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RESUMO - Foram estudados 69 pacientes com hepatopatia crénica, todos com avaliagio histolégica
e 10 pacientes vacinados para o virus da hepatite B (VIIB). Foram determinados os seguintes
marcadores: 1) soro: AgHBs, AgliBe, anti-HBe, anti-1Bc total, anti-HBs, anti-HCV, VHB-DNA; 2)
lisado de células mononucleares do sangue periférico (MN): AgHBs, AglBe: 3) tecido hepdtico:
AgHBs, AgHBc. Foram divididos quatro grupos de acordo com a sorologia. Grupo I- pacientes AgHBs
positivos (n=25). Em 19 (76%) observou-se AgHBs no lisado de MN. O AgHBe nos MN foi detectado
em oito (32%), todos com evidéncia de replicacio viral (presenga de AgliBe e/ou HBV-DNA no soro/
AgHBc no tecido). Grupo I - pacientes anti-HBc total/anti-HBs positivo (n=14), encontrou-se AgHBs
em cinco (36%) ¢ AgHBe em um (7,1%). No paciente positivo para AglHBe em MN, encontrou-se
marcadores de replicagio no soro e no tecido (VHB-DNA, AgHBc). Dos nove pacientes anti-HBs
posilivos, trés tinham AgHBs nos MN. Grupo I1I - pacientes seronegativos para VHB. O AgHBs estava
presente nos MN em dois (6,6%), porém o AgHBe estava ausente em todos. Havia concomitante
presenca do AgHBs nos MN e tecido hepitico em um caso. Nio foram observados marcadores de
replicagdo em nenhum caso. Grupo IV - 10 individuos sadios vacinados para VHB. Exceto anti-HBs
no soro, nenhum outro marcador do VHB foi encontrado no soro e/ou mononucleares. Os resultados,
quanto a utilizagio dos marcadores de VHB em células MN, sugerem: 1) presenca de AgliBs em MN
portadores do VHB ¢ evento freqgiiente, aparentemente sem significado clinico importante; 2) os
marcadores do VHB em MN podem apresentar-se como  alternativa para o diagndstico de infecgio
pelo VHB scronegativo, assim como para aferir a replicagdo viral; 3) A presenga do AgHBs em MN
correlacionou-se fortemente com replicagio viral demonstrada pelo VIHB-DNA no soro e AgHBc no
tecido.

UNITERMOS - Antigenos da hepatite B. Anticorpos da hepatite B. Células mononucleares do
sangue periférico.

INTRODUGAO

Os hepadnavirus, cujo protétipo ¢ o virus da hepatite B
(VHB), sio hepatotrépicos capazes de causar hepatite aguda
com potencial de evolugio para cronicidade'®. Apesar do hepa-
totropismo viral, o VHB, assim como os demais hepadnavitus,
tem sido encontrado em virios tecidos, indicando a possibilida-
de de infecgdo de outras células que ndo hepatdcitos 19,

Mais recentemente, a presenca de marcadores do VHB foi
demonstrada em células mononucleares do sangue periférico
(MN) por vérios autores'13, Entretanto, o significado clinico
deste achado nio pode ainda ser esclarecido .

Sabe-se que a maioria dos portadores de VIIB apresentam
AglIBs em MN, assim como, nos pacientes com replicagao
viral importante, demonstram-se AgHBe em MN, sugerindo a
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possibilidade de replicacdo viral nestas células®™”'?. O VHB-
DNA também foi encontrado em MN de portadores do VIIB em
diferentes proporcdes nos pacientes estudados™!?, sem signi-
ficado clinico evidente.

Este estudo objetiva a observacao da prevaléncia destes
marcadores nos MN, de pacientes portadores de doenca cronica
do figado associada ao VIIB e de outras etiologias, assim como
significado clinicodoachadoea comparagdo com os marcadores
tissulares do VIIB.

Pacientes

Sessenta e nove pacientes portadores de doenga hepitica
cronica, 40 homens (média idade 42 anos) e 29 mulheres
(média idade 36 anos) com doenca hepatica comprovada clini-
cachistologicamente, e 10 pacientes assintomaticos, vacinados
para o VHB, quatro homens (média de idade 28 anos) e seis
mulheres (média de idade 29 anos).

Dos 79 pacientes, dividiram-se quatro grupos conforme o
perfil sorolégico e presenca de doenga hepadtica:

Grupo I - 25 pacientes AgHBs positivos no soro (sete
AgliBe positivos), apresentando evidéncias de doencga he-
patica cronica.

Grupo II - 14 pacientes AgHbs negativos no soro, porém
nove anti-HBc total e anti-HBs positivos, e cinco anti-HBe
positivos isoladamente, com evidéncias de doenca hepdtica
cronica.

Grupo III - 30 pacientes seronegativos para todos os
marcadores do VHB com evidéncias de doenca hepdtica

cronica.
TABELA 1
GRUPO  N? Histologia

CIR/HCA HCP LIM FPS

I 25 12 06 05 2

II 14 05 03 03 03

111 30 08 07 10* 10

v - - - - -

* 5 pacientes LHM + FPS
HCA - hepatite cronica ativa
HCP - hepatite cronica persistente
LHM - lesao hepatica minima
FPS - fibrose portal e septal
CIR -cirrose
- ndo realizada

Grupo IV - 10 individuos, sadios, anti-11Bs positivo pds
vacinacdo, sem evidéncias clinico-laboratoriais de doenga
crénica do figado, porém vacinados para o VIIB com Engerix-
B (SKF), apresentando resposta anti-11Bs satisfatdria.

Todos os pacientes dos Grupos I, I1 ¢ 111 foram submetidos
a biopsia hepidtica (Tabela 1).

METODOS
Separagio de MN

Colhia-se 40 ml de sangue heparinizado de cada indivi-
duo, para posterior diluigio em solucio PBS, e centrifugagio
contra gradiente de Ficoll-Paque, 400g por 20 minutos. Os MN
recolhidos doanel superior da interface cram lavados trés vezes
em solucdo PBS e contados em cimara de Neubauer. Uma vez
alcancado o nimero minimo de 02 x 10 ¢ cels, congelava-se o
concentrado celular a -20 °C em solucdo de PBS, juntamente
com uma amostra do dltimo liquido de lavagem.

Marcadores virais no soro por Elisa

A detecgio de marcadores virais no soro (AgliBs, AgHBe,
anti-HBc total, anti-HBs), foi realizada usando-se kits comer-
ciais dos laboratérios Abbott (Chicago, Illinois).

Marcadores virais em MN por Elisa

O AgliBe e AghBs em MN foi testado em lisado de MN
utilizando-se kits comerciais Abbott (Chicago, Illinois). Bre-
vemente, o concentrado de MN era retirado do freezer,
aquecido a 37 °C por 15 minutos, submetido a choque
hipoosmdtico com solucdo de PBS diluido 1:10,sobagitagio,
por 5 minutos, e corrigida a osmolaridade com solucio PBS
concentrada 10 vezes.

O lisado celular obtido era, entdo, testado em duplicata
nos kits comerciais conforme indicagoes do fabricante. Acei-
tavam-se resultados positivos apenas em duplicata e apds
teste de ncutralizagdo, utilizando-se anticorpo especifico
contra o AgliBs e AgliBe. Para aferir a qualidade da lavagem
das células e a possibilidade de contaminagio do lisado
celular pelo soro do paciente, uma amostra do Gltimo liquido
de lavagem era testado para AglIBs e AgliBe.

Extracio do DNA do lisado de MN

O DNA total do concentrado de MN era extraido pela
técnica do fenol cloroférmio. Brevemente incubava-se o con-
centrado com proteinase K (100 mg/ml) e sédio deoxil sulfato
(0,5%) por 2 horas a 37 °C. Posteriormente, procedia-se a
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precipitacio com ctanol. O DNA cra resuspenso numa solugio
Tris-HHCL-EDTA ph 8,0, para hibridizacio pclo Dot-Blot 1711,

VHB-DNA no soro e no lisado de MN (Dot-Blot)

Cinquenta microlitros do soro ¢ do dltimo liquido de
lavagem de cada amostra e da suspensdo de DNA diluido em
Tris-EDTA, foram testados para VIIB-DNA, por Dot-Blot
segundo MANIATIS et al."® ¢ SCOTTO et al."*®. O DNA foi
denaturado com 0,2M NaOIl, IM NaCL e posteriormente
tratado com 0,5M Tris, 1M NaCL scguindo-se 2x SSC.
Realizava-se uma pré-hibridizacio com formomida e 5x SSC,
0,1% polivimilpirrolidona, 0,1% ficoll, 0,5%SDS, 0,01M
EDTA 100 mg/ml de esperma de salmdo. A hibridizagio se
fazia com o meio de pré-hibridizacio adicionando-se sonda
marcada com P** por “Nick Translation™". A sensibilidade
da sonda era de 0,1 pg de VIIB-DNA por 50 uL de soro.

Marcadores em tecido

O AgliBs e AglBc no tecido foram realizados pela
técnica de imunoperoxidase, em tecido deparafinado, utili-
zando-se soro policlonal de coelho imunizados para AgliBc
(extraido de figado humano) ¢ soro de coelho rico em anti-
HBs, e revelados através de imunoglobulina anti-IgG de
coelho marcado com peroxidase.

Immunoblot (Western Blot, W.B.)

W.B. foi realizado sobre lisados linfocitdrios em gel de
poliacrilamida, transferido para folha de nitrocclulose e incu-
bado com anticorpos policlonais de coelho, sendo poste-
riormente revelado com soro anti-IgG de coelho marcado
com peroxidase. Considerando-se positividade para AglBc
uma revelacdo em banda correspondente a 20 kd e AgliBe a
14 kd @,

RESULTADOS

Grupo I - Os resultados estdo sumarizados nas Tabelas 2
e 3. Dos 25 pacientes deste grupo, scte apresentavam AgliBe
nosoro (28%), 19 (76 %) dos pacicntes apresentavam AgliBs
nolisadode MN, porém o AglIBe nos MN estava presente em
apenas oito (32%). Todos os pacientes com positividade para
AgliBe nos MN, apresentavam concomitante positividade
para AglIBs. O VIB-DNA no soro foi encontrado em 10
pacientes (40%).

Tomando-se a presenca de AgliBe e/ou VIIB-DNA como
marcadores soroldgicos de replicacido, observou-se que dos oito
pacientes AgHBe posilivos nos MN, apenas cinco apresen-
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tavam AgliBe no soro, concomitantemente. Por outro lado,
destes, sete apresentavam positividade para VIIB-DNA no
soro, indicando replicacdo viral. Em relagio a presenca de
AgllBc no tecido, este estava presente em todos os pacientes
VIIB-DNA positivos no soro. Em trés pacientes nos quais o
AglIBe estava negativo no soro, porém havia atividade de
doenca hepitica além da presenca de VIIB-DNA no soro e
AglBc no tecido, encontrou-se AgiIBe nos MN.

A presenca do AgliBe em MN, correlacionou-se for-
temente a replicacdodo VIIB, se se tomar o [IBV-DNA no soro
ou AgHBc no tecido, como “Gold Standard™ para replicacio.

O DNA extraido do lisado linfocitdrio mostrou-se posi-
tivo para VIIB-DNA por Dot-Blot em seis dos oito pacientes
AgliBe positivos nos MN, sendo todos HIBV-DNA positivos

no soro.

Visando aferir a especificidade dos resultados realizou-
sc WB para AgllBc e AgliBe em MN dos trés pacicntes
AglIBe positivos nos MN, porém negativos no soro ¢ em
cinco pacientes AgliBe negativos nos MN. O AglIBc e
mesmo AgHBe pode ser evidenciado pelo WB em todos os
trés pacicntes AgHBe positivo nos MN, independente da
sorologia para sistemas Ag/anti-I1Bc, enquanto foi negativo
em todos os pacientes AghlBe negativo nos MN, por Elisa.

Grupo II - Sumdrio dos resultados nas Tabelas 2 e 3.

TABELA 2
SORO
GRUPO Ne AgliBs  AgliBe antiliBc antllBs VIIB-DNA

I 25 25 7 23 0 10

11 14 0 0 14 09 01

II 30 0 0 0 0 0

v 10 0 0 0 10 0
TABELA 3

TECIDO MN
GRUPO N® AgtBs AgliBc AgliBs AglBe VHB-DNA

I 25 24(96%) 10(40%) 19 (76%) 08 (32%) 06 (24%)
I 14 01 (7.1%) 01 (7,01%) 05(35,7%) Ol (07.1%) O (00%)
M 30 01(33%) 0 (0%) 2 (6.6%) 0 (0%) 0 (0%)
v 10 0 0 0 0 0
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Dos 14 pacientes deste grupo, nove eram anti-11Bs/anti-
HBc total positivos ¢ cinco cram anti-I11Bc total positivo isola-

damente.

O AgliBs nos MN foi encontrado em cinco (35,7%)
pacientes, porém o AgllBe estava presente em apenas um
(7,1%); este, apresentava ainda VIIB-DNA no soro, ¢ pequeno
nimero de células hepaticas expressando AglIBc e AgliBs,em
contradicio com o perfil sorolégico mostrando auséncia de
AgHlBs e presenca do anti-HBc isolado. Dos cinco pacientes
AglIBs positivos nos MN, trés eram anti-HBc/anti-11Bs posi-
tivos no soro ¢ dois eram anti-l11Bc isolado.Excetuando-se um
paciente AglBe positivo nos MN, nio foram demonstrados
marcadores em tecido em nenhum outro.

Grupo III - Dos 30 pacientes seroncgativos para todos os
marcadores de VHB, o AglIBs foi positivo nos MN em dois
(6,6%). Nenhum paciente mostrou-se positivo para o AgliBe
nos MN, \/'IIB;DNz\ no soro ou nos MN.

Os marcadores em tecido mostraram-se posilivos cm um
paciente, onde pequeno numero de células mostrava fraca
positividade para AglBs.

Grupo [V - Dos 10 pacientes estudados, nenhum mostrou-
se positivo para qualquer marcador do VIIB nos MN.

AgHBe nos MN como marcador de replicacio viral

Tomando-se o VHIB-DNA no soro como “Gold Standard™
para replicacido viral, observamos que o AgliBe em MN mos-
trou forte correlacdo com VIIB-DNA no soro, supcrior aquela
encontrada para AgliBe no soro.

Dos 11 pacientes HBV-DNA positivos no soro, oito (815%)
apresentavam AgllBe nos MN, enquanto cinco (457 ) apresen-
tavam AglIBc no soro concomitantemente.

COMENTARIOS

A presenca de AgliBs em MN de pacientes portadores de
VHB, com positividade para AglIBs no soro, foi confirmada
neste estudo. Este achado, ja demonstrado por outros autores
AL parece ter seu significado ligado a infeccdo dos MN pelo
VIHB. Entretanto, outras possibilidades ndo podem ser descar-
tadas: sabemos que a complexa cooperacio celular do sistecma
imunoldgico envolve virias linhagens celulares, sobretudo as
células Be T helper. O reconhecimento dos antigenos virais por
receptores celulares dos MN pode explicar o achado fregiiente
dos antigenos nos lisados linfocitdrios, mesmo quando cxiste
negatividade antigénica no soro. O significado clinico da pre-

senca em AgliBs em MN, nido estd evidente, visto que a sua
correlagio com atividade de doenga hepitica ndo pode ser
demonstrada neste estudo (dados nio demonstrados).

Ocncontrode AglIBs nos MN em 5/14 pacientes anti-11Bc
total, anti-lBs positivo, mostrou que nestes individuos a in-
feccdo pelo VIIB pode estar presente apesar da negatividade
para AgliBs no soro. Estudos com PCR demonstraram que
pacientes anti-l1Bc isolado positivo t&m VIIB-DNA quando
pesquisados por PCR, sendo portadores do VIHB®.

A ncgatividade do AglIBs no soro pode ser explicado
pela presenca de pequena quantidade do antigeno circulante,
abaixo da sensibilidade dos kits comerciais existentes, ou
ainda pela formacio de imunocomplexos AglIBs anti-11Bs,
impedindo asua detecgdo antigénica. Por outro lado, tem sido
descrito na literatura, cepas virais cujo reconhecimento do
AglIBs no soro pelos kits comerciais, tem demonstrado
diliculdades™. Ao utilizar-se anticorpos monoclonais ou
técnicas mais sensiveis para o DNA viral, como o PCR, o
VIIB flica deflinitivamente implicado.

O AgllBs em MN parece apresentar o mesmo papel do
PCR para diagnéstico de infeccdo oculta pelo VIIB. Entre-
tanto, ¢ curioso o encontro do AglIBs em individuos anti-I1Bs
positivos. O real significado deste achado ndo pode ser
concluido neste estudo, porém, como acontece em outras
viroses, o VIIB poderia permanecer em laténcia nas células de
linhagem imunoldgica. Nao pode scr descartada a possibi-
lidade de integracio precoce nos mononucleares durante a
fase aguda da doenca, sendo detectado pequena carga anti-
gcnica apenas nos lisados de MN, com significado clinico
aparcntemente pouco importante.

O cencontro de AglIBs no MN e¢m dois dos 30 pacicntes
seronegativos para todos os marcadores soroldgicos do VIIB,
parcce-nos intrigante. Em um desses pacientes havia evidén-
cias clinicas e laboratoriais de hepatite autoimune, estando o
paciente cm corticoterapia. A andlisc retrospectiva do pron-
tuirio hospitalar, demonstrou que em duas oportunidades o
AgliBs mostrou-se fracamente positivo no soro, porém os
demais marcadores do VHB foram sempre negativos. Re-
centemente a literatura tem chamado atengio para a exis-
téncia de mutantes virais, capazes de alterar a expressio
antigénica cldssica do gen S . [ possivel que este paciente
scja um exemplo deste fendmeno, ainda pouco conhecido.
Meclhoravaliacdo sé serd possivel apds estudo das seqiiéncias
de DNA isolados, objetivando observar possiveis mutagoes

gendmicas que pudessem explicar este evento.

Quantoao AgliBe em MN, sua presenca correlacionou-
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se nitidamente a replicacdo viral demonstrada pela presenca
de VIIB-DNA nosoroe AgliBcno tecido, mostrando-se mais
evidente que o AgliBe no soro. O fato de terem sido en-
contrados pacientes anti-II1Be positivos com VHB-DNA no
soro, aponta para a possibilidade de se ter na regido a cepa
mutante pre-core. Curiosamente os trés pacientes com este
perfil soroldgico mostraram intensa atividade de doenca ¢
tinham AglIBe em MN. Em contrapartida, o AgliBe em MN
nio foi demonstrado em nenhum paciente VIIB-DNA nega-
tivo/anti-HBe positivo.

Hipoteticamente, o AglIBe nos MN pode demonstrar
presenca da cepa cldssica do VHB infectando os MN, a
despeito da infeccdo hepadtica pela cepa mutante pre-core. Tal
achado poderd explicar a presenca de titulos elevados de anti-
HBe nesses pacientes, podendo significar estimulacio a pro-
dugdodeste anticorpo pela presenga da cepa cldssica infectando
os MN. Ainda assim, podem existir alteracdes imunolégicas
geradas pela infeccido dos MN, capazes de modificarainteracdo

virus x hospedeiro .

Si3o necessdrios novos trabalhos com amostras maiores,

e com o estudo dos genomas virais no figado e nos MN destes
pacientes.

A divida, sempre presente nestes estudos, recai sobre a
especificidade do teste. Devido a isto, foram tomadas precau-
coes para aferir a qualidade dos nossos resultados nos MN.
Assim, o ditimo liquido de lavagem foi também testado para
marcadores de VHB sendo negativo em todos os casos.

Foram realizadas ainda teste em duplicata, confirmando
os resultados por testes de neutralizacdo. Sé foram aceitos os
resultados cuja positividade foi demonstrada em duplicata,
com real inibicdo pds neutralizacio. Além disso,0 AglIBsem
MN  nio foi encontrado em nenhum dos 10 pacientes do
Grupo 1V. Tomadas tais precaucdes, parece improvdvel a
inespecificidade do teste.
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Parand R, Cotrim HP, Moltta E, Carneiro A, Freitas L, Lyra LGC. Hepatitis B virus markers in peripheral
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ABSTRACT - Recent studies have shown tropism of the hepatitis B virus (HBV) by peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). The consequences of this phenomenon and their clinical use are not yet
clear, however. Seventy-nine patients were studied between March 1989 and October 1990. Sixty-nine
patients had chronic liver disease with histological evaluations, and 10 were vaccinated for HBV. The
following markers were determined: serum: HBsAg, HBeAg, anti-HBe, antitotal-HBc, anti-HBs, anti-
HCV, HBV-DNA : lysated PMBC cells: [1BsAg, HBeAg. Hepatic tissue : HBsAg,HHBcAg. Four groups
were formed according to serology. Group [ - positive [IBsAg patients (n=25) [IBsAg was observed
in the lysated of PBMC in 19 (76%) of the patients. HBeAg in PBMC was detected in 8 (327%), all
of them showed evidence of viral replication (presence of HBcAg and/or HBV-DNA in the serum
HBcAg in the tissue). Group II - antitotal HBc/anti-1IBs positive (n=14), HBsAg in PBMC was found
in 5 (36%) and HBeAg in 1 (7.0%). In this patient replication markers in the serum and in the tissue
(HBV-DNA, HBcAg) was also present. Three patients out of 9 anti-HBs positive had HBsAg in PBMC.
Group III- seronegative patients for HBV. HBsAg was present in PBMC in 2 (6.6%) of the patients,
but was absent in all of them. There was concomitant presence of HBsAg in MN and the hepatic tissue
in 1 patient. Replication markers were not observed in the group. Group IV- 10 assymptomatic
individuals vaccinated for HBV. Except anti-}{Bs in serum. no other HBV marker could be identified
in serum or in PBMC. Regarding the use of HHBV markers in PBMC our results suggest: 1) the presence
of HBsAg in PBMC of chronic carriers of HBV, is a common event, not related to clinical evolution;
2) HBV in PBMC may be an alternative to diagnose seronegative HBV infection, as well as, HBV
replication status: 3) the presence of HBeAg in PBMC strongly correlated with HBV replication,
demonstrated by the concomitant positivity for HBV-DNA in serum and PBMC and in liver tissue.

KEY WORDS - Hepatitis B antigens. Hepatitis B antibodies. Peripheral blood mononuclear cells.
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