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RESUMO

Resultados: O virus da hepatite B (HBV) é um virus envelopado cujo material genético é
armazenado sob a forma de DNA de fita dupla, pertencente a familia Hepadnaviridae e que
apresenta um tropismo primario por células hepaticas. O HBV é transmitido principalmente
pelas vias parenteral e sexual e é considerado 50 a 100 vezes mais infeccioso que o HIV. A
hepatite B desencadeia uma resposta imune mediada por células, principalmente por células T
e células Natural Killer (NK), consideradas principais responsaveis pela lesdo hepatica.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil linfocitario em sangue periférico de
individuos no curso da infeccdo pelo virus da hepatite B. Material e métodos: Foi realizada a
contagem total dos leucdcitos (citbmetro automatizado — Wiener lab. Counter 19) e a
contagem linfocitaria por andlise imunofenotipica em citometria de fluxo (FACSCalibur —
BD, software Cell Quest, utilizando os kit Lymphogram® e Perfect-Count Microspheres®),
identificando os valores relativos e absolutos de linfécitos B, linfocitos T totais, linfocitos T
auxiliar, linfécitos T citotdxicos e células NK de 50 voluntarios com hepatite B cronica e 41
voluntarios ndo infectados. Foram realizadas compara¢Ges quanto ao tratamento e a carga
viral. Os softwares SPSS versdo 18 e GraphPad versdo 5 foram utilizados para o célculo.
Resultados: Ndo foram encontradas diferencas nos leucdcitos totais e nos linfocitos B entre
as populacdes estudadas. As populacdes de linfocitos T e de linfocitos T citotdxicos,
independente do tratamento e da carga viral, apresentaram-se menores nos individuos com
hepatite B, enquanto que os valores das células NK foram maiores nos mesmos individuos.
Conclusdo: O perfil linfocitario dos individuos infectados pelo HBV apresentou uma
diminuicdo de linfocitos T e de linfocitos T citotdxicas e um aumento de células NK.

Palavras Chaves: hepatite B, linfocitos, imunofenotipagem, tratamento.
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ABSTRACT

Introduction: HBV is a Hepadnaviridae and enveloped virus, whose genetic material is
stored in the form of double stranded DNA and it has a main tropism for liver cells. HBV is
transmitted mainly sexually and perenterally, and is considered 50-100 times more infectious
than HIV infection. The hepatitis B infection triggers an immune response mediated by cells,
particularly T cells and Natural Killer cells (NK cells), which are responsible for liver
damage. Objective: The aim of this study is to evaluate the profile of the lymphocytes in
peripheral blood of individuals infected with hepatitis B. Material and methods: The
leukocyte count was performed by automated cytometer (Wiener lab. Counter 19) and the
lymphocyte counts were performed by immunophenotyping analysis in flow cytometry
(FACSCalibur-BD Biosciences Cell Quest Software, using the kits Lymphogram® e Perfect-
Count Microspheres®), identifying the relative and absolute values of B lymphocytes, T
lymphocytes, helper T lymphocytes, cytotoxic T lymphocytes and NK cells from 50
volunteers with chronic hepatitis B and 41 uninfected volunteers. Comparisons were made as
to treatment and viral load. The software SPSS version 18 and GraphPad version 5 were used
to perform the calculations. Results: No differences were found in total leukocytes and
lymphocytes B in the populations studied. T lymphocytes and cytotoxic T lymphocytes,
regardless of treatment and the viral load, was lower in subjects with hepatitis B, whereas NK
cells had higher values in these individuals. Conclusion: The profile of lymphocytes of
individuals infected with HBV was characterized by a decrease of T-lymphocytes and
cytotoxic T lymphocytes and an increase of NK cells.

Keywords: hepatitis B lymphocytes, immunophenotype, treatment.
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1 INTRODUCAO

A Hepatite B é uma infeccdo ocasionada pelo Virus da Hepatite B (HBV), que pode
causar uma inflamacéo crénica no figado e evoluir para cirrose hepética e hepatocarcinoma,
representando, assim, um grande problema de salde publica. Estima-se que dois bilhdes de
pessoas foram infectadas com o HBV e mais de 240 milhdes estdo infectados cronicamente
por esse virus. Cerca de 600 mil pessoas morrem todo ano em funcdo de complicacGes da
hepatite B (WHO, 2012).

Em 1965, foi relatada a descoberta do antigeno de superficie da hepatite B (AgHBS),
conhecido na época como antigeno Australia (AgAu), e do anticorpo especifico a este
antigeno, o anti-HBs. Pouco tempo depois, em 1971, caracterizava-se uma estrutura nomeada
de particula de Dane, o pacote viral completo do virus da hepatite B. Desde entdo, progressos
consideraveis tém sido feitos a respeito da epidemiologia, virologia, historia natural e
tratamento desse virus primariamente hepatotropico (PURCELL, 1993).

A interacdo entre o virus e a resposta imunoldgica do hospedeiro define o curso clinico
da infeccdo, além de ser responsavel pela patogenia e pelas manifestacdes clinicas da doenca.
A cronificacdo da doenca é resultado de uma resposta imune deficiente ou debilitada, incapaz
de resolver a infeccdo. Dos pacientes com infeccdo aguda, 90% evoluem para a cura
espontaneamente, sem precisar de tratamento e 10% evolui para uma infeccdo cronica,
variando de portadores inativos com baixos niveis de replicacdo do virus a pacientes com alta
carga viral. A inflamacéo ativa pode progredir para uma cirrose ou hepatocarcinoma celular
(HCC). Infec¢bes adquiridas no periodo perinatal ou durante a infancia estdo associadas com
uma falha no clareamento do virus e desenvolvimento de infeccdo cronica (PYRSOPOULOS,
2011).

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o perfil linfocitario em sangue periférico

de individuos portadores da infecgédo pelo virus da hepatite B.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO VIRUS HBV

O HBV é um virus pertencente a familia Hepadnaviridae com tropismo principal pelas
células hepéticas. Apresenta-se como uma particula esférica de 42 nm de didmetro (chamada
de particula de Dane), constituida por um involucro externo (envelope viral) e por um
nucleocapsideo. O envelope viral é composto de lipidios, proteinas e carboidratos. Sobre a
superficie do envelope estd um mosaico de glicoproteinas, conhecido coletivamente como
antigeno de superficie do HBV (AgHBs). No interior da particula se encontra o
nucleocapsideo icosaédrico, contendo o antigeno do core (AgHBc), o genoma viral e a
proteina DNA polimerase, além de proteinas do hospedeiro (Figura 1) (RODRIGUEZ-
FRIAS; JARDI, 2008).

Seu genoma viral — uma cadeia

Figura 1 — Representa¢do esquematica do HBV. . )
de DNA de fita dupla parcial e

Core Icosaédrico - _Envelope Viral- circular — contém cerca de 3200
.) Antigeno de superficie -
AgHES nucleotideos e apresenta quatro

fases de leitura aberta (ORF —
Open Reading Frames): S, C, P
e X. A regido S codifica

et proteinas de superficie do
DHA envelope (AgHBs). O gene C
polimerase possui dois codons de iniciacio
em fase que codificam duas
proteinas. Quando a traducdo
ocorre a partir do primeiro
2002 Jamas A. Parkins
codon, codifica-se uma proteina,
Fonte: Adaptado de http://www.ibibiobase.com/.../HBV .jpg que depois de processada, é

secretada como antigeno “e” (AgHBe), presente no soro de pacientes com replicacdo do
HBV. Em algumas situacbes podem ocorrer mutacfes nesta regido pré-core ou na regido
promotora (chamada BCP do inglés “Basic Core Promoter”) que impedem a expressao do

AgHBe. Com isso, 0 paciente pode apresentar replicacdo do HBV e sorologia negativa para o
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AgHBe. Quando o gene C é traduzido a partir do segundo cddon, codifica-se a proteina do
core, 0 AgHBC, que estd presente no nucleocapsideo de virions em células hepéticas, néo
sendo detectado no soro. Além disso, 0 AgHBc esta integrado ao genoma viral e a DNA
polimerase, sendo essencial para a funcdo e maturacdo do virion. O gene P codifica a DNA
polimerase, a qual também funciona como uma transciptase reversa e é alvo de varios
antivirais. O gene X codifica 0 AgHBX, que parece estar envolvido nos processos de
carcinogénese, através de transativacdo de promotores celulares e virais (CARRILHO; ONO-
NITA, 2008; RODRIGUEZ-FRIAS; JARDI, 2008).

Atualmente, o HBV ¢ classificado em oito gendtipos (A-H), baseado numa
divergéncia minima do DNA viral de pelo menos 8%. A prevaléncia dos gendtipos varia de
acordo com a regido. O genotipo C, quando comparado com o B, parece estar mais associado
com uma baixa taxa de soroconversao espontanea do AgHBe e uma longa duragcdo com altos
niveis de replicagdo, acompanhado de uma atividade inflamatoria mais severa, podendo levar
a um maior progresso da doenga, com uma resposta menos favoravel ao tratamento com
agentes antivirais (PYRSOPOULOS, 2011; FATTOVICH; BORTOLOTTI; DONATO,
2008).

As mutacfes na regido pré-core do HBV sdo mais comuns nos genétipos B, C e
principalmente no D. Os genotipos A e B respondem melhor ao tratamento com intérferon a
quando comparados aos C e D. No Brasil predominam os genotipos A e F (este com uma
prevaléncia menor), contudo, estudos utilizando técnicas mais sensiveis demonstraram haver
a presenca do genotipo D em populacdes antes ndo suspeitadas (FERREIRA; BORGES,
2007; PARANA et al, 2009).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E VIAS DE TRANSMISSAO

O HBV é considerado um dos virus mais infectivos. Uma sé particula € capaz de
infectar o ser humano. O periodo de incubacdo varia de seis semanas a seis meses. No
hepatdcito, 0 virus da hepatite B replica-se produzindo 10™ cépias por dia, enquanto que o
virus da hepatite C e 0 HIV produzem 10° cépias por dia. O HBV pode sobreviver até uma
semana fora do corpo humano, 1 a 3 dias no plasma e de 10-100 dias no hepatdcito
(FONSECA, 2008).
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A hepatite B é transmitida, fundamentalmente, por vias parenteral e sexual, através da
exposicdo de sangue e outros fluidos biolégicos contaminados, como por exemplo, no
compartilhamento de seringas e agulhas entre usuarios de drogas, em transfusGes de sangue
ou hemoderivados e em acidentes com material bioldgico. A transmissao também pode se dar
por outros tipos de exposigdes percutaneas, incluindo tatuagens, piercings, uso compartilhado
de utensilios perfuro-cortante que tenham sido utilizados por portadores do HBV (como
barbeadores, navalhas, laminas de depilacéo, tesouras, alicates de unha entre outros) (MELO;
ISOLANI, 2011; LIAW; CHU, 2009).

A transmissdo da hepatite B também se da verticalmente, da mée para o filho,
principalmente em areas endémicas. A transmissdo perinatal ocorre mais frequentemente

durante o parto e mais raramente (menos que 2%) intra-uterina (SHEPARD et al, 2006).

A frequéncia de infeccdo e os padrdes de transmissdo variam em diferentes partes do
mundo. Aproximadamente 45% da populacdo global vive em areas com alta prevaléncia de
hepatite B crénica (havendo mais de 8% da populacdo AgHBs positivo), 43% vive em areas
com prevaléncia moderada (tendo 2 a 7% da populacdo AgHBs positivo) e 12% em areas com
baixa prevaléncia (menos de 2% da populacdo AgHBs positivo) (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2011).

No Brasil, a prevaléncia de infectados com o HBV é de 7% na Amaz6nia, em algumas
regides do Espirito Santo e de Santa Catarina e menos que 2% nas demais regides, (BRASIL,
2012b).

De acordo com o Ministério da Saude, entre os anos de 1999 e 2009, 96.044 casos de
hepatite B foram confirmados. Desses, mais de 50% se concentraram em individuos entre 20
e 39 anos, com quadro de evolugdo aguda em cerca de 90% (BRASIL, 2010). Na Bahia, no
ano de 2010, foram confirmados 403 casos de hepatite B (BRASIL, 2012a).

2.3 HISTORIA NATURAL DA HEPATITE B

A infecgdo aguda pelo HBV costuma ser benigna, assintomatica, com alto indice de
cura — dois tercos dos individuos infectados evoluem para a cura, um terco tem manifestacoes
clinicas. Apenas 10% tornam-se portadores crénicos do virus, podendo evoluir para a hepatite

crbnica, cirrose hepatica e hepatocarcinoma. O risco de cronicidade estd estritamente
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relacionado com o tempo de infecgdo — quando adquirida no periodo perinatal possui uma

grande tendéncia a cronificagdo (>90%). Os imunodeprimidos (transplantados; co-infectados
pelo HIV) também possuem um alto indice de cronificagdo (BRANDAO-MELLO, 2008). A

hepatite B crénica é um processo dindmico, com uma fase ativa e uma fase tardia com baixa

replicacdo viral e remissdo histolégica da doenca. Cerca 1 a 2% dos casos agudos podem

apresentar formas graves como hepatite fulminante ou necrose sub-fulminante (FERREIRA,

BORGES, 2007).

A historia natural da infeccdo pelo HBV, geralmente, compreende fases bem

diferenciadas:

1)

2)

Fase imunotolerante — costuma ser muita curta em individuos que se
infectaram quando adultos. Contudo, em criancas que adquiriram o HBV
por transmissdo perinatal ou nos primeiros anos de vida, a fase
imunotolerante pode durar de 10 a 30 anos. Essa fase € caracterizada pela
presenca de AgHBe, altos niveis de HBV-DNA, niveis normais ou
ligeiramente aumentados de alanina aminotransferase (ALT), atividade
necroinflamatoria discreta com fibrose ausente ou minima. A maioria dos
pacientes com sustentacdo de altos niveis de replicacdo por um longo
periodo ird desenvolver lesdo progressiva no figado levando a cirrose ou
hepatocarcinoma (HCC) (0OO; MUTIMER, 2011; FATTOVICH,
BORTOLOTTI, DONATO, 2008). Estudos experimentais sugerem que a
funcdo primordial do AgHBe seria a de induzir ao portador do HBV
(AgHBs +) o0 estado de imunotolerancia (FONSECA, 2007).

Fase imunoativa — Esta fase é marcada pelo inicio da resposta imunoldgica
do hospedeiro contra o HBV, que reconhece o virus como “ndo préprio” e
inicia uma resposta contra o hepatocito infectado (o que resulta em dano ao
figado). E caracterizada por elevados niveis de ALT (0 que indica uma
vigorosa resposta e consequentemente maior dano hepatocito), assim como
de carga viral e uma inflamac&o hepética ativa, com ou sem fibrose visivel
no ultrassom ou bidpsia. O AgHBe pode ser identificado no soro e, nesses
individuos, percebe-se um declinio (mas ndo uma eliminacdo) nos niveis
séricos da carga viral, eventualmente resultando na soroconversdo de
AgHBe para Anti-HBe (ASPINALL, 2011; MCMAHON, 2009). A

duracdo dessa fase em pacientes com infeccdo aguda € de,
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aproximadamente, trés a quatro semanas (periodo sintomaético). Para
pacientes com infec¢do cronica, pode durar 10 ou mais anos, podendo
culminar no desenvolvimento de cirrose e carcinoma hepatocelular. Menos
de 1% dos individuos infectados desenvolvem formas de hepatite
fulminante pelo HBV (PYRSOPOULQS, 2011).

3) Fase ndo replicativa (portador inativo do HBV) — A principal caracteristica
desta fase é a soroconversao do AgHBe para o Anti-HBe. Outras
caracteristicas sdo: titulos de HBV-DNA indetectaveis ou baixos (< 2000
IU/mL — 10* cépias/mL), os niveis persistentemente normais de ALT e
lesdo histoldgica hepatica minima, com melhoria da fibrose. Muitos
portadores do HBV permanecem inativos durante toda a vida, engquanto
outros evoluem para a soroconversao do AgHBs para o anti-HBs
(FATTOVICH; BORTOLOTTI; DONATO, 2008). Um nUmero bem
pequeno de portadores inativos desenvolve hepatite cronica B anti-HBe
positivo (hepatite crénica residual pelo HBV), que é caracterizada por altos
niveis de aminotransferases, altos niveis de carga viral e doenca hepatica
ativa (histoldgica). Invariavelmente, esses pacientes evoluem para cirrose
hepética, contudo, o curso clinico e as sequelas da hepatite crénica B
variam de individuo para individuo (FONSECA, 2007).

A reativacdo da doenca ou quarta fase ocorre em cerca de 20 a 30% dos pacientes apds
a soroconversdao do AgHBe para anti-HBe. Caracteriza-se pela sustentacdo de elevados niveis
de carga viral, elevadas aminotransferases e doenca ativa histoldgica. Esses pacientes sdo, em
geral, portadores de mutantes do virus B (com mutacdo nas regides pré-core e promotora do
core do genoma viral) que deletam a expressao de AgHbe e sdo hoje denominados portadores
de hepatite crénica B AgHBe negativa (FERREIRA; BORGES, 2007).

2.4 ASPECTOS DO IMUNODIAGNOSTICO E DIAGNOSTICO MOLECULAR DA
HEPATITE B

O diagndstico confirmatério da infeccdo pelo HBV é baseada em uma gama de
achados bioquimicos, histologicos e sorologicos. Um numero de antigenos virais e seus

respectivos anticorpos podem ser detectados no soro apos a infeccdo e a interpretacdo
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adequada dos resultados é essencial para o diagnostico correto (LIANG, 2009). Esses
antigenos e anticorpos podem ser detectados através de testes soroldgicos (pesquisa de
antigenos e anticorpos) e moleculares (pesquisa qualitativa e quantitativa do DNA viral).
Vérias técnicas sdo empregadas no diagnéstico sorologico, contudo, as mais utilizadas
atualmente sdo os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) e a quimiluminescéncia. Pode-se,
também, realizar a pesquisa dos antigenos AgHBs e AgHBc no tecido hepatico (marcadores
virais teciduais) pela imunohistoquimica (PARANA; SCHINONI; OLIVEIRA, 2008).

O curso sérico de antigenos e anticorpos especificos da Hepatite B, nas fases aguda e

cronica da infecgdo, esta representado na figura 2.

O AgHBs é o0 marcador mais importante para o diagndstico das infec¢cdes agudas e
cronicas pelo HBV. E o primeiro marcador sorolégico, sendo detectado de 6 a 10 semanas
ap0s a exposicao ao virus. Sua presenca indica que o individuo estd infectado e pode
transmitir o virus. Sua persisténcia por mais de seis meses torna-o um marcador de
cronicidade. O anti-HBs é o Unico anticorpo que confere imunidade contra o HBV. Surge, em
geral, entre a primeira e a décima semana apds o desaparecimento do AgHBs. Um titulo igual
ou acima de 10 mU/mL indica imunidade (valor preditivo de 97,6%) que pode ser ativa
(resposta vacinal — se detectado de forma isolada; contato prévio com o virus — se detectado
juntamente com o anti-HBc) ou passiva (uso de imunoglobulina anti-hepatite B ou
transferéncia de anticorpos maternos durante a gestacdo) (BRASIL, 2009; RODRIGUEZ-
FRIAS; JARDI, 2008).

Figura 2: Curso dos marcadores soroldgicos durante a hepatite B.
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Fonte: Brasil, 2008.

O AgHBc é um antigeno intracelular, que ndo pode ser detectado no soro. Seu
respectivo anticorpo, anti-HBc total, estd presente em todas as infec¢Ges por HBV e nédo é

desenvolvido por individuos vacinados. Geralmente persiste por toda vida e pode ser usado
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como marcador de infeccdo pregressa. A fracdo IgM do anti-HBc, contudo, esta presente em
individuos com infecgdo aguda e indica uma infec¢do recente por HBV. O anti-HBc IgM
aparece no inicio dos sintomas, até 30 dias depois do aparecimento do AgHBs e em geral é
detectavel por cerca de seis meses. Por outro lado, o anti-HBc 1gG permanece detectavel por
muitos anos, em geral, por toda vida e sua presenca marca uma exposi¢cdo ao HBV no
presente ou no passado (memdria imunolégica) (GONGCALES; CAVALHEIRO, 2006;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2011).

O AgHBe aparece concomitantemente ao AgHBs e esta correlacionado com altos
niveis de replicacdo viral e infectividade. A persisténcia do AgHBe (apds o terceiro més da
doenca aguda) também é um sinal de cronificacdo da doenca, pois indica falha do sistema
imunoldgico do hospedeiro em debelar a replicacdo viral. Sua auséncia, entretanto, nao pode
ser interpretada como suspensao/diminuicdo da replicacdo viral. A perda de AgHBe e o
aparecimento do anti-HBe, em geral, € um marcador soroldgico favoravel ao clareamento do
virus (durante uma infec¢do aguda). Em alguns pacientes, contudo, por conta de mutacfes na
regido pré-core ou na regido promotora, 0 AgHBe néo é detectavel, porém a replicacao viral é
significativa. Esses pacientes apresentam altos niveis de HBV-DNA (>2000 Ul/mL) e
sorologia negativa para AgHBe (LIANG, 2009; PARANA; SCHINONI; OLIVEIRA, 2008).

Em geral, a carga viral é quantificada através de teécnicas de PCR, incluindo PCR em
tempo real, o que tem se mostrado muito mais sensivel e confidvel. A quantificacdo da carga
viral € um componente extremamente importante na avaliacdo de pacientes com infeccédo
crbnica por HBV e na avaliacdo da eficacia do tratamento antiviral (LOK; MCMAHON,
2007).

2.5 IMUNOPATOGENIA

Muitos estudos vinculam o prognostico da infeccdo por HBV com o estado funcional
do sistema imunoldgico. A hepatite B desencadeia uma resposta imune mediada por células,
principalmente por células T CD4+ e CD8+, que sdo responsaveis pela lesdo hepatica (uma

vez que o HBV é um virus ndo citopatico) e pelas células Natural Killer (NK) (LI et al, 2011).
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2.5.1 Resposta imune inata ao HBV

As respostas iniciais (ap0s a primeira semana de infeccdo) a infecgcdo pelo HBV sao
ndo especificas e incluem o sistema interferon (tipo I — IFN o/B; e tipo I — IFN ), células NK
e ativacdo ndo especifica das células de Kupffer — uma populacdo especial de macr6fagos
encontrada no figado entre outras células do parénquima e estroma hepético além do 6rgéao
linfoide. Os IFN o/p interferem na sintese viral por indugdo de diversas proteinas, além de
recrutar e ativar macrofagos (incluindo as células de Kupffer), que secretam diversas citocinas
como TNF e IL-2. Esta ultima citocina recruta as células NK, que também sdo ativadas ap0s
reconhecerem que o complexo principal de histocompatibilidade classe I (MHC-I) esta
expresso fracamente (ou ndo esta expresso). Essas células podem lisar, entdo, as células
infectadas pelo HBV diretamente. A modulacdo da resposta imune e a producdo de fator de
necrose tumoral (TNF) e IFN vy contribuem para o controle precoce da replicagdo viral

(BARONE; VISO, 2006; BERTOLETTI; GEHRING, 2006; REHERMANN, 2003).

Figura 3: Resposta imune inespecifica ao HBV.
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2.5.2 Resposta imune adaptativa

Apds os eventos da resposta inata, torna-se importante uma resposta imunologica mais

especifica contra as proteinas virais. A resposta imune adaptativa é composta de uma rede
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complexa de células efetoras, as quais possuem um papel chave no desenvolvimento da
imunidade ao HBV (Figura 3) (JUNG; PAPE, 2002).

Quando a intensidade da resposta imune ao HBV € alta, a infeccéo se resolve em cura,
havendo o clareamento do virus. Quando, contudo, a intensidade € baixa, ha uma sustentacdo
e persisténcia da infeccdo, levando a cronicidade da doenca. Os pacientes cronicamente
infectados, que adquirem HBV na idade adulta, geralmente apresentam um defeito na resposta
especifica dos linfécitos T. Uma ativacdo prolongada de linfécitos T pode resultar num
esgotamento de células T e até mesmo em uma delecédo clonal. A extenséo dessas vias imunes
inibitérias pode definir o curso da hepatite crénica de estado imunotolerante e estado de
portador sadio a cirrose (BARONE; VISO, 2006; LIU et al, 2010).

Os linfocitos T CD4+ (ou linfécitos T auxiliares) reconhecem os antigenos peptidicos
exogenos através de moléculas de MHC classe-11 de células apresentadoras de antigeno
(APC). Podem ser subdivididas em: células T auxiliares tipo 1 (Thl), que secretam IFN-y ¢
IL-2; e células T auxiliares tipo 2 (Th2), que secretam IL4, IL-5 e IL-6. Linfdcitos T CD8+
(ou linfocitos T citotdxicos) reconhecem e direcionam as células novas que exibem antigenos
virais sintetizados endogenamente, apresentados por moléculas de MHC classe-l, e as
destroem para prevenir a replicacdo viral. Além disso, produzem diversas citocinas, incluindo
o fator de necrose tumoral (TNF-a), linfotoxina e IFN-y. Este Gltimo reforca as defesas

antivirais tornando as células adjacentes resistentes a infeccdo (BARONE; VISO, 2006).

Figura 4: Interagdo entre as diferentes células na resposta imune contra 0 HBV.
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Uma resposta vigorosa mediada por células T CD4+ a varios antigenos do core do
HBV tem sido detectada no sangue periférico de quase todos os pacientes com hepatite aguda
autolimitada. Contudo, a resposta especifica ao envelope viral € bem menos vigorosa nos
mesmos pacientes. O desenvolvimento dessa resposta ao core é temporariamente associada
com o clareamento do HBV e é provavelmente essencial para um controle eficiente da
viremia através de varios mecanismos. Essas respostas de células T CD4+ exercem seus
efeitos através da producdo de citocinas. O perfil de citocinas secretado pelos linfocitos T
auxiliares core-especificos, na hepatite B aguda autolimitada, mostrou a producéo de citocinas
Thl, com prevaléncia da producdo de IFN-y, o que sugere que os efeitos mediados pela
resposta Thl podem contribuir para a injaria celular hepatica e recuperacdo da doenca
(JUNG; PAPE, 2002). Estudos demonstraram que os linfécitos T CD4+ contribuem,
indiretamente, para o controle da infeccdo em funcéo de facilitarem a inducdo e manutencgéo
de uma resposta com células T CD8+ e B virus-especificas (CHISARI; ISOGAWA,;
WIELAND, 2010).

Os linfocitos T CD8+ tem um papel fundamental no clareamento viral e na patogenia
da doenca hepética. Estudos tém demonstrado que a inibicdo da replicacdo viral pode ser
independente do dano ao figado, e que a funcionalidade das células T CD8+ HBV-especificas
sd0 mais importantes que o numero de células T para controlar a replicacdo do HBV. Em
experimentos com chipanzés, a deplecdo de células T CD8+ (mas ndo de células T CD4+)
alteraram o curso clinico e virologico da doenca, demonstrando que o clareamento viral e o
inicio da doenca hepatica coincidem com o acimulo de células T CD8+ virus-especificas e a
inducdo de IFN-y no figado. Sobretudo, a deple¢ao de células T CD8+ no auge da viremia
atrasa o clareamento viral e o0 aparecimento da hepatite até o retorno das células T, provando
qgue o clareamento viral e a doenca hepéatica sdo mediados pelas células T CD8+ virus-
especificas. Apesar dos linfocitos T CD8+ contribuirem para o dano hepatico, sua interacao
com o hepatocito também resulta na elaboracdo de citocinas antivirais que podem curar as
células infectadas, levando a uma resolucdo da infeccdo por HBV, sem uma insuficiéncia
hepatica fulminante (CHANG, 2010; CHISARI; ISOGAWA; WIELAND, 2010).

Em um estudo realizado na China, o grupo de You e colaboradores (2009)
demonstraram por citometria de fluxo, que a composi¢do das subpopulagdes de linfécitos T
em sangue periférico difere entre os estagios clinicos da hepatite B cronica. Pacientes na fase
imunotolerante apresentaram o maior nimero de células T CD8+ e o menor nimero de

células T CD4+, quando comparados com pacientes nas outras duas fases. Durante a infeccéo
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cronica encontraram diminuicdo no equilibrio das subpopulac@es de linfocitos T, que esta
relacionado com um aumento da proporcdo de linfécitos T CD8+ e um decréscimo da
proporcao de linfocitos T CD4+. Também foi demonstrado que a insuficiéncia de células T
estava significantemente associada ao nivel de replicacdo do virus, indicando que a carga viral

é um forte fator preditivo para subpopulacgdes de linfdcitos T.

2.5.3 O figado e as alteracdes hepaticas no curso da hepatite B

Figura 5: Representagdo esquematica da fibrose hepética.
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Como ja citado anteriormente, o HBV ndo é um virus citopatico, sendo a reposta

imune descontrolada que lesiona o figado, causando uma fibrose.

A fibrose hepatica € uma resposta de cicatrizacdo, reversivel, caracterizada pelo
acumulo de matriz extracelular, apds uma agressao hepatica (figura 4). Se a lesdo for aguda
ou autolimitada, essas mudancas sdo temporéarias e a arquitetura do figado é restituida ao seu
estado normal. Contudo, se a injdria for sustentada, a inflamag&o crénica estimula o acimulo
de matriz extracelular, levando a substituicdo progressiva do parénquima do figado por tecido
cicatricial fibrotico. Este processo resulta em cirrose — estagio final da doenca hepatica,
caracterizada morfologicamente pela presenca de fibrose difusa e severa, nodulos
regenerativos e distorcdo tanto no parénquima hepatico como na arquitetura vascular. A
cirrose possui um mau prognéstico e alta mortalidade (GUIDOTTI; CHISARI, 2006;
HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011).

Para avaliar o comprometimento hepético, a escala Metavir tem sido um sistema
difundido entre os especialistas para a classificagdo semi-quantitativo da atividade
inflamatdria e da fibrose por avaliacdo histomorfoldgica (THEISE, 2007), e esta, encontra-se

resumida no Quadro 1:

Quadro 1: Classificacdo Metavir.

Classif. | Atividade Inflamatoéria | Classif. | Fibrose
A0 Ausente FO Ausente
Al 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

Fonte: Adaptado de Theise (2007). Modern Pathology.

2.6 TRATAMENTO

Os principais objetivos do tratamento sdo suprimir a replicacdo viral (para alcancar a
soroconversao do AgHBe e/ou niveis indetectaveis de HBV-DNA, reduzindo a
necroinflamacdo hepatica) e prevenir descompensacdo hepatica. A longo prazo, 0s objetivos
sdo reduzir o desenvolvimento da cirrose e do hepatocarcinoma celular (HCC) e, por fim,
estender a sobrevivéncia (LIAW; CHU, 2009; ASPINALL et al, 2011).
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Nenhum dos medicamentos consegue erradicar de maneira eficaz o HBV dos
hepatdcitos; o virus, ao infectar uma célula hepatica, desloca seu genoma (DNA) para o
nucleo da célula do hospedeiro e entdo, se organiza em pequenos minicirculos de DNA
covalentemente fechados (cccDNA), que mantém a infeccdo intracelular e servem de molde
para a transcricdo do RNA-pré-gendmico e s sdo destruidos com a morte dos hepatocitos
(FERREIRA; BORGES, 2007).

No Brasil, o tratamento da hepatite B esta indicado nas seguintes situacdes:
> ldade superior a 2 anos;
» Presenca de AgHBs por mais de seis meses;
» ALT maior que o dobro do limite da normalidade;
>

Presenca de AgHBe ou HBV-DNA maior que 10* copias/ml

(aproximadamente 2000 Ul/ml) (ainda que com a presenca do anti-HBe)

> Biopsia hepética (realizada nos ultimos 24 meses) com presenca de atividade
necro-inflamatoria de moderada a intensa (> A2) e/ou presenca de fibrose de

moderada a intensa (> F2);

» Auséncia de contraindicacdo ao tratamento (BRASIL,2008; CHEINQUER,
2008).

2.6.1 Tipos de tratamento

Atualmente tem sido descritas seis drogas (divididas em dois grupos) disponiveis para
o tratamento da hepatite B cronica: quatro analogos de nucleosideos/nucleotideos
(lamivudina, adefovir, entecavir, tenofovir); e duas terapias baseadas em interferon (interferon
alfa convencional e interferon alfa peguilado). Os analogos de nucleosideos/nucleotideos
suprimem a replicagdo viral pela inibicdo da polimerase viral do HBV, enquanto que a terapia

com interferon melhora a resposta imune do hospedeiro (ASPINALL et al, 2011).

Devem-se considerar duas importantes caracteristicas dos medicamentos antivirais:
poténcia e barreira genética a resisténcia. A droga ideal é potente e tem uma alta barreira
genética a resisténcia (BHATTACHARYA; THIO, 2010).
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2.6.2 Terapia baseada em interferon

Os interferons sdo um grupo de proteinas imunorreguladores sintetizadas por linfocitos
T, macrdfagos, fibroblastos e outros tipos de células, apds estimulacdo com virus, antigenos,
mitdgenos, DNA de dupla fita ou lectinas. Sintetizadas para fins terapéuticos, foram as
primeiras terapias aprovadas para o tratamento da infeccdo pelo HBV. Os interferons
aumentam a capacidade dos macrofagos para destruir células tumorais, virus e bactérias.
Bloqueiam a replicacdo viral, potencializam a atividade litica das células NK, aumentam a
expressdo de MHC de classe | nas células infectadas por virus e induzem o desenvolvimento
de células Thl. Sao capazes de impedir a replicacdo viral, sdo anti-proliferativos e induzem
febre. Tém um efeito imunomodulatério (INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM
IMUNOBIOLOGICOS, 2012). Além disso, aumentam a soroconversdo de AgHBe para anti-
HBe, contudo, seu beneficio é alcancado em apenas um terco dos pacientes tratados, nédo
tendo sido observadas vantagens no prolongamento do tempo de tratamento (FERREIRA,;
BORGES, 2007; ASPINALL et al, 2011).

Atualmente temos as formulagdes interferon o, interferon a peguilado e interferon o
2b humano. O interferon o peguilado tem mostrado uma maior eficicia e uma administracéo
mais facil, quando comparado com o convencional. A formulacdo interferon o 2b também
tem mostrado bons resultados em pacientes AgHBe positivos, com 50% de soroconversdo
para anti-HBe. Além dessas formulagGes, tem sido recentemente descrito o interferon A,
pertencente a classe dos interferons tipo Ill, contudo pouco se sabe sobre eles. Estudos em
células hepaticas murinas mostraram que o interferon A € capaz de inibir a replicacdo do HBV
com a mesma eficiéncia do interferon a. Em humanos, porém, os resultados ainda ndo estido
bem definidos. (INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM IMUNOBIOLOGICOS, 2012;
ROBEK; BOYD; CHISARI, 2005; SADLER; WILLIAMS, 2008). Os interferons sdo pouco
tolerados em fungédo de seus efeitos colaterais severos, que incluem doencgas semelhantes a
gripe, anorexia, surtos de doencas autoimune, disfuncdo da tireoide, mielossupresséo, surtos
de hepatite, descompensacao hepética e eventos neuropsiquiatricos adversos como depresséo,

irritabilidade e eventual tendéncia ao suicidio (LAM et al, 2011).
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2.6.3 Anélogos de nucleotideo/nucleosideo

Os anélogos de nucleotideos/nucleosideos atingem seletivamente a DNA polimerase,
suprimindo a carga viral, facilitando soroconversdo do AgHBe, alcancando a normalizagéo
das aminotransferases e melhorando a fibrose hepatica como consequéncia do clareamento do
virus. Boa parte dessas drogas foi inicialmente criada para o tratamento de pacientes HIV
positivos. SO posteriormente, quando se descobriu que a DNA polimerase do HBV funciona
como uma transcriptase reversa, comegaram a ser usados por pacientes infectados com esse
virus. A duracdo da terapia depende principalmente da soroconversdo do AgHBe para o anti-
HBe e do AgHBs para o anti-HBs, podendo durar de seis meses até cinco anos. Em geral sdo
bem tolerados pelos pacientes e eventos adversos severos sdo raramente encontrados
(WIENS; CORRER; PONTAROLO, 2010; LAM et al, 2011).

As vantagens do uso dos analogos de nucleotideos/nucleosideos incluem
disponibilidade oral e alta aceitabilidade pelos pacientes, controle precoce da hepatite (queda
do ALT) e uma consideravel melhoria na histologia do figado; essa ultima incluindo a
interrupcdo ou reversdo parcial da fibrose se a supressao viral puder ser mantida. As
desvantagens sdo taxas relativamente baixas de resposta sustentada pds-tratamento (por isso
uma terapia prolongada é requerida para a maioria dos casos) e uma alta taxa de resisténcia a
droga. Essa resisténcia é frequentemente seguida por um recomeco da atividade da hepatite
(FARRELL; TEOH, 2006).

2.6.3.1 Lamivudina

A lamivudina era, originalmente, usada em pacientes HIV positivos. Foi aprovado pela
United States Food and Drugs Administration (FDA) em 1998, como o primeiro analogo de
nucleosideo para o tratamento da hepatite B cronica. Lamivudina é incorporada na cadeia
crescente de DNA durante a transcri¢do reversa da primeira cadeia de DNA e sintese da
segunda, resultando na inibicdo da sintese de HBV-DNA (LAM et al, 2011). A lamivudina é
efetiva em suprimir a replicacéo viral tanto em pacientes AgHBe positivos como em pacientes
AgHBe negativos e esta associada com melhora histologica, soroconversdo do AgHBe e
normalizagdo da ALT (BHATTACHARYA; THIO, 2010).
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O maior problema da terapia por longo tempo com esse medicamento é a resisténcia a
droga. A lamivudina tem uma baixa barreira genética a resisténcia (a menor entre as drogas
atuais), desenvolvendo a resisténcia com uma mutagdo. Em funcéo disso, ndo se recomenda o
uso de lamivudina em monoterapia como primeira escolha para tratamento da hepatite cronica
B, tanto em pacientes AgHBe positivos como nos negativos. Seu uso concentra-se em
tratamentos de curto-prazo, como prote¢do contra reativagdo durante quimioterapia, Ultimo
trimestre de gravidez em gestantes com carga viral alta (em geral maior que 100 milhdes de
copias/mL) ou hepatite fulminante pelo HBV, apesar de ndo ser comprovada ainda a eficacia
nessa ultima situacdo (CHEINQUER, 2008; BHATTACHARYA; THIO, 2010).

2.6.3.2 Adefovir

Trata-se de um analogo de nucleotideo (adenosina) que age inibindo a transcriptase
reversa do HBV. E potencialmente nefrotoxica. Pacientes AgHBe positivos, apds um ano de
tratamento com essa droga, apresentaram melhora histoldgica, reducdo nos niveis sericos de
HBV-DNA e elevados indices de soroconversdao do AgHBe. Quando se prolonga o tratamento
acima de um ano, os beneficios da terapia com essa droga sdo ainda maiores (FERREIRA;
BORGES, 2007).

O adefovir possui uma baixa poténcia e uma barreira genética a resisténcia mediana.
Seu uso em monoterapia deve ser mantido apenas nos pacientes que alcancam a negativacdo
do HBV-DNA ao final de 48 semanas de tratamento (CHEINQUER, 2008). Pode ser usado
em conjunto com lamivudina quando o paciente apresenta resisténcia a este medicamento
(LAM et al, 2011).

2.6.3.3 Entecavir

O entecavir € um analogo de nucleosideo (guanosina) que inibe trés passos da
replicacédo do HBV: a iniciacdo da DNA polimerase do HBV; a transcricdo reversa da fita
negativa do HBV-DNA a partir do RNA mensageiro pré-gendmico; e a sintese da fita positiva
do HBV-DNA. E o mais potente antiviral entre os atuais analogos de

nucleosideos/nucleotideos aprovados para uso em pacientes com hepatite B cronica, além de
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possuir uma alta barreira genética, necessitando de trés mutagBes para que 0 paciente
desenvolva resisténcia a droga (CHEINQUER, 2008; BHATTACHARYA; THIO, 2010).

Apols quatro anos de tratamento com entecavir, em pacientes que ndo receberam
analogos de nucleosideos/nucleotideos anteriormente, menos de 1% dos pacientes
apresentaram resisténcia ao medicamento (WIENS; CORRER; PONTAROLO, 2010; LAM et
al, 2011).

O entecavir mostrou-se ativo ndo s6 em pacientes AgHBe positivos, como também em
pacientes AgHBe negativos e em pacientes resistentes a lamivudina (FERREIRA;BORGES,
2007; LAM, 2011).

2.6.3.4 Tenofovir

O tenofovir disoproxil fumarato foi inicialmente aprovado para o tratamento da
infeccdo pelo HIV. Ele é fosforilado em sua forma ativa, liga-se diretamente com a DNA

polimerase do HBV e assim suprime a replicacao viral (LAM, 2011).

O tenofovir é estruturalmente similar ao adefovir, contudo é menos nefrotdxico, o que
permite que seja administrado em doses maiores, aumentando a eficacia. Muitos estudos
demonstram uma boa eficacia do tenofovir em pacientes com resisténcia a lamivudina, no
entanto tem menor poténcia em pacientes com resisténcia ao adefovir (LOK; MCMAHON,
2007).

Assim, como o0 entecavir, 0 tenofovir apresenta uma alta poténcia e boa barreira
genética a resisténcia (BHATTACHARYA,; THIO, 2010).

2.7 PREVENCAO

Além de habitos pessoais e conduta social de auto-preservacdo e ndo contato com
fluidos bioldgicos/corpdreos de individuos infectados pelo virus, outras recomendacgdes séo

amplamente divulgadas.

A vacina contra a hepatite B € a medida preventiva mais efetiva em populagdes adultas

com fatores de risco e também ¢ eficiente em prevenir a infeccdo pelo virus Delta. Estas
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vacinas induzem a formagdo somente de anti-HBs. Desde 1998, o Programa Nacional de
ImunizacBes (PNI), do Ministério da Salde, recomenda que criangas, a partir do seu
nascimento, sejam vacinadas contra a Hepatite B. A primeira dose deve ser aplicada nas
primeiras 12-24h de vida, o que resulta numa elevada eficacia na prevencdo da transmisséo
vertical. O esquema de vacinagao consiste em trés doses intramusculares nos tempos zero, um
més e seis meses. Ate 2011, a idade méaxima para receber a vacina pelo SUS era 24 anos. Em
2012, essa faixa etaria foi ampliada para 29 anos (SAO PAULO, 2006; BRASIL, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil linfocitario em sangue periférico de individuos durante a infeccéo
cronica pelo virus da hepatite B.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar e comparar o perfil linfocitario em sangue periférico de individuos com

hepatite B cronica com o de individuos sadios.
Avaliar o efeito da carga viral no perfil linfocitario.

Avaliar o efeito do tratamento no perfil linfocitério.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O sub-projeto cadastrado no SISNEP foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira da Universidade Federal da Bahia (Anexo
A) e foi realizado em cumprimento as exigéncias éticas. Todos os participantes deste estudo,
cadastrados na Unidade de Gastro-Hepatologia do Hospital Universitario Professor Edgard
Santos (HUPES), foram informados dos objetivos do projeto e ao concordarem e assinarem o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B) foram incluidos como

voluntarios neste estudo.

4.2 POPULAGAO DE ESTUDO, COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Neste estudo transversal, foram incluidos pacientes na faixa etéria de 18 a 65 anos,
atendidos no Ambulatério da Unidade de Gastro-Hepatologia do HUPES/UFBA. Dados
clinicos e laboratoriais foram extraidos do prontuario e transferidos a uma planilha com

cadigos.

Além disso, 41 voluntarios com sorologia negativa para HBV, HCV, HIV, HTLV,

foram selecionados para compor o grupo controle.

Amostra de 4 ml de sangue foi coletada de forma estéril (em tubos com EDTA), a
vacuo, por profissional capacitado e habilitado para a analise do perfil linfocitario e
atualizacdo de marcadores soroldgicos para hepatite B.

4.3 SELECAO DOS PARTICIPANTES VOLUNTARIOS

Foram incluidos neste estudo, pacientes monoinfectados para HBV que, atendidos no
ambulatorio de Gastro-Hepatologia da HUPES/UFBA, foram indicados, pelos hepatologistas
clinicos do setor, para exame de carga viral (resultado disponivel no prontuario do paciente).

Para compor o grupo controle, foram incluidos voluntarios com sorologia negativa para HBV.
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Foram excluidos do presente estudo individuos positivos para HCV, HIV, HTLV,
sifilis, doencga de Chagas, mulheres gravidas ou ainda que relatassem uso de anti-inflamatério
e corticoide na semana anterior a coleta, ou de outras medicacdes que pudessem induzir

alteracdo linfocitaria.

Dados clinicos e laboratoriais adicionais dos voluntérios sobre o tratamento e quanto a
carga viral foram obtidos do prontuério do paciente.

4.4 AVALIACAO DOS LEUCOCITOS TOTAIS E DO PERFIL LINFOCITARIO

Além da contagem leucocitaria total realizada por citbmetro automatizado (Wiener
lab. Counter 19), foi também realizada a contagem linfocitaria pela analise imunofenotipica
por citometria de fluxo (FACSCalibur — BD, software Cell Quest), utilizando o kit de
reagentes de imunofluorescéncia direta de trés cores, Lymphogram® e Perfect-Count
Microspheres® (Cytognos-Espanha), obtendo-se valores relativos e absolutos.

O Lymphogram® é um reagente composto por anticorpos monoclonais contra 0s
antigenos CD3, CD4, CD8, CD56 e CD19, os quais sdo conjugados com isoticionato de
flurosceina (FITC) (CD8 e CD19), ficoeritrina (PE) (CD3 e CD56) e ficoeritrina-cianina-5
(PECy5) (CD4), possibilitando a identificacdo das populacbes de linfocitos T Totais e
subpopulacdes (células T auxiliares e células T citotdxicas), células NK e linfocitos B
simultaneamente (no mesmo tubo). A diferenca de expressdo dos antigenos torna possivel a

distingdo dos subtipos celulares.

O Perfect-Count Microspheres® é um reagente composto por microesferas usadas na
contagem absoluta dos subtipos celulares.

A figura 5 exemplifica como é realizada a identificacdo das células ap6s a marcacao

com o Lymphogram®.



Figura 6: Graficos dot plot para identificacdo dos subtipos linfocitarios.
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Incialmente, seleciona-se a populacéo de interesse (no caso, linfocitos) através de um
grafico dot plot baseando-se nas informacBes de tamanho e granulosidade obtidas nesse
gréfico (figura 6A). A populacéo selecionada é representada em um novo grafico (grafico de
purificacdo), no qual se excluiu células ndo marcadas pelos monoclonais (retangulo interno
menor) (figura 6B). Ap0s esse passo, construiu-se novos graficos para a distingdo e contagem
relativa de cada subtipo celular (figura 6C, 6D e 6E). As células marcadas por cada
monoclonal exibem, em escala logaritmica, cores e intensidade de fluorescéncia distintas,

permitindo a discriminacdo das subpopulacdes linfocitarias.

4.5 QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL

A coleta para a quantificacdo da carga viral foi realizada juntamente com a coleta para
a marcagdo celular e a amostra foi encaminhada para o Laboratorio Central de Saude Pablica
Prof. Gongalo Moniz (LACEN-BA), sendo utilizado método PCR Real Time e o resultado foi

disponibilizado no prontuério do paciente.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada a anélise estatistica descritiva. Adicionalmente uma andlise estatistica foi
realizada utilizando-se os softwares SPSS versdo 18 e GraphPad versdo 5, ambos para
Windows. Todos os dados estdo apresentados em tabela com mediana e percentis 25-75%. O
nivel de significancia adotado para este estudo foi de 5%. Foram realizados os testes de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (p6s-teste de Dunn) para comparar 0s grupos entre si.



4.7 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

Apresentagdo e convite a0 projeto

xclsio: OV HIV, EBV, il Inclusao Individuos portadores de
;Chagas. . b - :hepatlte B cronica.

: Mulheres gravidas. pesssnne élndividuos que estejam realizando coleta
1Uso deant-inflamatério ¢ corticoides +para quantificaio de carga viral,

“Faixa etdria de 18 a 65 anos.

-

Assinatura do TCLE

Coleta de 4mL de sangue em tubo EDTA

+ Levantamento dos prontuérios para coleta de informagdo
— ++ = sobre a quantificagdo da carga viral e grau de fibrose,
~além de dados clinicos ¢ laboratoriais.

Estratificagdo dos voluntdrios em grupos |
|
|

Leucocitos Totais Determinacdo de valores de linfocitos totais ¢ |
subtipos linfocitérios (Lymphogram®, :

Perfect Count®) |

| !

Analise Estatistica f= == === im—— -




40

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudados 50 individuos infectados pelo HBV, com idade média de 40,12 (18-
64 anos), sendo 29 (58%) homens e 21 (42%) mulheres. O grupo controle foi composto por
41 individuos, com idade média de 35 (21-58 anos), sendo 17 homens e 24 mulheres (tabela
1).

Dos 50 pacientes, 18 (36 %) estavam sob tratamento com antiviral (tabela 2) no
momento da coleta; 33 (66%) possuiam carga viral abaixo ou igual a 2000 Ul/mL e 17 (34%),
acima desse valor (recomendado pelo Ministério da Salde para se iniciar tratamento) (tabela
3).

Tabela 1: Caracteristicas dos individuos infectados com Hepatite B.

Individuos com Hepatite B

Com carga viral abaixo Com carga viral acima

Total de 2000U1/mL de 2000U1/mL
N 50 33 17
Sexo (homens/mulheres)  (29/21) (17/16) (12/5)

Idade’ 40,12+12,2 41,48+11,3 37,47+13,7

Presenca de AgHBe 4 3 1
AST (U/L) 39,92+24,7 36,01+17,6 31,27+7,8
ALT (U/L)' 39,33+19,2 40,43+21,3 33,02+11,6
GGT (U/L) 49,77+450,5 55,38+56,2 32,00+19,7

!Média e desvio padréo.

Tabela 2: Drogas antivirais usadas pelos pacientes.

Droga N
Entecavir 08
Tenofovir 05

Adefovir e Lamivudina 05

Total 18

Tabela3: Relagéo entre o tratamento e a carga viral.

Tratamento Cela Vs Total
Abaixo de 2000 UI/mL  Acima de 2000 Ul/mL
Nao 16 16 32
Sim 17 01 18

Total 33 17 50
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Os resultados do leucograma e da contagem linfocitaria estdo esquematizados nas
tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4: Contagem absoluta e relativa dos leucécitos totais e subtipos linfocitarios dos individuos infectados e
saudaveis (mediana e percentis 25-75%).

Individuo com

Hepatite B Grupo Controle Valor de P

N 50 41
"Leucocitos Totais (x10%/ul) 6,55 (5,12-7,40) 6,10 (5,60-7,63) 0,8952
2L infocitos T (%) 68,65 (61,41-74,68) 75,18 (68,18-80,27) 0,0002*
CD3+ (Céls./uL) 1195 (795,5-1678) 1578 (1323-2017) 0,0019*
2L infocitos T (%) 40,61 (32,50-46,86) 41,86 (38,65-49,73) 0,0760
CD4+ (Céls./uL)  666,3 (450,6-964,5)  918,7 (734,5-1090) 0,0068*
2l infocitos T (%) 19,91 (15,65-27,40) 26,46 (21,87-31,32) 0,0011*
CD8+ (Céls./uL)  354,1 (200,1-565,7) 535,1 (410,1-800,6) 0,0014*
2Células NK (%) 16,87 (11,11-25,29) 13,55 (10,14-16,64) 0,0219*
(Céls./uL) 284,2 (184,0-459,8)  286,1 (150,5-448,6) 0,5446
2L infécitos B (%) 13,92 (10,37-16,70) 11,85 (7,72-15,53) 0,0538
(Céls./uL) 237,0 (160,6-332,7)  215,1 (165,9-346,0) 0,9226
Relacdo CD4/CD8 2,01 (1,57-2,58) 1,67 (1,26-2,12) 0,0449*

*Estatisticamente significante (teste de Mann-Whitney)
1Citdbmetro automatizado (Wiener lab. Counter 19), 2Lymprogram® e Perfect Count®.

Tabela 5: Contagem absoluta e relativa dos subtipos linfocitarios dos individuos ndo tratados, tratados (mediana
e percentis 25-75%) (teste de Mann-Whitney).

Individuos com Hepatite B

Nao tratados Tratados MLl
N 32 18
"Leucocitos Totais (x10°/uL) 6,55 (5,40-7,77) 6,35 (4,60-7,30) 0,2884
2Linfécitos T (%) 69,99 (62,65-75,10) 65,50 (51,00-70,70) 0,1502
CD3+ (Céls./uL) 1241 (832,8-1741) 1118 (754,1-1565) 0,3834
2| infécitos T (%) 41,27 (35,98-47,21) 38,75 (29,55-45,42) 0,1789
CD4+ (Céls./uL)  757,1(521,1-1022) 618,9 (408,0-855,9) 0,2353
2Linfécitos T (%) 19,34 (15,69-28,29) 21,16 (15,58-25,69) 0,8501
CD8+ (Céls./uL) 365,8 (208,7-529,8) 343,1(212,9-641,9) 0,9414
2Células NK (%) 15,63(10,99-19,96) 18,94 (11,59-33,86) 0,1387
(Céls./uL) 284,2 (206,5-359,6) 260,0 (162,1-334,8) 0,5218
e (%) 14,15 (9,47-17,29) 12,65 (10,43-15,71)  0,8583
Linfécitos B .
(Céls./uL) 236,5(164,6-340,4) 260,0 (162,1-334,8) 0,9749
Relacdo CD4/CD8 2,18 (1,34-2,89) 1,96 (1,60-2,16) 0,1892

1Citdmetro automatizado (Wiener lab. Counter 19), 2Lymprogram® e Perfect Count®.
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Tabela 6: Contagem absoluta e relativa dos subtipos linfocitarios dos individuos com carga viral abaixo e acima
de 2000 Ul/mL (mediana e percentis 25-75%) (teste de Mann-Whitney).

Individuos com Hepatite B

Carga viral Carga viral Valor de P
<2000 Ul/mL >2000 Ul/mL
N 30 13
"Leucocitos Totais (x10%/uL) 7,00 (5,20-7,90) 5,80 (5,05-6,85) 0,1203
2L infécitos T (%) 67,72 (61,09-71,52) 73,77 (59,31-78,36) 0,1502
CD3+ (Céls./ul) 1210 (743,8-1692) 1128 (795,0-1612) 0,6976
2Linfocitos T (%) 43,16 (31,75-46,95) 39,94 (33,89-47,80) 0,9916
CD4+ (Céls./uL)  691,3 (431,8-1116) 6432 (485,0-914,3) 0,6516
2L infécitos T (%) 19,89(15,69-24,39) 18,43 (15,31-32,20) 0,9247
CD8+ (Céls./uL)  361,3(210,1-599,5) 327,9 (192,8-521,6) 0,5355
2Células NK (%) 17,08 (11,64-25,04) 15,27 (10,91-22,56) 0,4067
(Céls./uL)  334,3 (182,8-478,5) 270,8 (167,8-321,2) 0,1502
L infcitos B ) 14,17 (10,73-16,68) 13,16 (9,24 -16,16) 0,4309
(Céls./uL)  261,9 (166,3-374,1) 205,6 (147,1-314,2) 0,2523
Relagio CD4/CD8 2,00 (1,63-2,46) 2,17 (1,17-3,06) 0,8254

1Citdbmetro automatizado (Wiener lab. Counter 19), 2Lymprogram® e Perfect Count®.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas no perfil de células imunes entre as
populacgdes de individuos ndo tratados e tratados e entre os individuos com carga viral abaixo
e acima de 2000 Ul/mL (tabelas 3 e 4). Em um estudo com 31 pacientes cronicamente
infectados com o HBV, na india, Mukherjee e colaboradores (2010) também n&o encontraram
diferengas estatisticas quando compararam o perfil linfocitario de individuos com carga viral
abaixo e acima de 2000 Ul/mL. Contudo, alguns estudos demonstram haver uma forte
associacdo entre o perfil de linfdcitos e a carga viral, na qual, quanto mais elevada esta for,
maior o decréscimo de linfocitos T e suas subpopulagdes (YOU et al, 2008b; GU et al, 2009).
You e colaboradores (2008c) também demonstraram haver uma associacdo entre o tratamento
e o perfil linfocitario. Esses autores acompanharam 55 pacientes cronicos B durante
tratamento com Entecavir e observaram que houve uma melhora do perfil das células T totais,
células T auxiliares e células T citotoxicas. Eles sugerem que essa melhoria é uma

consequéncia da supressao da replicagéo, ocasionada pelo medicamento.

Figura 7: Contagem absoluta dos leucdcitos totais. Citdmetro automatizado (Wiener lab. Counter 19).
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Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas, para os leucdcitos totais
(figura 7), entre as populacGes estudadas. Os resultados encontrados apresentam-se dentro da
faixa de referéncia considerada pela maioria dos laboratérios de analises clinicas (4-
10x103%/uL), apesar de se apresentarem um pouco mais elevados que o valor encontrado por

Cao, Qiu e Li (2011) em pacientes com hepatite B cronica na China.

Como mostra a figura 8, foram encontrados valores menores na populacdo de
linfocitos T totais (CD3+) dos pacientes cronicos B quando comparados com 0 grupo
controle, sugerindo haver uma caréncia de células T em individuos com hepatite B cronica.
De fato, estudos indicam haver uma supresséo de células T nesses pacientes, revelando uma
deficiéncia nas células imunes envolvidas na reacdo contra a infeccdo pelo HBV, causando a
cronicidade da infeccdo (YOU et al, 2008a). Um decréscimo de células T totais, em relacdo a
populacBes saudaveis, também foi observado nos estudos de Liu e colaboradores (2010), You
e colaboradores (2009) (apesar do valor relativo de Linfocitos T ser menor que o aqui
encontrado) e de Cao, Qiu e Li (2011), cujo valor das células T foi maior que o encontrado

neste estudo.

Figura 8: Contagem relativa e absoluta dos linfécitos T totais. Lymprogram® e Perfect Count®.
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Valores menores de linfécitos T CD3+ de individuos com carga viral abaixo de 2000
Ul/mL foram encontrados quando comparados com o grupo controle. Este resultado foi
semelhante ao encontrado por Mukherjee e colaboradores (2010). Estes autores também
encontraram diferenca estatistica em individuos com carga viral acima de 2000 Ul/mL e
individuos saudaveis, o que ndo foi observado neste estudo. Os valores relativos dos linfécitos

T totais aqui encontrados também foram semelhantes aos encontrados por esses autores.

Tanto os valores relativos como absolutos dos linfocitos T totais dos grupos de
individuos ndo tratados e tratados foram menores quando comparados com o grupo controle
(figura 8).

Os valores absolutos de linfocitos T, tanto para a populacao total de crénicos B, como
para 0s subgrupos, foram menores que os encontrados por Torres e colaboradores (2009) e
por Andreu-Ballester e colaboradores (2012), ambos em individuos saudaveis, reforcando a

ideia de uma supresséao dessas células em individuos com hepatite B.

Em individuos com hepatite B, os valores absolutos encontrados por Cao, Qiu e Li
(2011) foram semelhantes aos encontrados neste estudo, quando comparados com 0s grupos
“tratados”, “carga viral abaixo de 2000 UI/mL” e “carga viral acima de 2000 Ul/mL”. Os
grupos “ndo tratados” e a populacdo total de infectados tiveram resultados maiores do que os

encontrados por esses autores.

Fiagura 9: Contagem relativa e absoluta dos linfécitos T auxiliares. Lymproaram® e Perfect Count®.
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Né&o foram encontradas diferencas estatisticas para os valores relativos de linfocitos T
auxiliares (CD4+) (figura 9), o que também foi observado por Mukherjee e colaboradores
(2010). Esse autor comparou os individuos crénicos B com os saudaveis e depois separou 0s
infectados por carga viral (acima e abaixo de 2000 Ul/mL), comparando cada grupo com 0s

individuos controle, ndo achando diferenca estatistica entre eles.

Ainda assim, os valores relativos encontrados neste estudo foram maiores que o0s
encontrados por You e colaboradores (2008a) e por Liu e colaboradores (2010), que
observaram uma diminuicdo de linfocitos T CD4+ em pacientes com hepatite B cronica,
quando comparados com individuos saudaveis. Segundo esses autores, as células T auxiliares
possuem um papel fundamental no controle da resposta imune. Uma deficiéncia na resposta
imunolodgica dessas células pode prejudicar a atividade das células T citotoxicas (CD8+) e a
producdo de anticorpos, impedindo assim o clareamento do virus, levando a cronicidade da
infeccdo. Liu e colaboradores (2010) também observaram que individuos com hepatite B
aguda possuiam niveis maiores de linfocitos T CD4+ (comparados com individuos cronicos) e
melhores progndsticos da doenca, confirmando a importancia dessas células para o

clareamento viral.

No presente estudo, o valor absoluto dos linfécitos T auxiliares nos individuos
cronicos foi menor que nos individuos saudaveis, resultado também encontrado por Cao, Qiu
e Li (2011).

Observou-se também que individuos tratados e aqueles com carga viral acima de 2000
Ul/mL obtiveram valores menores para as células T CD4+, quando comparados com o grupo
controle. Pacientes que precisam ser tratados e pacientes com altos titulos de carga viral se
encontram com a doenca ativa, o que pode explicar o decréscimo de células T CD4+ nesses

individuos.

Observaram-se valores mais baixos nos niveis de linfécitos T CD8+, dos individuos
infectados pelo HBV, em relacdo ao grupo controle (figura 10), o que também foi observado
por Cao, Qiu e Li (2011) e por Mukherjee e colaboradores (2010), em contraste com You e
colaboradores (2008a, 2009) e Liu e colaboradores (2010), que encontraram um aumento de

linfécitos T CD8+ em pacientes infectados pelo HBV.

Os linfécitos T CD8+ desempenham uma funcdo essencial no clareamento viral e na
patogenia da doenca hepatica. Eles reconhecem e direcionam as células novas que exibem

antigenos virais sintetizados endogenamente, apresentados por moléculas de MHC classe .
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Em pacientes agudos, detecta-se uma vigorosa e policlonal resposta de células T CD8+, que
leva ao clareamento viral. Em pacientes cronicos, contudo, essa resposta é fraca, havendo um
aumento de células T supressoras, levando a sustentacéo e persisténcia da infec¢do. No figado
desses pacientes, podem ser encontradas células T CD8+ virus-especificas, que contribuem

para a patogenia da doenca, porém, funcional e quantitativamente sdo incapazes de resolver a

infeccdo (LIU et al, 2010; CHISARI; ISOGAWA; WIELAND, 2010).

Figura 10: Contagem relativa e absoluta dos linfocitos T citotdxicas. Lymprogram® e Perfect Count®.
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Fiaura 10: Contagem relativa e absoluta dos linfécitos T citotéxicas. Lymproaram® e Perfect Count®.

Como ja citado anteriormente, as células T auxiliares promovem através de ativacdo a

resposta de células T citotdxicas contra o HBV. A diminuicdo destas células pode estar
influenciando nos baixos valores de células T CD8+ aqui encontrados. Além disso, a
diminuicdo das células T auxiliares e, principalmente, das células T citotoxicas podem

explicar o decréscimo das células T totais no pacientes com hepatite B crénica.

A razdo entre os linfocitos T auxiliares e T citotoxicos se refere a proporcéo entre
esses dois tipos celulares. No presente estudo, a razdo foi maior na populagdo infectada pelo
HBV em comparacdo aos individuos saudaveis (figura 11), sendo caracterizada por uma
propor¢do de 2:1, ou seja, 0 numero de células T CD4+ é o dobro do numero de células T

CDB8+. Tem sido descrita na literatura uma inversao dessa razéo (ou seja, uma diminuicdo das
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células T CD4+ e um aumento nas células T CD8+) You et al, (2008c), contudo, isto ndo foi
observado neste estudo. Nos resultados encontrados por You e colaboradores (2009) e por
Cao, Qiu e Li (2011) também nao foi observada essa inversdo, apesar dos valores encontrados

por esses autores ainda serem menores (proporcao de 1:1) do que os do presente estudo.

Figura 11: Razdo entre os linfdcitos T auxiliares e os linfocitos T citotoxicos. Lymprogram® e Perfect Count®.
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Células NK (CD56+) geralmente sdo ativadas na fase inicial da infeccdo viral e tem
um importante papel no controle da recirculacdo de células T virus-especificas e da imunidade
antiviral no figado. Além de atingir e matar as células infectadas através da liberacdo de
particulas toxicas como granzimas e perforinas, as células NK secretam uma grande
guantidade de citocinas inflamatdrias e imunomoduladoras que exercem uma funcao antiviral,

ativam e recrutam outras células para participar da resposta ao virus (LI et al, 2011; GU et al,

2009).
Figura 12: Contagem relativa e absoluta das células NK. Lymprogram® e Perfect Count®.
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Os valores relativos das células NK dos pacientes infectados (total, tratados e com
carga viral abaixo de 2000 UI/mL) foram maiores que os do grupo controle (figura 12).
Segundo Liu e colaboradores (2010), também encontraram valores mais altos nos pacientes
crénicos, que em individuos saudaveis, no estagio inicial da hepatite aguda ha um aumento
dos valores das células NK, que depois decresce a medida que a doenca evolui para a cura.
Nos individuos cronicos, entretanto, hd uma prolongada e persistente inflamacéo, levando as
células NK a manterem niveis relativamente altos. Em contraste, Gu e colaboradores (2009)
acharam valores mais baixos de células NK em pacientes infectados comparados com o grupo
controle, afirmam que na hepatite crénica hd uma diminui¢do da quantidade e atividade das
celulas NK.

Lang e colaboradores (2012) sugerem que, em pacientes com hepatite C, a deplecéo de
células NK pode levar a um aumento das células T seguido da eliminacdo do virus. Ainda,
demonstraram haver uma associacdo entre a ativacdo das células NK e uma supressdo de
celulas T CD8+.

N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre as populacdes estudadas para 0s
valores dos linfécitos B (figura 13). Esse resultado também foi observado por Mukherjee e
colaboradores (2010) (que encontraram valores maiores que 0s aqui apresentados) e Cao, Qiu
e Li (2011), que obtiveram resultados semelhantes aos deste estudo.

Figura 13: Contagem relativa e absoluta dos linfécitos B. Lymprogram® e Perfect Count®.
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6. CONCLUSOES

Dentro dos objetivos propostos e dos resultados expostos, foi possivel concluir que:

O perfil linfocitario da populacdo de individuos infectados pelo HBV foi

determinado por valores reduzidos de células T totais e de células T citotoxicas,

quando comparados com os de individuos sadios;

e Foi possivel observar um relativo aumento das células NK nos individuos
infectados;

e Na&o foi possivel observar diferencas no perfil linfocitario de individuos nédo

tratados e individuos tratados;

e Na&o houve influéncia da carga viral no perfil linfocitario.
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7. PERSPECTIVAS DO ESTUDO

e Aumentar o numero de pacientes para melhor avaliar o perfil linfocitario entre os
subgrupos;
e Avaliar o efeito do tratamento dentro dos subgrupos de carga viral;

e Avaliar a o efeito da droga.



51

REFERENCIAS

ANDREU-BALLESTER, J.C. et al. Values for af§ and yd T-Lymphocytes and CD4+, Cd8+,
and CD56+, subsets in healthy adult subjects: assessment by age and aender. Cytometry Part
B: Clinical Cytometry, Valencia, v. 82b, n. 4, p. 238-244, Apr. 2012.

ASPINALL, E. J. et al. Hepatitis B prevention, diagnosis, treatment and care: a review.
Occupational Medicine. v, 61, p. 531-540, 2011.

BARONE, A. A; VISO, A. T. R. Patogenia da hepatite B e Delta. Brazilian Journal
Infectous Diseases., Salvador, v. 10, n. 1, p. 11-14, ago. 2006.

BERTOLETTI, A; GEHRING, A. J. The immune response during hepatitis B virus infection.
Journal of General Virology, v. 87, p. 1439-1449, 2006.

BHATTACHARYA, D; THIO, C L. Review of hepatitis B therapeutics. Clinical Infectious
Diseases. v, 51, n. 10, p.1201-1208, 2010.

BRANDAO-MELLO, C. E. Histdria natural da infecgdo pelo virus da Hepatite B (HBV) em
Individuos Imunocompetentes e Imunodeficientes. In: ARAUJO, E. S. A. (Ed.). O aBc das
hepatites: manual clinico para 0 manuseio e prevencao da hepatite B. Sdo Paulo: Bristol-
Myers Squibb, 2008. p. 38-64.

BRASIL. Ministério da Saude. Banco de Dados do Sistema Unico de Satde — DATASUS.
Disponivel em: < http://www.datasus.gov.br >. Acesso em: 12 nov. 2012a.

BRASIL. Ministério da Saude. Portal da Satde. Doengas transmissiveis. Disponivel em:
<http://portal.saude.gov.br/portal/saude/visualizar_texto.cfm?idtxt=21920>. Acesso em 23
nov. 2012b.

BRASIL. Ministério da Saude. Satude amplia faixa etaria para vacinacdo gratuita contra
Hepatite B a partir de 2011. 2010. Disponivel em:<http://portal.saude.gov.br/
portal/aplicacoes/noticias/default.ctm?pg=dspDetalheNotici
a&id_area=124&CO_NOTICIA=11563>. Acesso em: 25 mai. 2011.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemioldgica. Guia de vigilancia epidemioldgica. 7. ed. Brasilia: Ministério da
Saude, 2009. 816 p.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Hepatites virais: o Brasil esta atento. Ministério da Saude,
Secretaria de Vigilancia em Salde, Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. 3. ed.
Brasilia : Ministério da Saude, 2008. 60 p.

CAO, W; QIU, Z. F; LI, T. S. Parallel Decline of CD8+CD38+ lymphocytes and Viremia in
Treated Hepatitis B Patients. World Journal. Gastroenterology, Beijing, v. 17, n. 17, p.
2191-2198, May. 2011.



52

CARRILHO, F. J; ONO-NITA, S. K. Virologia do HBV. In: ARAUJO, E. S. A. (Ed.)., 2008,
O aBc das hepatites: manual clinico para 0 manuseio e prevencao da hepatite B. Sdo Paulo:
Bristol-Myers Squibb, 2008. p. 25-37.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Epidemiology and
prevention of vaccine: preventable diseases. 12. ed. Washington DC: Public Health
Foundation, 2011.

CHANG, K. M. Hepatitis B Immunology for clinicians. Clinical Liver Disease, Philadelphia,
v. 14, n.3, p. 409-424, Ago. 2010.

CHEINQUER, H. Atualizacdo no tratamento da hepatite cronica B. In: ARAUJO, E. S. A. de
(Ed.). O aBc das hepatites: manual clinico para o0 manuseio e prevencédo da hepatite B. Séo
Paulo: Bristol-Myers Squibb, 2008. p. 71-92.

CHISARI, F. V; ISOGAWA, M; WIELAND, S. F. Pathogenesis of hepatitis B virus
infection. Pathologie Biologie, v. 58, p. 258-266, 2010.

FARRELL, G. C; TEOH, N. C. Management of chronic hepatitis B virus infection: a new era
of disease control. Internal Medicine Journal. Austrélia, v. 36, p. 100-113, 2006.

FATTOVICH, G; BORTOLOTTI, F; DONATO, F. Natural history of chronic hepatitis B:
special emphasis on disease progression and prognostic factors. Journal of Hepatology,
Brescia, v. 48, p. 335-352, 2008.

FERREIRA, C. T; SILVEIRA, T. R. Hepatites virais: atualizagdo. Jornal de Pediatria, v. 73,
n. 6, p. 367-376, 1997.

FERREIRA, M. S.; BORGES, A. S. Avancos no Tratamento da Hepatite pelo Virus B.
Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Brasilia, v. 40, n. 4, p. 451-62,
jul./ago. 2007.

FERREIRA, O. Estudo de doadores de sangue com sorologia reagente para hepatites B e
C, HIV e ssifilis no hemocentro de Ribeirdo Preto. 2007. 123 f. Dissertacdo (Mestrado em
Saude na Comunidade) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

FONSECA, J. C. F. Hepatite B: aspectos epidemioldgicos. In: ARAUJO, E. S. A. (Ed.),, O
aBc das Hepatites: manual clinico para 0 manuseio e prevencao da hepatite B. Sdo Paulo:
Bristol-Myers Squibb, 2008. p. 38-64.

.. Histdria natural da hepatite B cronica. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, Brasilia, v. 40, n. 6, p. 672-677, nov./dez. 2007.

GONCALES, N. S. L; CAVALEIRO, N. P. Marcadores soroldgicos da hepatite B e sua
interpretacdo. Brazilian Journal infectous Diseses, Salvador, v. 10, n. 1, p. 19-22, ago. 2006.

GU X. B. et al. Relationship between serum Hbv DNA level and HBV-specific, nonspecific
cytotoxic T lymphocytes and natural Killer Cells in Patients with chronic hepatitis B. Chinese
Medical Journal, Jiangsu, v. 122, n. 18, p. 2129-2132, Set. 2009.



53

GUIDOTT]I, L. G, CHISARI, F. V. Immunobiology and pathogenesis of viral hepatitis.
Annual Review of Pathology Mechanisms of Disease,. v. 1, p. 23-61, 2006.

HERNANDEZ-GEA, V, FRIEDMAN, S. L. Pathogenesis of liver fibrosis. Annual Review
of Pathology Mechanisms of Disease, v. 6, p. 425-56, 2011.

INSTITUO DE TECNOLOCIA EM IMUNOBIOLOGICOS. Bio-Manguinhos. Interferon:
Alfa 2b Humano Recombiante. 2012. 36p. Disponivel em:
<http://www.fiocruz.br/bio_eng/media/monografia_interferon.pdf>. Acesso em: 01 out. 2012,

JUNG, M. C; PAPE, G. Immunology of hepatitis B infection. The Lancet, v. 2, Jan. 2002.

LAM Y. F. et al. Current antiviral therapy of chronic hepatitis B: efficacy and safety. Current
Hepatitis Reports, v. 10, p. 235-243, 2011.

LANG, P. A. et al. Natural killer cell activation enhances imune pathology and promotes
chronic infection by limiting CD8+ T-cell immunity. PNAS, Toronto, v. 109, n. 4, p. 1210-
1215, Jan. 2012.

LI, J. et al. Dynamic changes of cytotoxic T lymphocytes (CTLs), natural Killer (NK) cells,
natural Killer T (NKT) cells in patients with acute hepatitis B infection. Virology Journal, v.
8, n, 199. 2011.

LIANG, T. J. Hepatitis B: the virus and disease. Hepatology, Baltimore, v. 49, n. 5, p. 513-
521, May. 20009.

LIAW, Y. F; CHU, C. M. Hepatitis B virus infection. The Lancet, London, v. 373, n. 9663,
p. 582-592, Feb. 20009.

LIU, B. et al. Dynamic analysis of lymphocyte subsets of peripheral blood in patients with
acute self-limited hepatitis B. Health, v. 2, n. 7, p 736-741, 2010.

LOK, A. S. F; MCMAHON, B. J. Chronic hepatitis B. Hepatology, Baltimore, v. 45, n. 2, p.
507-539, Jan. 2007.

MCMAHON, B. J. The natural history of chronic hepatitis B virus ilnfection. Hepatology, v.
49, n. 5, p. s46-s55, 20009.

MELO, F. C. A; ISOLANI, A. P. Hepatite B e C: do risco de contaminacdo por materiais de
manicure/pedicure a prevengdo. Revista Saude e Biologia, Campo Mourdo, v. 6, n. 2, p. 72-
78, maio/ago. 2011.

MUKHERJEE, R. M. et al. Relationship between serum HBsAg level, HBV-DNA level, and
peripheral immune cells in patients with chronic hepatitis B virus infection. Hepatic
Medicine: Evidence and Research, Hyderabad, v. 2, p.157-162, Nov. 2010.

OO0, Y. H; MUTIMER, D. J. Hepatitis B. Medicine. United Kingdom, v. 39, n. 9, p 545-549,
Set. 2011.


http://www.annualreviews.org/loi/pathmechdis
http://www.annualreviews.org/loi/pathmechdis
http://www.annualreviews.org/loi/pathmechdis

54

PARANA, R. et al. Diversidade genémica do virus da hepatite B. Gazeta Médica da Bahia,
Salvador, v. 79, n. 2, p. 37-38, jul. 2009.

PARANA, R; SCHINONI, M. I; OLIVEIRA, A. P. Diagndstico e monitorizacio da hepatite
B. In: ARAUJO, E. S. A. (Ed.). O aBc das Hepatites: manual clinico para o0 manuseio e
prevencéo da hepatite B. S&o Paulo: Bristol-Myers Squibb, 2008. p. 65-70.

PURCELL, R. H. The discovery of the hepatitis viruses. Gatroenterology, Philadelphia, v.
104, n. 4, p. 955-963, Abr. 1993.

PYRSOPOULOS, N. T. Hepatitis B. medscape reference. 2011. Disponivel em:
<http://emedicine.medscape.com/article/177632-overview>. Acesso em: 25 mai. 2011.

REHERMANN, B. Immune responses in hepatitis B virus infection. Seminars in Liver
Disease, v. 23, n. 1, 2003.

ROBEK, M. D; BOYD, B. S; CHISARI, F. V. Lambda interferon inhibits hepatitis B and C
virus replication. Journal of Virology, California, v. 79, n. 6, p. 3851-3854, Mar. 2005.

RODRIGUEZ-FRIAS, F; JARDI, R. Virologia molecular del virus de la hepatitis B.
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, Barcelona, v. 26, supl. 7, 2008.

SADLER, A. J; WILLIAMS, B. R. G. Interferon-inducible antiviral effectors. Nature
Reviews Immunology, Victoria, v, 8, n. 7, p. 559-568, Jul. 2008

SAO PAULO. Secretaria da Sadde. Vacina contra hepatite B. Revista de Satde Publica, Sdo
Paulo, v. 40, n. 6, p. 1137-1140, dez. 2006

SHEPARD, C. W. et al. Hepatitis B virus infection: epidemiology and vaccination.
Epidemiologic Reviews, Atlanta, v. 28, n. 1, p. 112-125, Ago. 2006.

THEISE, N. D. Liver biopsy assessment in chronic viral hepatitis: a personal, practical
approach. Modern Pathology. v. 20, p. S3-S14, 2007.

TORRES, A. J. L. et al. Reference range for T lymphocytes populations in Blood Donors
from two different regions in Brazil. Brazilian Journal Infectous Diseases, Salvador, v. 13,
n. 3, jun. 2000.

WHO. World Health Organization. Hepatitis B. Fact sheet N°204. Jul. 2012. Disponivel
em:<http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs204/en/>. Acesso em: 19 set. 2012.

WIENS, A; CORRER, C. J; PONTAROLO, R. Hepatite B cronica: uma revisdo sobre 0s
aspectos clinicos e terapéuticos. Visdo Académica. Curitiba, v. 11, n. 2, p. 93-101, jul./dez.
2010.

YOU, J. et al. Effect of viral load on T-lymphocyte failure in patients with chronic hepatitis
B. World Journal of Gastroenterology, Kunming, v. 14, n. 7, p. 1112-1119, Fev. 2008a.


http://zl.elsevier.es/es/revista/enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28

55

. Hepatitis B virus DNA is more powerful than HBeAg in predicting peripheral T-
lymphocyte subpopulations in chronic HBV-infected individuals with normal liver function
tests. World Joutnal of Gastroenterology, Kunming, v. 14, n. 23, p. 3710-3718, Jun. 2008b.

. Impact of viral replication inhibition by entecavir on peripheral T lymphocyte
subpopulation in chronic hepatitis B patients. BMC Infectious Diseases, Kunming, v. 8, n.
123, Set. 2008c.

. Peripheral T-lymphocyte subpopulations in diferent clinical stagesof chronic HBV
infection correlate with HBV load. World Journal of Gastroenterology, Beijing, v. 15, n.
27, p. 3382-2293, Jul. 20009.



ANEXO A

(PARECER DE APROVACAO DO PROJETO EMITIDO PELO COMITE DE

ETICA)

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORGO003460. Assurance FWA0D002471, October 26, 2010
IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

MWCM wwmmmhdmrmmvm
Cep: 40.110-160 - suwm teholioe: (71} 32938043 email coopeoiufbaky  Acwsepege: www cnpmod ufla b

[T NOIONS

PARECER/RESOLUCAO N.° 095/2009

Registro CEP. 091/09 (Este n° deve scr citado nas correspondéncias referentes a cste projeto)

Titulo do Projeto. “Caracteristicas imunobiolégicas da resposta ao virus da
hepatite B em individuos soropositivos, soronegativos para HBV e co-infectados
HBV/HTLV-I e 11”.

Patrocinio/Financiamento. Proposta submetida a Instituigdo de fomento (Fundagdo de
Amparo i Pesquisa do Estado da Bahia/FAPESB). Orgamentc muito expressivo,
fundamentalmente para aquisi¢do de instrumental. Contrapartida procedente.

Pesquisadora Responsdvel. Doutora Maria Isabel Schinoni, Professora Adjunta da
Faculdade de Medicina, Universidade Federal da Bahia (UFBA). “Staff”: Raymundo
Parani Ferreira Filho, Professor Adjunto e Livre Docente em Hepatologia Clinica da
Faculdade de Medicina da Bahia/FAMEB/UFBA; Denise Carneire Lemaire,
Professora, Biomédica pela UFBA; Antonio Fibio Medrado de Aradjo, Professor
Visitante da Pds-graduagdo stricfo sensu em Imunologia da UFBA; José Roberto
Meyer Nascimento, Professor Associado pela UFBA; Songeli Menezes Freire,
Doutorado em Imunologia pela Universidad de Buenos Aires, “UBA” — Argentina,
Professora, Colaboradora e Farmacéutica pela UFBA. “Curricula Vitae” apensos.

Instituigdo. Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos, Servigo de
Gastro-Hepatologia, Universidade Federal da Bahia, CHUPES/SGH/UFBA.

Area do Conhecimento. 4.00, Medicina; 4.01, Ciéncias da Saide; Nivel P; Grupo IIL

Objetivos. Geral — avaliar a prevaléncia da infecgio pelo virus da hepatite B (VHB)
assim como a prevaléncia da co-infecgdo com o HTLV e estudar as caracteristicas
imunobiologicas da resposta celular aos antigenos virais em individuos soronegativos e
soropositivos para estas infec¢des. Especificos — avaliar a soroprevaléncia de hepatite
B (AgHBs, anti-HBc¢) ¢ HTLV-I + II e avaliar a situagdo atual de imunidade ao virus B
(anti-HBs); definir o perfil de resposta celular de individuos, ndo infectados (AgHBs-,
Anti-HBc¢) € vacinados, a antigenos do HBV in vitro; correlacionar o perfil imune de
portadores de HBY monoinfectados e co-infectados com HTLV com fatores préprios do
virus B.

Resumo. O Estudo prevé a duragdo de 4 (quatro) anos e propde a andlise de 4.000
{quatro mil) individuos com idade entre 18 (dezoito} e 45 (quarenta e cinco) anos,
ambos os sexos, oriundos da regido de Jequié/Jiquirica, na Bahia, com posterior
acompanhamento no Ambulatério de gastrohepatologia do C-HUPES. Cadastramento

em banco de dados e estratificagdo por Grupos: G1) soropositivos para hepatite B; G2),
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fn " COMPLEXO HOSPITALAR UNIVERSITARIO PROFESSOR EDGARD SANTOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliagdo da resposta vacinal, soroprevaléncia da hepatite B e das caracteristicas
imunobiolégicas da resposta a antigenos do virus da hepatite B em individuos
soropositivos, soronegativos para HBV e co-infectados HBV/HTLV-VIL

Pesquisador Responssvel: Dra. Maria Isabel Schinoni (Médico ¢ Hepatologista ICS-HUPES-UFBA).

Membros Pesquisadores: Dr. Parana Ferreira Filho — (Médico ¢ hepatologista) HUPES-FA MEB-
UFBA.

Dr. Roberto Jose Meyer Nascimento (Médico Imunologista ICS-UFBA).

Dra. Songeli M. Freire (Bioguimica e Imunologista ICS-UFBA).

Bruna Mattos Cavalcante (Biomédica P6s-Graduanda do ICS-UFBA).

Dr. Marcelo Silva (Medico pés-graduando do Complexo-HUPES-UFBA).

Institui¢io/Setores: Universidade Federal da Bahia. Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos (Ambulatério de Hepatologia) ¢ Instituto de
Ciéncias da Saude (Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular)

Enderego: NUCLEO DE HEPATOLOGIA
Centro Pediatrico Professor Hosannah de Oliveira, Rua Padre Feijé n® 29,
4° andar - Canela Cep: 40.110-170 Salvador-Bahia

Telefones: Ambulatério de Gastrohepatologia (71) 3237-1311
Lab. De Imunologia (71-3235-9682/Teleufba 71-32838935)

NATUREZA E OBJETIVO DO ESTUDO

Vocé est4 sendo convidado (a) a participar de um estudo de pesquisa. Antes de decidir, ¢ importante que
entenda porque a pesquisa esta sendo realizada e o que ela envolvera. Por favor, dedique um tempo para
ler cuidadosamente as informagdes seguintes ¢ conversar sobre este estudo. Se houver qualquer divida
nos pergunte. Utilize o tempo que for necessario para decidir sc deseja participar desta pesquisa. Sua
decis@io nfio afetard de forma alguma sua relagiio com o médico do estudo ou seu tratamento médico
agora ou no futuro.

Os objetivos principais deste projeto sdo investigar: a capacidade de resposta & vacina contra hepatite B,
a capacidade de defesa ao virus da hepatite B ¢ os efeitos da co-infecgiio com o virus da hepatite B e o
virus HTLV. A equipe médica justifica o objetivo da pesquisa pela necessidade atual de se esclarecer
algumas perguntas sobre os mecanismos de resposta viral na infecg@o e na co-infecgdo, bem como da
capacidade da resposta do individuo a vacina usada por recomendagdo do ministério da satde.

TRATAMENTO E PROCEDIMENTOS

Caso vocé deseje ¢ aceite participar do estudo tera o direito de saber os resultados dos exames
realizados. A pesquisa consta de entrevista e levantamento de seus dados pessoais e clinicos.
Posteriormente serd feita a coleta de scu gue por meio de um tipo de seringa estéril, chamada de

Neudinéa Lima dos Santos
Secretéaria Exccutiva
Tomitd de Etica em Pasquisa

CRP/MECOIVEA
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“yacutainer”. A coleta de sangue sera realizado por profissional técnico capacitado e o procedimento de
retirar 0 sangue em pessoas sensiveis pode causar pequeno desconforto, mas sem risco & satde.

Depois da entrevista, com marcagdio de hordrio serdio realizadas coletas de sangue em trés fases, em cada
vez pouco mais que uma colher de sopa cheia (10 mL) de sangue para os exames d¢ teste no soro ¢ leste
no sangue sobre a sua capacidade de defesa contra hepatite. Caso necessite de tratamento vocé serd
orientado e acompanhado pelos médicos Dr. Raymundo Parand Ferreira Filho e Dra. Maria Isabel
Schinoni do grupo de Hepatologia do 4°. Andar do Ambulatério Magalhies Neto na Rua Padre Feijé n°
29, 4° andar — Canela, na cidade de Salvador.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Vocé recebera todos os resultados de exames realizados que poderdo auxiliar o seu atendimento médico.
Os exames estarfio disponiveis conforme consta no protocolo que vocé recebera a apos coleta do sangue.
Caso haja indicag&io vocé serd encaminhado para especialistas através do protocolo que lhe sera entregue
junto ao laudo conforme indicagdo dos médicos responséveis por este projeto. Esse estudo também
podera auxiliar a ciéncia ¢ aos médicos por tentar esclarecer perguntas atualmente comuns em relagdo a
vacinagfio contra Hepatite B e em relagdo ao acompanhamento ¢ tratamento de pacientes infectados pelo
virus da hepatite B ¢ co-infectados pelos virus da Hepatite B ¢ ' ILV.

CONFIDENCIALIDADE

Todas as informagdes prestadas sobre vocé serdo mantidas em total sigilo ¢ de acordo com as leis
vigentes no pais. Néio haverd nenhum tipo de identificagdo quanto aos seus dados em quaisquer
relatérios ou publicagdes cientificas do estudo.

RECUSA EM PARTICIPAR OU RETIRADA DO ESTUDO

Ao ser incluido neste estudo, caso haja indicagiio vocé tera acompanhamento ambulatorial ou
encaminhamento para drea especifica que se faga necessdrio. No entanto, sua participagdo ¢ totalmente
voluntéria e caso nfio aceite participar, poderé abandonar o estudo a qualquer momento, sem que haja
qualquer tipo de prejuizo de atengdo médica. A indicagfio e atendimento ndo serd modificada com a
pesquisa e seguird a orientagio clinica normal do Ministério da Saude.

PAGAMENTOS
Vocé niio recebers nenhum tipo de pagamento para participar desta pesquisa.
CONTATOS

Sinta-se livre para fazer qualquer pergunta a qualquer momento durante o estudo. Caso tenha um
problema médico ou tenha perguntas sobre os procedimentos, riscos ¢ beneficios ou outras dividas,
entre em contato com o Dr. Marcelo Silva no Ambulatério no enderego acima ou pelo telefone (73)
88391021 / (71) 88451503 ou com Dr. Raymundo Parand ¢ Dra. Maria Isabel Schinoni nos
telefones 3237-1311 ¢ com os Dr. Roberto Meyer, Dra. Songeli Freire ¢ Bruna Cavalcanti no
Laboratério de Imunologia (71-3235-9682 / 71-32838935) na Universidade Federal da Bahia.

Caso tenha perguntas sobre seus direitos como participante, vocé pode conversar com o médico,
com a equipe deste estudo ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de
Oliveira que aprovou esta pesquisa, pelo telefone: (71) 3283-8043 ou no endereco Rua Augusto
Viana, s/n°, Canela — Complexo Hospitalar Universitirio Prpfessor Edgard Santos, 1.° andar,
CEP: 40.110-160 Salvador-Bahia, , e-mail: cepmco@ufba.br .

Claudinéa Lima dos Santos
Secreténa Executiva
Com.h‘f_d_' Etica em Pasquisa
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AUTORIZACAO DO INDIVIDUO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E PRE-ESCLARECIDO.

Projeto: Avaliagio da resposta vacinal, soroprevaléncia da hepatite B ¢ das caracteristicas
imunobiolégicas da resposta a antigenos do virus da hepatite B em individuos soropositivos,
soronegativos para HBV e co-infectados HBV/HTLV-VIL.

Li, ou foi lido para mim, as informagdes contidas neste Termo de Consentimento ¢ tive a oportunidade
de fazer perguntas, as quais foram respondidas de forma satisfatéria. Eu ou meu representante
legalmente autorizado receberd uma copia datada e assinada para meus arquivos. Minha assinatura ou
impresséo digital abaixo indicam que concordo em participar desta pesquisa.

= / /
Assinatura do (a) paciente Data’
Nome do (a) p;cicnte em letras de forma
ImpeessSo digital
R - / /
Assinatura do (a) representante legal Data'

Nome do (a) representante em letras de forma

DECLARACAO DA PESSOA QUE EXPLICOU O CONSENTIMENTO
Expliquei cuidadosamente ao paciente e/ou representante legal ¢ ao (s) seu (s) familiar(s) todas as
informagdes necessarias para participagdo nesta pesquisa.

s : T
Assinatura da pessoa que apresentou a pesquisa Data
se ndo for o Investigador-principal
Nome do (a) representante em letras de forma
o / /
Assinatura do (a) representante legal Data'
Nome do (a) representante em letras de forma

i -
Assinatura da Testemunha (no. 1) ndio pertencente ao grupo de pesquisa Data'
S

Assinatura da Testemunha (no. 1) néio pertencente ao grupo de pesquisa

'Cada pessoa que assina o consentimento deve, pessoalmente, registrar a data de sua assinatura.
mente, registrar a data de sua assinatura.

Claudinéa Lima dos Santos

Secrotéria Exocutiva
~Tamitd ge Stica om Pesquisa
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