadores.

A primeira etapa da PCR (reagado externa) foi realizada em um tubo contendo
14uLde SuperMix®, 0,5uL do iniciador senso, 0,5uL do iniciador anti-senso € 5uL do DNA
extraido. Para a segunda etapa da PCR (reagao interna), foram utilizados 14uL de
Supermix®, 0,5uL do iniciador senso, 0,5uL do iniciador anti-senso e 5uL do produto
amplificado na primeira reagdo. Foram realizadas reagdes de controle positivo com
amostras de individuos HBsAg positivos, reagdes de controle negativo com agua e reagdes
de controle da propria reagao utilizando beta-globina. As condigdes da reacao foram:
desnaturacgao inicial a 94°C por dois minutos, seguida de 35 ciclos, cada um consistindo de
desnaturagao a 94°C por 30 segundos, ligacado dos iniciadores a 56°C por 45 segundos e
extensao a 72°C por 90 segundos e uma etapa final de 10 minutos a 72°C.

Para as reagbes de PCR foi utilizado um termociclador (Programmable Thermal
Controller PTC-100™, MJ Research, INC., USA).

4.7.2 Protocolo 2

Os iniciadores usados nesse protocolo estdao descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Iniciadores para detecgdo do DNA do HBV por nested-PCR - Protocolo 2

Sequéncias dos primers Posicao dos oligonucleotideos

Reacédo externa

Primer 14" F: 5'- ATCTTCTTATTGGTTCTTCT-3' [430-449;pol]
Primer 13" R: 5'- GTTAGGGTTTAAATGTATAC-3' [845-826;S]
Reacdao interna

Primer 06 F: 5'-CTTGGATCCTATGGGAGTGG-3' [632-651;pol]

Primer 03 R: 5'-CTCAAGCTTCATCATCCATATA-3' [759-738; S]

Fonte: Segundo Chapel et al.(27)

O DNA também foi amplificado por meio de nested-PCR. Os iniciadores
escolhidos foram complementares a regides conservadas do genoma do HBV. Utilizaram-se
iniciadores para as regides S e Pol do genoma viral, de acordo com a seguinte ordem:
primeira etapa de amplificagdo, os iniciadores 14/13 foram usados para amplificar uma
sequéncia de 416 pares de bases (bp) localizada em uma regido conservada dos genes da
polimerase (Pol) e superficie (S). Para a segunda etapa, os iniciadores 06/03 foram usados
para reamplificar um segmento de 128pb localizado na sequéncia de 416pb. Cinco

microlitros do DNA extraido foram adicionados a 45uL de Supermix®, 0,5 pL do iniciador
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senso e 0,5 pL do iniciador anti-senso. Os parametros da reagéo externa (iniciadores 14/13)
foram: desnaturac&o inicial a 90" C por sete minutos, 40 ciclos de 20 segundos a 94°C, 60
segundos a 47°C, 60 segundos a 74°C e extensdo final a 74'C por sete minutos. Cinco
microlitros dos produtos da primeira reagao foram submetidos a 35 ciclos de uma segunda
reagdo de PCR usando os iniciadores 06/03; os parametros desta nova etapa (reagéo
interna) foram: 20 segundos a 94°'C, 60 segundos a 57°C e 60 segundos a 74°C para cada

ciclo, com uma desnaturacéo inicial a 90°C e um passo de extensao final a 72°C.

4.8 Eletroforese

Apos a realizagao das reagdes descritas acima foi realizada eletroforese em gel
de poliacrilamida para verificar se o fragmento de interesse foi realmente amplificado por
PCR. Dez microlitros do produto da reacao interna da nested-PCR foram utilizados em cada
canaleta do gel. Controles positivos e negativos foram utilizados e tratados como as

amostras.

4.9 Interpretacao dos resultados

Para fins desse estudo foram considerados casos de HBO aqueles individuos

que apresentaram positividade no resultado obtido pelos dois protocolos propostos.

4.10 Analises dos dados

Ao término do estudo os dados foram organizados em banco de dados para
viabilizar a realizagdo da analise estatistica. As variaveis categoricas foram apresentadas
como numeros e porcentagens. As variaveis continuas foram expressas como média +
desvio padrao. Para analise da diferenca entre os grupos foi utilizado o teste Qui-quadrado
de Pearson ou o teste exato de Fisher. Para analise dos dados quantitativos foi realizado
teste t de Student ou, quando apropriado, o teste de Mann Whitney. O grau de concordancia
entre os testes foi calculado por meio do coeficiente de concordancia de Kappa. Foi

considerado significativo valor p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados epidemioldgicos e clinicos

Dos 104 pacientes investigados a média de idade foi 47,8 anos (variando de 18
a 73 anos), sendo 57 (54,8%) do género feminino e 47 (45,2%) do género masculino. A
meédia de idade das mulheres foi 50 + 13,8 anos (variando de 23 a 73 anos) e dos homens
foi 45 £ 10,4 anos (variando de 18 a 59 anos).

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes incluidos

no estudo encontram-se discriminadas na Tabela 3.

Tabela 3- Caracteristicas dos 104 pacientes HBsAg-negativo incluidos no estudo

Caracteristica Valores numéricos (n=104)
Sexo (F/M) 57/47
Idade (média em anos + DP) 47,8 £ 12,6
Transfusédo de sangue* sim/nao 19 (23,5%)/62 (76,5%)
Anti-HBc positivo** sim/néao 14 (16,7%)/70 (83,3%)

HBsAg: antigeno de superficie do virus da hepatite B; DP: desvio padrdo, anti-HBc: antigeno do core do virus da
hepatite B.

*dado disponivel para 81 pacientes; ** dado disponivel para 84 pacientes

A etiologia de base da hepatopatia cronica mais frequente foi hepatite C cronica

(Figura 2). Nenhum paciente do estudo tinha o diagnéstico de CHC.

43 (41,3%)

27 (26%)

22(21,2%)

10(9,6%)
2(1,9%)

.
HCwV EHNA Al CRIPTO CROMO

Figura 2 - Gréfico da distribuicdo dos pacientes do estudo conforme etiologia da hepatopatia de base.
HCV: hepatite cronica pelo virus da hepatite C; EHNA: esteato-hepatite ndo alcodlica; Al: hepatopatia auto-imune;

CRIPTO: doenga hepatica criptogénica; CROMO: hemocromatose
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Em 84 individuos, o resultado do anticorpo anti-HBc total estava disponivel e
destes, 14 (16,7%) apresentaram anti-HBc positivo (Figura 3); anticorpo anti-HBs foi
analisado em 83 individuos e estava positivo em 37 deles (44,6%); 14 pacientes
apresentaram os dois marcadores positivos e 47 apresentaram os dois marcadores

negativos .

@ Negativo
M Positivo

O Indisponivel

Figura 3 - Gréfico dos resultados do teste soroldgico anti-HBc. (Dos 104 individuos, foi possivel obter
o resultado do anti-HBc em 84. Entre os 84 individuos, 14 apresentavam o anti-HBc positivo e em 70 o anti-HBc estava

negativo.)

A analise dos resultados do teste soroldgico anti-HBc pelos grupos etiolégicos

esta ilustrada na Figura 4.
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Figura 4 - Graficos de barra dos casos do resultado do teste sorolégico anti-HBc pelos

grupos etioldgicos do estudo.

5.2 Representatividade das biépsias hepaticas

A representatividade das biopsias hepaticas foi avaliada pelo tamanho dos
fragmentos e pelo numero de tratos portais. A distribuicao do tamanho dos fragmentos, em
milimetros (mm), esta representada na Figura 5.

Observa-se distribuicdo do tamanho dos fragmentos muito proxima da curva
normal (linha vermelha da Figura 5), com tamanho médio em torno de 13 milimetros.
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Figura 5 - Histograma do tamanho dos fragmentos de bidpsias hepaticas.

O comportamento do numero de tratos portais, diferentemente do tamanho,
apresenta ampla variabilidade, sem esboc¢o de curva normal aproximada, apesar da maior
concentracdo em torno de oito tratos portais (Figura 6).

A qualidade do DNA presente nas amostras estudadas foi analisada através da
relagdo A260/A280. Os acidos nucleicos absorvem luz no comprimento de onda de 260nm.
As proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 280nm. Sendo assim, a relagao
A260/A280 fornece um parametro de avaliacdo da qualidade das preparagdes de acidos

nucleicos. O DNA é considerado puro quando a relagdao A260/A280 esta entre 1,8 e 2.
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Valores inferiores a 1,8 resultam de contaminagdo com proteina. A Figura 7 mostra que o
DNA presente ndo apresentava boa qualidade.
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Figura 6- Grafico de pontos da distribuigdo do nimero de tratos portais.
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Figura 7 - Pureza do DNA nas amostras (relagdo A260/A280)
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5.3 Graduacao histopatoldgica

As amostras foram classificadas de acordo com os critérios METAVIR e estédo
discriminadas na Tabela 4. Dos 104 pacientes, 35(33,6%) apresentaram atividade
classificada como moderada ou grave (A2 ou A3); 14 (13,5%) nao apresentaram atividade
necro-inflamatéria (A0); 22 (21,1%) apresentaram fibrose acentuada ou cirrose (F3 ou F4); e

42 (40,4%) nao apresentaram evidéncia histologica de fibrose hepatica.

Tabela 4 - Classificagéo histolégica dos individuos investigados segundo a classificacdo de METAVIR

Histologia Individuos (n=104)

Média METAVIR de atividade + DP 1,2+ 0,7

A0 14 (13,5%)
A1 55 (52,9%)
A2 31 (29,8%)
A3 4 (3,9%)

Total 104 (100%)
Média METAVIR de fibrose + DP 1,3+1,4

FO 42 (40,4%)
F1 24 (23,1%)
F2 16 (15,4%)
F3 11 (10,6%)
F4 11 (10,6%)
Total 104 (100%)

AO= auséncia de atividade inflamatéria histolégica, A1= atividade leve,
A2= atividade moderada, A3= atividade intensa. FO= sem fibrose, F1= fibrose portal

sem septos, F2= poucos septos, F3= numerosos septos sem cirrose, F4=cirrose.

5.4 Nested-PCR

A Figura 8 apresenta a eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos de

PCR obtidos em um dos experimentos.

5.4.1 Protocolo 1

O DNA do HBV foi amplificado em 13 (12,5%) dos 104 pacientes avaliados.
Entre os individuos com a PCR positiva, a média de idade foi 49,6 £13,2 anos, variando de

23 a 70 anos. Entre os individuos PCR negativa, a média de idade foi 47,5 + 12,6 anos,
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variando de 18 a 73 anos. Nao houve diferengca entre a média de idade do grupo de
pacientes com PCR positiva quando comparado com o grupo com PCR negativa (p=0,569).

Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. Produtos de
amplificagdo por PCR do DNA do HBV.

(1. marcador de peso molecular em escala de 100 pb; 2-4:controle positivo; 5-12: amostras)

Na Tabela 5 foi sumarizado o resultado da PCR realizada conforme o
protocolo descrito por Raimondo et al.(9) de acordo com a etiologia de base da

hepatopatia crénica.

Tabela 5- Resultado da PCR de acordo com a etiologia da hepatopatia cronica.

Etiologia HBV-DNA

Negativo Positivo Total
HCV 37 (86,0%) 6 (14,0%) 43 (100,0%)
EHNA 21 (95,5%) 1 (4,5%) 22 (100,0%)
Auto-imune 23 (85,2%) 4 (14,8%) 27 (100,0%)
Criptogénica 8 (80,0%) 2 (20,0%) 10 (100,0%)
Hemocromatose 2 (100,0%) 0 (0,0%) 2 (100,0%)
Total 91 (87,5%) 13 (12,5%) 104 (100,0%)

PCR: reagdo em cadeia da polimerase, HCV: hepatite C cronica, EHNA: esteato-hepatite ndo alcodlica.

Em nove (69,2%) desses 13 casos cuja PCR foi positiva, o anti-HBc estava

positivo. Houve associacao entre a PCR positiva e anti-HBc¢ positivo (p<0,01). Entre os 68
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individuos com PCR negativa em que o anti-HBc foi analisado, apenas cinco individuos
(7,4%) apresentaram esse anticorpo positivo (p<0,01).

O anti-HBs estava positivo em 12 (92,3%) dos 13 pacientes com HBO e em 25
(35,7%) de 70 pacientes sem HBO (p<0,01).

Quando comparados os pacientes com PCR positiva e negativa e a presenga de
marcadores do HBV (anti-HBs ou anti-HBc) observou-se que entre os 13 individuos com
PCR positiva apenas um (7,7%) apresentou todos os marcadores negativos e 12 (92,3%)
apresentaram pelo menos um marcador positivo. Entre 71 individuos com PCR negativa
para o HBV, 46 (64,8%) apresentaram todos os marcadores negativos e 25 (35,2%)
apresentaram pelo menos um anticorpo positivo (anti-HBc e/ou anti-HBs) (p= 0,000). Os

dados referentes aos marcadores de infec¢ao pelo HBV estdo sumarizados na Tabela 6.

Tabela 6 - Relagcéo entre HBV-DNA e marcadores de infec¢ao prévia pelo HBV

Marcadores de infecgao prévia pelo HBV

HBV-DNA Negativos anti-HBc e/ou anti-HBs positivos Total

Negativo 46 (64,8%) 25 (35,2%) 71 (100,0%)
Positivo 1(7,7%) 12 (92,3%) 13 (100,0%)
Total 47 (56,0%) 37 (44,1%) 84 (100,0%)

Resultados dos anticorpos disponiveis para 84 casos.

A associacao entre a PCR positiva e hepatite crénica pelo HCV foi analisada,
ndo se encontrando associagcao estatisticamente significativa entre a PCR positiva e
infecgéo pelo HCV (p=0,768).

Em 81 dos 104 pacientes foi possivel obter informacdo sobre o histérico de
hemotransfusao. Quatro dentre 11 (36,4%) pacientes com PCR positiva e 14 (20%) dentre
70 com PCR negativa receberam hemotransfusdo. Nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre a presencga de HBO e o histdrico transfusional (p=0,275) .

Entre os 91 pacientes com PCR negativa para o HBV, 31 (34,1%) apresentaram
atividade inflamatéria moderada ou grave (A2 ou A3 de METAVIR) a histologia hepatica.
Nos 13 pacientes com PCR positiva, quatro (30,8%) apresentaram atividade inflamatéria
moderada ou grave. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a presenca da
HBO e a ocorréncia de atividade inflamatéria moderada ou grave (p=1,00). Os dados

referentes a atividade inflamatéria identificada a histologia estao discriminados na Tabela 7.

Tabela 7 - Grau de atividade inflamatéria e presen¢ca do HBV-DNA

METAVIR HBV-DNA
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A2 ou A3 Negativo Positivo Total
Nao 60 (87,0%) 9 (13,0%) 69 (100,0%)
Sim 31 (88,6%) 4 (11,4%) 35 (100,0%)
Total 91 (87,5%) 13 (12,5%) 104 (100,0%)

A2= atividade moderada, A3= atividade intensa.

Dos 13 pacientes com PCR positiva para o HBV DNA, trés (23,1%)
apresentaram fibrose grave ou cirrose (F3 ou F4 de METAVIR) e entre os 91 individuos em
que a PCR foi negativa, 19 (20,9%) apresentaram fibrose acentuada ou cirrose. Nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre a presenca de fibrose grave ou
cirrose entre os individuos com PCR positiva e negativa (p=1,000). Os dados foram

resumidos na Tabela 8.

Tabela 8- Associagao entre PCR positiva para HBV pelo protocolo 1 e bidpsia hepatica mostrando

fibrose grave ou cirrose

METAVIR HBV-DNA

F3 ou F4 Negativo (%) Positivo (%) Total (%)
Nao 72 (87,8%) 10 (12,2%) 82 (100%)
Sim 19 (86,4%) 3 (13,6%) 22 (100%)
Total 91 (87,5%) 13 (12,5%) 104 (100%)

F3:numerosos septos sem cirrose, F4:cirrose

5.4.2 Protocolo 2

A frequéncia de PCR positiva para o HBV-DNA encontrada utilizando o protocolo
de Chapel et al.(27) foi 8,7% (nove casos em 104). Entre os individuos com PCR positiva
pelo protocolo 2, a média de idade foi 42,4 + 10,6 anos, variando de 23 a 55 anos. Entre os
individuos com PCR negativa pelo protocolo 2, a média de idade foi 48,2 + 12,7 anos,
variando de 18 a 73 anos. Nao houve diferengca entre a média de idade do grupo de
pacientes com PCR positiva quando comparado com o grupo com PCR negativa (p= 0,179).

Dos nove casos com PCR positiva, quatro (44,4%) tinham hepatopatia cronica
associada ao HCV. Também n&o foi encontrada associagao, neste caso, entre PCR positiva
e hepatopatia pelo HCV (p=1,000).

Dos nove pacientes positivos, trés (33,5%) apresentaram anti-HBc positivo,
conforme demonstrado na Tabela 9. A ocorréncia de PCR positiva, segundo os critérios de

Chapel et al.(27), nao foi associada a presenga do anti-HBc positivo (p=0,125).
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Tabela 9 - Prevaléncia de anticorpos anti-HBc de acordo com o resultado da PCR segundo o

protocolo 2.
Anti-HBc
HBV-DNA Negativo Positivo Total
Negativo 65 (92,9%) 11 (78,6%) 76 (90,5%)
Positivo 5(7,1%) 3 (21,4%) 8 (9,5%)
Total 70 (100,0%) 14 (100,0%) 84 (100,0%)

Resultado do anti-HBc disponivel para 84 casos.

A associagao entre os casos positivos diagnosticados pelos critérios de Chapel
et al.(27) e historico transfusional foi investigada mas nao houve diferenga estatisticamente
significativa (p=1,000).

Entre os 95 pacientes com PCR negativa para o HBV, 33 (34,7%) apresentaram
atividade inflamatoéria moderada ou grave (A2 ou A3 de METAVIR) na histologia da bidpsia
hepatica Dos nove pacientes com PCR positiva, dois (22,2%) apresentaram atividade
inflamatéria moderada ou grave. Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre a
presenga de PCR positiva pelos critérios de Chapel et al.(27) e a ocorréncia de atividade
inflamatoria moderada ou grave (p=0,714).

Dos nove pacientes com PCR positiva para o HBV DNA, dois (22,2%)
apresentaram fibrose grave ou cirrose (F3 ou F4 de METAVIR) e entre os 95 individuos em
que a PCR foi negativa, 20 (21%) apresentaram fibrose grave ou cirrose. Nao foi observada
diferenga estatisticamente significativa entre a presencga de fibrose grave ou cirrose entre os

individuos com e sem PCR positiva (p=0,675).

5.4.3 Casos de HBO (PCR positiva nos protocolos 1 e 2)

Considerando-se os casos identificados por ambos os protocolos a frequéncia de
HBO encontrada foi 6,7% (sete casos em 104 individuos testados).

Nao houve diferenga de idade (p=0,244) ou sexo (p=0,698) entre os pacientes
com e sem HBO.

Também nao foi encontrada associagcdo entre HBO e qualquer etiologia de
hepatopatia de base (p=0,169).

Nao houve associacdo entre HBO e a ocorréncia de marcadores de infecgao
prévia pelo HBV (anti-HBc) (p=0,086).

A presenga de HBO néo foi associada a histéria de hemotransfusao (p=1,000)
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A HBO néo foi associada a graus mais elevados de atividade inflamatéria (A2 ou
A3 de METAVIR) ou fibrose hepatica (F3 ou F4 de METAVIR) (p=0,418 e p=0,637,
respectivamente).

Com relagdo ao tamanho do fragmento de bidpsia analisado ndo houve
associagao entre o tamanho do fragmento e a ocorréncia de HBO (p=0,277). O numero de
tratos portais presentes no fragmento de bidpsia também nao foi associado a ocorréncia de
HBO (p=0,334).

5.5 Caracterizagao e descricao dos casos com PCR positiva para HBV-
DNA

O protocolo de Raimondo et al. (9) permitiu identificar 13 casos de HBO, sendo
que sete destes (53,9%) também foram identificados pelo protocolo de Chapel et al.(27)

Sete (53,9%) dentre os 13 casos eram individuos do género feminino. A mediana
de idade dos pacientes foi 52 anos, sendo a média 49,6 +13,2 anos. O paciente mais jovem
tinha 23 anos e o mais velho 70 anos. Entre os 13 casos, seis (46,2%) tinham hepatopatia
cronica associada ao HCV, um (7,7%) tinha EHNA, quatro (30,8%) hepatopatia auto-imune
e dois (15,4%) hepatopatia criptogénica. Dos 11 casos em que foi possivel obter informacgao
sobre o passado transfusional, quatro (36,4%) tinham histéria positiva. Nove (69,2%) tinham
anti-HBc positivo e 12 (92,31%) anti-HBs positivo.

Apenas dois casos de HBO foram identificados apenas pelo protocolo de Chapel
et al. (27) Um caso se tratava de paciente do sexo masculino, 42 anos de idade, todos os
marcadores do HVB eram negativos e a causa da hepatopatia cronica de base foi atribuida
ao HCV. Sua classificacdo de METAVIR foi A2F2. O outro caso se tratava de uma paciente
do sexo feminino de 29 anos de idade, também portadora do HCV, mas nao foi possivel
obter os resultados dos marcadores de infecgéo prévia pelo HBV. O METAVIR foi A1F1.

O protocolo proposto por Raimondo et al.(9) detectou mais amostras com o HBV
DNA quando comparado ao protocolo de Chapel et al(27) A positividade de HBO pelo
método de Raimondo et al.(9) foi de 12,5% e pelo método de Chapel et al.(27) de 8,7%,

conforme apresentado na Tabela 10.

Tabela 10 - Comparagao dos resultados obtidos na PCR realizada usando 2 protocolos diferentes.

HBV-DNA Protocolo 1 Protocolo 2
Negativo 91 (87,5%) 95 (91,3%)
Positivo 13 (12,5%) 9 (8,7%)

Total 104 (100,0%) 104 (100,0%)
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O valor do coeficiente de concordancia de Kappa, considerando a comparagao
dos resultados dos protocolos 1 e 2, foi de 0,595, mostrando que houve uma concordancia

substancial entre o resultado obtido nos dois testes.
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6 DISCUSSAO

Infec¢do oculta pelo HBV foi detectada em 6,7% dos 104 individuos portadores
de hepatopatia crénica investigados, considerando-se apenas os casos em que a PCR foi
positiva segundo os dois protocolos. A positividade identificada pelo protocolo de Raimondo
et al.(9) foi de 12,5%. Segundo protocolo de Chapel et al.(27), a positividade de HBO
encontrada foi de 8,7%. O protocolo de Raimondo et al.(9) apresentou maior detecgdo do
HBV-DNA quando comparado com o protocolo de Chapel et al.(27), mas essa diferenca
pode ter sido devida a resultados falso-positivos. O protocolo de Chapel et al.(27) detectou
menos casos positivos para o HBV-DNA, mas também nao se pode afastar a possibilidade
de resultados falso-positivos ou negativos.

Considerando-se que a presenca de HBO em individuos com hepatopatia
crbnica variou de 0,7% a 73% entre os diversos paises,(12, 27, 28, 35, 45, 48, 53, 54) os
resultados apresentados encontram-se na faixa descrita. No Brasil, a frequéncia de HBO
variou de 2%(17) a 19,5%(16) e as diferengas de metodologia usadas para detecgédo do
HBV DNA sao uma provavel causa dessa discrepancia. Ha também que se considerar as
diferengas na prevaléncia de infecgao pelo HBV em diferentes regides do pais.

Em Minas Gerais, a positividade encontrada de HBO em figado explantado foi
4,4% (20) portanto, proximo do que foi encontrado no presente estudo, quando se
consideram casos de HBO apenas aqueles identificados por ambos os protocolos. O estudo
de Ferrari et al.(20) foi realizado na mesma instituicdo do estudo atual e empregou-se
também o protocolo de Raimondo et al.(9) Ferrari et al.(20) analisaram apenas tecido
hepatico fresco removido de figado explantado de pacientes cirréticos, o que fornece
fragmentos maiores para analise, facilitando a detec¢do do HBV DNA. No presente estudo
foram analisados fragmentos de bidpsia hepatica obtida por pun¢ao e que se encontravam
armazenados em parafina. No entanto, ao contrario do que se esperava, considerando-se a
natureza do material, a positividade de HBO encontrada no estudo atual foi
aproximadamente trés vezes superior empregando-se o mesmo protocolo. Cabe ressaltar,
que no estudo citado previamente(20), foi feito sequenciamento e foram considerados casos
de HBO somente aqueles nos quais 0 genoma do HBYV foi identificado por aquela técnica.
Dessa forma, & possivel sugerir a ocorréncia de resultados falso-positivos quando se
emprega a PCR isoladamente para se diagnosticar HBO. Pode-se também questionar se a
presenca de cirrose poderia dificultar o encontro do HBV DNA. Todos os pacientes do
estudo anteriormente citado(20) eram cirréticos e do estudo atual, apenas 3% eram F3 ou

F4 de METAVIR. S&do argumentos contra esta hipétese, os estudos de Cacciola et al.(12),
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Sagnelli et al.(50) e Squadrito et al.(45) nos quais a HBO foi associada a estagios mais
graves de fibrose hepatica ou cirrose.

O presente estudo ndo demonstrou associagdo entre a presenca da HBO e a
presencga de fibrose hepatica grave ou cirrose, diferentemente do que foi demonstrado nos
estudos de Cacciola et al.(12), Sagnelli et al.(50) e Squadrito et al.(45) As diferengas em
relacdo aos estudos prévios poderiam ser explicadas pela diferenga da prevaléncia da HBO
entre as diferentes regides do mundo e a diferenga entre a sensibilidade e especificidade
dos métodos utilizados para identificar a HBO. Assim, a associagédo entre HBO e o grau de
fiborose hepatica em pacientes com hepatopatia crénica ainda necessita de maiores
investigagdes.

Hepatite cronica pelo HCV nao foi associada a ocorréncia de HBO na presente
investigagdo. Assim, diferentemente do que é relatado em outros estudos,(12, 15, 50, 87)
nao foi possivel encontrar associagao significativa entre HBO e infecgao crénica pelo HCV.
Essa discrepancia pode ser devido ao pequeno numero de individuos estudados, o que
pode ter impedido o encontro de associacéao.

A presenca de marcadores de infecgao prévia pelo HBV (anti-HBc e/ou anti-HBs)
foi associada a HBO apenas no protocolo 1, uma vez que a grande maioria dos pacientes
com HBO apresentavam pelo menos um marcador positivo e cerca de um terco dos
individuos com marcadores positivos apresentaram DNA do HBV positivo. Estudos
anteriores confirmam essa associagdo(12, 36, 51, 56) e ja foi sugerido que o anti-HBc
poderia ser considerado um marcador sentinela de HBO.(8)

O presente estudo nédo incluiu pacientes com CHC e, portanto, a associagao
entre HBO e carcinogénese nao pdde ser avaliada.

Nao foi realizado no presente estudo quantificagdo da carga viral no soro dos
individuos estudados, o que impossibilita afastar os casos de mutagédo do gene S com a
producao de um HBsAg nao identificado pelos ensaios convencionais nos individuos
estudados. Por se tratar de um estudo no qual se utilizaram dados colhidos
retrospectivamente, na ocasido da realizagdo da biopsia, também nao foram utilizados
anticorpos multivalentes para a deteccao do HBsAg no soro. Porém considerando-se que a
prevaléncia de mutagcado no gene S nas diversas regides do mundo € muito baixa (24, 32,
62-64) é pouco provavel que isso tenha relevancia nos resultados apresentados.

A maioria das amostras analisadas apresentaram mais de cinco tratos portais
e mais de 10 mm de comprimento. No entanto, analise da qualidade do DNA mostrou que
em apenas 16,3% das amostras a qualidade do DNA foi adequada, o que poderia interferir
com os resultados. O método de bidpsia em parafina, apesar de inferior ao método de

analise a fresco, se mostrou capaz de detectar HBO em nosso estudo.
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O estudo mostrou diferenca nos resultados apresentados pelos dois protocolos,
reforgando a necessidade de melhor padronizagdo do método para se diagnosticar HBO. E
possivel questionar se o grande numero de iniciadores utilizados no protocolo 1 ndo poderia
ter gerado ligagdes inespecificas, colaborando para resultados falso-positivos.

Uma das limitacbes do presente estudo foi a impossibilidade de se fazer o
sequenciamento genético das amostras positivas, 0 que ocorreu por limitagdo técnica. As
amostras apresentaram quantidade muito pequena de DNA e as reagbes de PCR geraram
pequenos fragmentos inespecificos que interferiram com as reagbes. Estudos posteriores
seriam importantes para se confirmar os achados deste estudo.

Assim, sdo necessarios estudos maiores para padronizagdo do método
diagnéstico de HBO. Além disso, € importante a realizagao de estudos prospectivos para se
esclarecer o real impacto da HBO sobre a progressado das hepatopatias e o papel do HBV

oculto na hepatocarcinogénese.
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APENDICE A -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Estudo da prevaléncia da infec¢do oculta pelo virus da hepatite B em pacientes

com hepatopatia crénica acompanhados em centro de referéncia de Minas Gerais

O (A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), de um
estudo cientifico com o objetivo de investigar a presenga de infec¢cao oculta pelo virus da
hepatite B em pacientes com doencas crénicas do figado de causas variadas. O estudo sera
realizado em pacientes com doencgas crénicas do figado em que os exames de sangue nao
foram capazes de detectar a hepatite B. Muitos pacientes nos quais os exames de rotina de
pesquisa da hepatite B sdo negativos possuem esse virus no figado. Pacientes com esse
tipo de infeccdo podem transmitir a hepatite B caso fagam uma doagao de sangue, por
exemplo. Além disso, podem desenvolver a doenga quando recebem medicamentos que
diminuem a imunidade. Aparentemente, as pessoas que apresentam esse virus oculto
associado a outras doengas do figado possuem maior chance de desenvolver cirrose e
cancer de figado. Uma forma de detectar essa infecgéo oculta € pesquisando a presenga do
DNA do virus em biopsia de figado. Ainda ndo se sabe no Brasil qual € o nimero real de
pessoas que apresentam essa forma de infecgao.

Caso vocé concorde em participar da pesquisa, serdo coletados dados clinicos
constantes no seu prontuario e sera feita a pesquisa do virus na biopsia de figado que vocé
fez no passado.

Os pesquisadores manterao em sigilo a identidade dos participantes, inclusive
em qualquer publicacdo resultante do estudo, garantindo-se total anonimato e
confidencialidade.

O (A) Sr.(a) podera recusar-se a participar da pesquisa, ou mesmo afastar-se
dela a qualquer momento, sem que isso traga qualquer prejuizo a sua assisténcia no
Hospital das Clinicas. Antes de assinar esse termo, o (a) Sr.(a) deve informar-se
plenamente a respeito do estudo, ndo tendo medo ou vergonha de fazer perguntas sobre
qualquer assunto que queira esclarecer.

E importante ter conhecimento das seguintes informacdes sobre o estudo:

Objetivo do estudo: conhecer a prevaléncia da infecgdo oculta pelo virus da hepatite B em

paciente com outras doengas do figado acompanhados no ambulatério especializado.

Procedimentos a serem realizados: se vocé for participar do presente estudo, um

pesquisador coletara os dados clinicos e resultados dos exames complementares do seu

prontuario e preenchera um protocolo. Serdo realizados exames para pesquisa do virus da
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hepatite B no material de bidpsia que vocé realizou e que se encontra armazenado no
Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da
UFMG. Vocé nao recebera nenhuma intervencao adicional por causa da pesquisa.

Riscos potenciais: ndo ha riscos importantes envolvidos em participar deste estudo pois s6

se utilizara dados ja colhidos e a biopsia vocé ja realizou como parte do seu
acompanhamento médico.

Beneficios: ndo ha beneficios em termos individuais imediatos. No entanto, esperamos
contribuir para o conhecimento sobre essa doenca.

O que devo fazer se tiver duvidas ou perguntas: se vocé tiver qualquerpergunta, pode

fazé-la na consulta a seumédicooutelefonarparands. Vocé pode telefonarpara Dra. Teresa
Cristina de Abreu Ferrari, no numero (31)3409-9746 ou para a Dra. Alessandra Coutinho de
Faria no numero (31)88955007. Caso tenha alguma duvida sobre os seus direitos como
paciente da pesquisa, vocé devera ligar para o Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) no numero (31)3409-4592, situado
a Av. Anténio Carlos, 6627, Campus da Pampulha, Unidade Administrativa Il - segundo
andar, sala 2005. CEP: 31270-901, Belo Horizonte-MG; e-mail: coep@prpg.ufmg.br.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

Eu li esteformulario de consentimento (oualguém o explicou paramim), todas as
minhasperguntas foram respondidas e concordo em participar deste estudo. Estou ciente de
queeu posso sair a qualquermomento, semperder o direito de recebercuidadosmédicos. Nao

receberei remuneracgao financeira para participar dessa pesquisa.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente:

Nome do investigador que prestou as informacgoes:

Assinatura e CRM do investigador que prestou as informagdes:

Data: / /




ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 32140914.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 1°. de outubro de 2014, o projeto de pesquisa intitulado "Estudo
da prevaléncia da infecgdo oculta pelo virus da hepatite B em
pacientes com hepatopatia crénica acompanhados em centro de
referéncia de Minas Gerais" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um

ano apos o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.

5/ YO{(,/‘(L 10S A0 ﬂég'
C" Profa. Dra. Telma

Campos Medeiros Lorentz
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 -~ BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coepid prpg.utmg.br
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