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RESUMO

A infeccdo causada pelo virus da hepatite B (VHB) tem uma distribuicdo mundial e
representa um importante problema de sadde publica. A hepatite B ainda configura um risco
na terapia transfusional tendo em vista o potencial de transmissdo parenteral. Na triagem
soroldgica parao VHB sdo utilizados marcadores que detectam o antigeno de superficie do
virus (HBsSAQ) e o anticorpo contra o antigeno do core (anti-HBc). A hepatite B oculta
(caracterizada pela presenca de DNA do VHB, em amostras HBsAg negativas), tem sido um
desafio na triagem soroldgica de doadores de sangue do interior do Estado do Amazonas onde
existem mais de 22% de doacGes reativas para 0 marcador anti-HBc de forma isolada. Além
disso, estudos conclusivos sobre a frequéncia da hepatite B oculta séo escassos no Estado do
Amazonas. Sendo a regido de alta prevaléncia da infeccdo do VHB, faz-se necesséria a
investigacdo da frequéncia da hepatite B oculta. Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a presenca da hepatite B oculta em amostras anti-HBc positivas com ou sem a
presenca do marcador anti-HBs na triagem soroldgica de doadores de sangue oriundo das
Unidades de Coletas Transfusionais (UCT’s) nas regionais de satde do Alto Solimdes e
Amazonas, no periodo de junho/2011 a junho/2012. Foram utilizados métodos soroldgicos
qualitativos e quantitativos dos marcadores para a infeccdo e moleculares para detecgéo,
quantificacdo da carga viral e genotipagem do VHB. A prevaléncia do anti-HBc total reativo
no interior do Estado do Amazonas entre os doadores de sangue foi de 22, 19 %. Foram
analisadas 112 amostras anti-HBc reativas e HBSAg negativas, destas, 04 foram positivas para
o0 DNA-VHB. A maior frequéncia dos doadores de sangue com sorologia reativa para hepatite
B oriundos das regionais Alto Solimdes e Amazonas apresentam o perfil sorologico anti-HBc
e anti-HBs reativos e ndo sdo doadores de primeira vez. A prevaléncia de heptatite B oculta
encontrada em doadores oriundos das regionais de salde Alto Solimdes e Amazonas foi de
3,57%. A presenca do marcador anti-HBs em titulos elevados (acima de 100 mUI/ml) néo foi
associada a auséncia da hepatite B oculta em doadores de sangue das regionais de saude Alto
Solimdes e Amazonas. N&o houve associacdo entre a carga viral encontrada e o perfil
soroldgico para hepatite B dos doadores de sangue DNA VHB positivos. Ndo foi possivel
descrever os gendtipos das amostras positivas para 0 DNA VHB. O risco da IOB pode ser
comprovado nos Paises onde a técnica de deteccdo de acido nucleico (NAT) foi implantada e
tambeém através dos resultados deste estudo. A ocorréncia de infec¢do oculta pelo virus da
hepatite B leva ao questionamento do algoritimo atualmente estabelecido para triagem de
doadores de sangue na regido Amazonica. Seria possivel também estabelecer novas
estratégias para contemplar seguranca transfusional, escassez de sangue no interior do estado
e grande descarte de hemocomponentes.

Palavras-chave: DNA VHB; hepatite B; doadores de sangue; hepatite B oculta, Amazonia.
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ABSTRACT

The infection caused by the hepatitis B virus (HBV) has a worldwide distribution and
represents a major public health problem. Hepatitis B also sets a risk in transfusion therapy
given the potential transmission parenterally. In serological screening for HBV markers are
used to detect the virus surface antigen (HBsAgQ) and antibody to the core antigen (anti-HBc).
The occult hepatitis B (characterized by the presence of HBV DNA in HBsAgQ negative
samples), has been a challenge for serological screening of blood donors in the state of
Amazonas where there are more than 22% of donations reactive for anti-marker HBc in
isolation. Moreover, conclusive studies on the frequency of occult hepatitis B are scarce in the
state of Amazonas. As the area of high prevalence of HBV infection, it is necessary to
investigate the frequency of hepatitis B hidden. In this context, the present study aimed to
evaluate the presence of hepatitis B hidden in samples anti-HBc positive with or without the
presence of the marker anti-HBs in serological screening of donor blood from Units
collections Transfusion (UCT's) in regional health Alto Solimoes and Amazonas, from
June/2011 to June/2012. We used qualitative and quantitative methods of serological markers
for infection and molecular detection, quantification of viral load and genotyping of HBV.
The prevalence of anti-HBc reactive within the State of Amazonas among blood donors was
22, 19%. We analyzed 112 samples reactive anti-HBc and HBsAg negative, of these, 04 were
positive for HBV DNA. The higher frequency of blood donors with reactive serology for
hepatitis B from the regional Alto Solimoes and Amazonas have the serological profile anti-
HBc and anti-HBs reactive and are not first-time donors. The prevalence of occult heptatite B
in donors from the regional health Alto Solimoes and Amazonas are 3.57%. The presence of
the marker in anti-HBs titers (above 100 mIU / ml) is not associated with the absence of
occult hepatitis B in blood donors of the regional health Alto Solimoes and Amazonas. No
association was found between viral load and hepatitis B serologic profile of blood donors
HBV DNA positive. Could not describe the genotypes of samples positive for HBV DNA.
The risk of occult infection with hepatitis B virus (OIB) is real and can be seen in countries
where the technique was implemented and also through the data of this study. The occurrence
of OIB in blood donors in the Amazon region leads to the questioning of the algorithm
currently obeyed. You can also establish new strategies to contemplate transfusion safety,
blood needs in the state and dispose of blood products.

Keywords: HBV DNA, hepatitis B, blood donors, hepatitis B hidden Amazon.
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A infeccdo causada pelo virus da hepatite B (VHB) é considerada um importante

problema de saude pablica, devido a alta prevaléncia e vasta distribuicdo Mundial.

Estima-se que mais de 2 bilhdes de pessoas foram infectadas por esse virus em algum
momento de sua vida. Destes, aproximadamente 240 milhdes estdo cronicamente infectadas
sob risco de desenvolver doengas graves como cirrose hepética e carcinoma hepatocelular.
Além disso, cerca de 600 mil pessoas morrem todos os anos devido as consequéncias de

hepatite B aguda ou crénica (WHO, 2012).

No Brasil, o0 Ministério da Saude publicou recentemente dados dos nimeros de casos
confirmados de hepatite B no periodo de 1999 a 2011, estes dados registram as regides
Sudeste, Sul e Norte com maior prevaléncia do virus. Dos Estados que compdem a regido
Norte, Rondbnia, Acre e Amazonas se destacam dos demais e juntos representam 75% dos

casos notificados na regido no periodo de 12 anos (BRASIL, 2012).

A circulacdo do virus da hepatite B no interior do Estado do Amazonas é um problema
de salde publica amplamente relatado na literatura. O inquérito realizado em 1986, sobre a
presenca do antigenos do virus da hepatite B nos habitantes do municipio de Labrea, ja
relatava a alta endemicidade para hepatite B na regido. Estudos realizados sobre as cidades de
Itamarati em 1994 e Eirunepé em 1998, dois municipios localizados no vale do rio Jurua,
também detectaram prevaléncia de moderada a elevada para os marcadores da hepatite B.
Portanto, no interior do Estado do Amazonas as regides proximas aos rios Jurua, Purus e
médio Solimdes foram consideradas de elevada endemicidade para o virus da hepatite B

(ALECRIM et al., 1986; BRAGA et al., 1994, BRAGA et al., 1998; BRAGA et al., 2004).

A hepatite B ainda configura um risco na terapia transfusional, tendo em vista o
potencial de transmisséo via parenteral. No Brasil, a prevencéo da hepatite B transmitida por

transfusdo de sangue € realizada utilizando aspectos clinico-epidemioldgicos e ensaios



19

soroldgicos por meio de marcadores para detectar o antigeno de superficie do virus (HBSAQ)
e 0 anticorpo contra o antigeno do core (anti-HBc), sdo marcadores presentes durante a

evolugéo da infeccdo (BRASIL, 2010).

A deteccdo do DNA VHB em amostras negativas para HBsAg é definida como
infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (IOB) e a implementacdo da pesquisa para teste de
acidos nucleicos em bancos de sangue seria um mecanismo eficaz para diminuir o riscos de

hepatite B transfusional (ALLAIN & CANDOTT]I, 2009; SOFIAN et al., 2010).

O anticorpo anti-HBs é muito importante na clinica médica, devido sua utilizacao
como marcador de protecdo e monitoramento da resposta vacinal contra o virus da hepatite B.
Contudo, a presenca de altos titulos deste marcador em pacientes anti-HBc positivos e HBsAg
negativos pode nao estar relacionado a auséncia do virus (SATOH et al., 2008; WENDEL et

al., 2008; ALLAIN & CANDOTTI, 2009; SOFIAN et al., 2010).

A presenca da 10B pode ser observada em individuos com infec¢do “resolvida” para
VHB, que apresentam positividade para o anti-HBs, em portador de cepas mutantes e em
portadores do anti-HBc isolados com niveis de HBsAg indetectaveis (BHATTI et al., 2007;

SATOH et al., 2008).

O Ministério da Saude em seu Plano Nacional de Atencdo Hematoldgica e Medicina
Transfusional estabeleceu a¢des para ampliar a qualidade da hemoterapia no pais e implantou
técnicas de deteccdo de acidos nucléicos (NAT) na triagem de doadores de sangue em toda a

rede nacional para hepatite C e HIV.

A hepatite B apesar de ser uma infeccdo de alta prevaléncia e grande impacto de
morbidade e mortalidade (principalmente quando p6s-transfusional), ndo esta contemplada na

agenda nacional dentro deste novo plano, deixando uma lacuna a ser preenchida.
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A utilizacdo de técnicas de biologia molecular vem ganhando notoriedade no
diagnostico da hepatite B devido seu alto grau de sensibilidade no diagndstico de sua forma
oculta, pois é possivel diagnosticar o DNA VHB em baixas concentra¢des, onde os titulos de
HBsA(Q estdo baixos e sdo indetectaveis atraves dos testes sorologicos Esta metodologia pode

contribuir na diminuigdo da transmissdo do virus por via parenteral.

A regido Amazonica € caracterizada como uma das regides de maior ocorréncia de
hepatite B do mundo. No interior do Estado do Amazonas existem localidades com taxas

significativamente elevadas da doenca.

Apesar de sua importancia para a saude publica local, estudos conclusivos sobre
hepatite B oculta e dados sobre sua prevaléncia sdo escassos no Estado do Amazonas. Neste
contexto, o presente projeto avaliou a presenca da hepatite B oculta em amostras anti-HBc
positivas, com ou sem a presenca do marcador anti-HBs, na triagem soroldgica de
hemocomponentes depositados em banco de sangue de areas endémicas do Estado do

Amazonas.

Este projeto pode contribuir para estudos posteriores de imunogenética, analise de
caracteristicas populacionais da regido estudada, compreensdo de possiveis associacGes da
frequéncia de “clearance” do HBsAg com instalagdo do quadro de hepatite B oculta com as
caracteristicas genéticas do individuo. Além disso, fornecer dados que possa justificar a

implementacdo do NAT a fim de trazer melhorias no servigo de triagem de banco de sangue.
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2.1. O virus da Hepatite B

A estrutura do VHB é formada por uma molécula de DNA (&cido
desoxirribonucléico) esférica, com 42 nm, constituidos por um envoltoério lipidico
contendo o antigeno de superficie da hepatite B (HBsSAg) e um nucleocapsideo de

simetria icosaédrica contendo o antigeno do core (HBcAQ) (Figura 1).

Core AR ' ' Proteina S
e Proteina S + Pré-S:

% Proteina S + Pré-Sz + Pré-S,

DNA

Polimerase (P)

Virus da Hepatite B

Figura 1. Representagdo esquematica da particula viral do VHB, apresentando os
antigenos virais, DNA, polimerase.
Fonte: Adaptado de PERKINS, 2002.

O VHB pertence a familia hepadnaviridae (HOLLINGER et al., 1996), é um
virus ndo citopatico apesar de ter como caracteristica o tropismo por células hepéticas
(CHISARI et al., 2010). O seu genoma € formado por DNA de fita parcialmente dupla com
aproximadamente 3.200 pares de base (pb) e é composto por 4 genes: S, C, P e X (KRAMVIS

et al., 2005).
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O gene S codifica o antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg), composto
por 3 proteinas: pré-S; que codifica a proteina grande (L), pré-S, que codifica a proteina
intermediaria (M) e S que codifica a proteina menor (S) sendo esta a mais abundante e é
composta de 226 aminoacidos, as quais constituem o envoltorio viral (KRAMVIS et al.,

2005).

O gene C e a regido pré-C (pré-core) codificam o antigeno do core (HBCAQ) e o
antigeno “¢” (HBeAg), respectivamente. O gene P codifica a DNA polimerase que possuli
atividade de transcriptase reversa, O gene X codifica proteinas transativadoras responsaveis
pela regulacdo de promotores virais e celulares (KRAMVIS et al.,, 2005; NEIVA &

FERNANDO, 2006) (Figura 2).

pré-s1___: pre-s2

.
-

—> HBsAg

HBcAg <—
*"Qorsc ~  DNA-
HBeAg<— R polimerase

Figura 2. Constituicdo do genoma do VHB com suas estruturas génicas
Fonte: NEIVA & FERNANDO, 2006.

A classificagdo dos genotipos é baseada na comparacdo da sequéncia nucleotidica do
genoma completo. Para distinguir os diferentes genotipos € necessario encontrar uma
divergéncia intergenotipica de mais de 8% e de 4% para identificar um subgendtipo

(KRAMVIS et al., 2005; KURBANOV et al., 2010; ALVARADO-MORA et al., 2012).



24

Os genotipos do VHB tem uma distribuicdo geografica distinta e sua variabilidade
genética permite a classificacdo em ordem alfabética de dez gendtipos (A-J) e diversos
subtipos definidos com base nas diferencas de sequéncias no seu genoma (OKAMOTO et al.,
1988; NORDER et al., 1994; OLINGER, 2008; TATEMATSU et al., 2009; ALVARADO-

MORA et al., 2011).

Atualmente os gendtipos estdo divididos em pelo menos 24 subgendtipos do VHB
assim identificados: para o genétipo A o subgenétipo Al, caracteristico da Africa e da Asia;
A2, da Europa; e A3 a A5 encontrados principalmente no continente africano. O genétipo B
foi classificado em sete subgenotipos distintos: B1 a B7. Para o genotipo C foram
classificados cinco subgenétipos: C1 a C5 e para o gendtipo D, os subgenétipos D1, D2, D3,
D4 e D5. F1, F2, F3 e F4 sdo os subgenotipos de F. As sequéncias descritas dos gendtipos E e
H ndo apresentam grande variabilidade, ndo existindo, portanto, para esses genotipos a

classificacdo em subgenotipos (KURBANOQV et al., 2010).

Nos Estados Unidos ha o predominio dos genotipos A, D, F, G e H. As regides
Oriental e Central apresentam predominancia dos genotipos A e C. No Sul, o gendtipo
predominante é o A. Na regido Ocidental, os genotipos predominantes séo o0 B e o C. No

Havali, predomina o gen6tipo C, seguido pelos genétipos A e B (CHU et al., 2003).

Em estudo realizado no México com 49 individuos, cerca de trés quartos estavam
infectados pelo gendtipo H, seguidos pelo gendtipo G, A e D (ALVARADO et al., 2006). Na
Ameérica do Sul, encontra-se uma alta prevaléncia do genotipo F na Colébmbia e

Venezuela (ALVARADO et al., 2006; DEVESSA et al., 2008).

O Gendtipo A é encontrado na Africa, Norte da Europa (subtipo A2), e india. Os
gendtipos B e C sdo comuns na Asia. O genétipo D tem uma distribuicdo mundial e é

encontrado predominantemente na regido do Mediterraneo e da Asia Central. O genétipo E é
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comum na Africa Sub-saariana (subtipo A1), Africa Ocidental (subtipo A3). Os gen6tipos E e
F sdo predominantes encontrados na Africa Ocidental e na populacdo indigena,
respectivamente (TATEMATSU et al., 2009; ALVARADO-MORA et al.,, 2011; KAO,

2011).

Os genotipos F e H estdo restritos a América Central e do Sul. O gendtipo G tem sido
relatado nos EUA, Franca, Coldmbia e Brasil. E o gendtipo H foi encontrado na América do

Norte e Central (ALVARADO-MORA et al., 2011).

Por meio de andlises filogenéticas, um gendétipo novo foi caracterizado no Vietna e
Laos e designado como o genotipo | (TRAN et al., 2008; OLINGER et al., 2008;

ALVARADO-MORA et al., 2011).

A Figura 3 demonstra distribuicdo geogréafica dos diferentes genétipos do VHB no

mundo.

HBsAg |[ #% HBV/A 1 HBV/E
W >8% || mW HBV/B W HBV/F
2-7%|| M HBV/C Wl HBV/H
>2% || CJHBV/D mll HBV/G

Figura 3. Distribuicdo geografica dos diferentes genétipos do VHB no mundo
Fonte: KURBANOV et al., 2010).
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No Brasil dependendo da regido geografica estudada notamos variacdo na prevaléncia
da infeccdo por VHB. Devido a populacdo ser altamente miscigenada, o padrao de circulacdo
do genotipo do VHB é diferenciado da distribuicdo encontrada em outros paises da América
Latina, com genotipos A, D e F sendo os mais prevalentes entre os portadores de VHB

(PEREIRA et al., 2009; TONETTO et al., 2009; ALVARADO-MORA et al., 2011).

Mello e colaboradores publicaram em 2007 um estudo sobre a distribuicdo de
genotipos do VHB nas cinco regides do Brasil. O gendtipo A foi 0 mais prevalente na Regido
Norte (63,4%), Nordeste (54,2%) e Sudeste (64,3%). O gendétipo D foi o mais prevalente no
Sul (84,2%). Na Regido Centro-Oeste, houve uma distribuicdo equilibrada dos gendtipos A
(44,7%) e D (47,6%). O trabalho ndo relatou a presenca do genotipo F nestas regides

(MELLO et al., 2007).

Em estudo realizado com pacientes portadores de Hepatite B em Campinas, Sudeste
do Brasil, foram detectados os genotipos A, C, D e F. O Gen6tipo A foi 0 mais comum, com

uma frequéncia de 55% (TONETTO et al., 2009).

A populacdo do Sudeste do Brasil é composta de muitos descendentes europeus e
africanos, que poderia explicar a alta prevaléncia do genotipo A. Também é descrita uma taxa
relativamente elevada de genétipo D (38%), no Estado de Sdo Paulo provavelmente pela

presenca de muitos imigrantes da regido do Mediterraneo (TONETTO et al., 2009).

Outro estudo realizado em uma comunidade afro-descendente no Maranh&o com alta
frequéncia de infeccdo por VHB relatou a presenca exclusiva do subgendtipo Al. Este estudo
revela que este genotipo é encontrado em populagcdes na América entre descendentes da
Africa do Sul. Além disso, o estudo sugere a necessidade de maior analise das seqliéncias de

VHB obtidas de comunidades afro-descendentes, o que permitira uma melhor compreenséo
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sobre a rota da migratéria da infeccdo do VHB entre estes dois continentes (ALVARADO-

MORA et al., 2011).

No municipio de Labrea, na regido Amazobnica, em estudo publicado no ano de 2012
envolvendo grupos indigenas e ndo indigenas, foram encontrados trés gendtipos: A, D e F,
sendo o gendtipo A o mais frequente (60%), seguido de D (35%) e F (5%). O gendtipo F é
caracteristico de populacGes amerindias, portanto predominantemente encontrado na regido
Norte. O perfil de distribuicdo dos gendtipos encontrados do VHB reflete o padrdo de

ocupacdo histdrica da regido (DIAS et al., 2012).

Os genotipos do VHB encontrados em diferentes populacbes geogréaficas diferem
quanto a viabilidade, replicacdo e sensibilidade as drogas antivirais o que pode levar a
implicacdes na evolucdo clinica da doenca. A razdo desta diferenca de genotipos numa
mesma area de abrangéncia pode ser justificada pela variedade de etnias e pais de origem do

carreador do VHB (KUMAR et al., 2011).

E interessante notar que a imigragdo e as viagens ao redor do mundo tém interferido
na distribuicdo mundial dos genotipos. A consequencia deste fluxo de pessoas pode estar
alterando o perfil de distribuicdo no mundo, principalmente em areas urbanas (KRAMVIS et

al., 2005).

O virus da hepatite B apresenta alteracdes na sua estrutura genética que podem refletir
diretamente no maior ou menor risco de desenvolver cirrose hepatica ou hepatocarcinoma no
figado. Principalmente, a heterogeneidade dos genotipos B parece estar relacionada com
diferencas na evolucdo clinica da infeccéo e na resposta ao tratamento antiviral (ROCANTO

etal., 2008; TATEMATSU et al., 2009).

Relatos indicam que o hepatocarcinoma é mais frequente nos pacientes infectados com

0 gendtipo C do que B (FUNG & LOK, 2004; TANAKA & MIZOKAMI, 2007; KAO, 2008).
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2.2. Epidemiologia

Estima-se que aproximadamente 2 bilhdes de pessoas estdo expostas em todo o mundo
ao VHB e cerca de 360 milhGes de individuos com infecgdo crénica podem estar em risco de

complicacdes de cancer de figado ou progressiva doenca hepatica (OCANA et al., 2011).

Na China, sudeste Asiatico, na maior parte da Africa, na maioria das llhas do Pacifico,
em partes do Oriente Médio e da Bacia Amazonica, a prevaléncia do VHB ¢é considerada alta
podendo variar de 8% a 15%. Dos individuos infectados pelo VHB, cerca de 45% vivem em
areas de alta prevaléncia, onde o risco de infec¢do supera 60%, com a infeccdo ocorrendo

geralmente durante a infancia (TE & JENSEN, 2010).

Aproximadamente 43% dos individuos infectados vivem em areas de prevaléncia
intermediaria podendo variar de 2% a 7%, onde o risco de infec¢do oscila de 20% a 60%,
normalmente ocorrendo em todas as faixas etarias. Estas areas incluem centro-sul e sudoeste
da Asia, leste e sul da Europa, Russia, bem como América do Sul e América Central. Os 12%
restantes vivem em areas de baixa prevaléncia, menor que 2%, onde o risco de infeccdo
parece ser inferior a 20%, ocorrendo caracteristicamente na idade adulta. Estas areas de baixa
prevaléncia incluem os Estados Unidos, Europa Ocidental e Australia (TE & JENSEN, 2010)

(Figura 4).
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Figura 4. Prevaléncia da infeccdo cronica pelo virus da hepatite B no mundo, 2006.
Fonte: Adaptada de TESHALE, 2011.

No Brasil, a distribuicdo do VHB apresenta-se bastante heterogénea, estudos avaliando
a prevaléncia do antigeno de superficie em capitais do nordeste, centro-oeste e Distrito
Federal demonstraram a presenca do virus na populacdo com indices abaixo de 1%

(PEREIRA et al., 2009).

No boletim epidemioldgico de hepatites virais divulgado em 2011 para hepatite B a
regido Sudeste apresentou 36,6% dos casos, seguido do Sul, com 31,6% dos casos
notificados, no periodo de 1999 e 2009. Foi possivel observar que, tanto o pais, quanto as
regides apresentaram crescimento das taxas de incidéncia (nimero de casos a cada 100 mil
habitantes). No Brasil, a taxa passou de 0,5%, em 1999, para 5,6%, em 2009. A regido Sul
registrou os maiores indices desde 2002, seguida da Norte. As taxas observadas nessas duas
regides, em 2009, foram de 13,3 e 12,6 por 100 mil habitantes, respectivamente (BRASIL,

2011). Estes dados identificam a necessidade de aperfeicoamento da vigilancia no Estado do
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Amazonas, visando melhorar a da qualidade da informacédo e da capacidade local para a
captacdo e confirmacao de casos.

A Secretaria de Vigilancia em Saiude/MS também divulgou o resultado de 7,4% para a
prevaléncia global do marcador de exposicdo ao VHB (anti-HBc), referente ao conjunto das
capitais do Brasil. Para todas as regides, verificou-se um aumento da positividade do anti-HBc
total com a idade. Para o marcador HBsAg, a prevaléncia global referente ao conjunto das

capitais do Brasil foi de 0,37% (BRASIL, 2011).

No interior do Estado do Amazonas, ap0s estudo na cidade de Itamarati, vale do rio
Jurud, foi encontrada uma prevaléncia de 7% para portadores do HBsAg e de 83,3% para a
presenca do anti-HBc total. Ainda, entre individuos reativos para qualquer marcador do VHB,
22,2% foram positivos para o anti-HDV (anticorpo contra o antigeno do virus da hepatite D)

(BRAGA et al., 2004).

Outro estudo, realizado no municipio de Labrea, identificou um padrdo de
endemicidade moderada para o VHB e estimou-se a prevaléncia de co-infeccdo com virus da
Hepatite Delta dentro de uma populacdo geral de uma regido endémica da infeccdo da malaria
na Amazonia brasileira, detectando a prevaléncia de 3,3% para o marcador HBsAg e de

49,9% para o marcador anti-HBc total (BRAGA et al., 2005).

2.3. Transmissao

O VHB ¢é um virus de DNA altamente contagioso, podendo ser transmitido pela via
parenteral ou exposicdo da mucosa ao sangue infectado, liquido seroso, onde a sua
concentracdo é mais alta, e fluidos corporais, tais como sémen e fluido vaginal. Dentre as
formas de transmissdes destacam-se a vertical (transmisséo da mae para o filho), uso de

perfurocortantes, contato sexual, e transfusdes de sangue (TESHALE, 2011).



31

Segundo dados publicados pelo Ministério da Saude em julho de 2011, a excecédo do
Sudeste, as demais regides apresentaram uma maior oportunidade de exposi¢cdo ao VHB para
individuos com piores condi¢des socioeconémicas. A transmissdo sexual foi relevante nas
regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sul, sendo que, nesta Ultima, a transmissdo por

hemocomponentes também se destacou (BRASIL, 2011).

Em 2011, o Ministério da Satde também divulgou a distribui¢do percentual dos casos
de hepatite B segundo provavel fonte/mecanismo de infecgdo por ano de notificacdo no Brasil

de 1999 a 2010 (BRASIL, 2011) (Grafico 1).
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Gréfico 1. Distribuicdo percentual dos casos de Hepatite B segundo provavel fonte/mecanismo de infeccao
por ano de notificacéo, Brasil, 1999 a 2010.
Fonte: BRASIL, 2011.

O mecanismo de transmissdo do VHB na AmazoOnia ainda ndo estda claramente
definido. A transmissdo intra-familiar é comumente descrita e estd normalmente associada a

presenca de um portador do VHB na familia (CASTILHO et al., 2012).
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2.4. Hepatite B Oculta e Seguranga Transfusional

A Hepatite B Oculta (I0OB) parece estar associada a uma pequena proporcao de casos
isolados virais mutados e indetectaveis através dos métodos convencionais para a
determinacdo soroldgica do HBsAg. Mais frequentemente o estado oculto da infeccdo parece
estar relacionado com uma acentuada redugdo da replicacdo viral e expressdo do gene,
responsavel pela negatividade para HBsAg e acrescido o fato dos niveis de DNA VHB
estarem muito baixos ou indetectaveis no sangue, mas presente no figado (CAPEZZUTO et

al., 2010).

Os testes HBSA(g e anti-HBc sdo utilizados para a deteccdo do virus da hepatite B na
triagem sorolégica do banco de sangue e na investigacdo clinica. Contudo, a elevada
positividade isolada para o marcador anti-HBc € refletida no aumento de bolsas descartadas
(LAUNAY et al., 2011). Esta positividade pode ser consequéncia de fatores como: reacdes
soroldgicas falso-positivas, periodo da janela imunoldgica, expressao de imunidade tardia e
infeccdo cronica onde a positividade do anti-HBc pode ocorrer concomitantemente com uma
carga viral baixa do VHB, e 0 HBsAg ndo é detectado pelos métodos soroldgicos habituais,

caracterizando IOB (ZANETTI et al., 2006; OCANA et al., 2011).

Em regides de alta prevaléncia da hepatite B, algumas alternativas tém sido propostas
para evitar a escassez de sangue, séo elas: 1) aproveitar doadores anti-HBc reativo/anti-HBs
positivo (> 100 mUI/mL), segundo a literatura esse procedimento é controverso pois nem
sempre a presenca do anti-HBs é indicativo da auséncia do DNA VHB; 2) anti-HBc reativo
com anti-HBs positivo (< 100 mUI/mL) com DNAVHB negativo; 3) vacinar contra 0 VHB o0s
doadores que apresentem anti-HBc reativo isolado e verificar soroconversao, também é uma
conduta controversa, pois a vacinacdo pode estimular a resposta imune humoral ou induzir a

mutacdo do virus nos casos de individuos diagnosticados com a hepatite B oculta (SILVA et
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al., 2005; BHATTI et al., 2007; SATOH et al., 2008; ANTAR et al., 2010; THEDJA et al.,
2010; SOFIAN et al., 2010; LAUNAY et al., 2011; ROTH et al., 2012; TANI et al, 2012); 4)
importar bolsas de sangue de areas com baixa prevaléncia para o anti-HBc; 5) campanhas

para motivar os doadores saudaveis e torna-los doadores de repeticéo.

A infeccdo pos-transfusional é relatada em diversos estudos que evidenciaram o
desenvolvimento da doenca apos historico de transfusdo sanguinea e transplantes de 6rgéaos a
partir de doadores anti-HBc total isolado (PANIGRAHI et al., 2010). Em alguns casos sdo
descritos transmissdo transfusional do VHB em situacfes de auséncia de marcadores
sorologicos para a infeccdo, sendo o DNA VHB o Unico marcador passivel de deteccéo
(WENDEL, 2007; LEVICNIK-STEZINAR et al., 2008; WENDEL et al., 2008,
HOLLINGER, 2008; ALLAIN & CANDOTTI, 2009; HOLLINGER & DODD, 2009;
SOFIAN et al., 2010; CAPEZZUTO et al.,, 2010; LEUNG et al.,, 2010; OZASLAN &

PURMAK, 2010; LAUNAY et al., 2011).

Em um estudo Koreano envolvendo 12.461 doadores de sangue, onde 1.682 (13,5%)
das amostras foram reativas para o anti-HBc e destas, 1.523 (90,5%) positivas para o anti-

HBs, a prevaléncia para 10B foi de 0,016% (SEO et al., 2011).

Um inquérito internacional incluindo 37 paises, inclusive o Brasil (Sdo Paulo)
reportou os resultados do NAT na triagem de 300 milhdes de doadores de sangue para HIV e
VHC e mais de 100 milhdes para o VHB, num periodo de 10 anos (1998-2008), este estudo
revelou a eficacia do NAT para deteccdo da ocorréncia de 10B nos paises que utilizam esta

tecnologia (ROTH et al., 2012).

No Brasil, um estudo realizado no banco de sangue de Recife (regido Nordeste do

pais) onde de 1000 amostras testadas 120 (12%) mostraram positividade para o anti-HBc,
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destas 2 (1,6%) eram anti-HBs positivo e 13 (10%) tinham DNA VHB reativo (ARRAES et

al., 2003).

Um trabalho realizado em Porto Alegre, Sul do pais, foi detectado uma prevaléncia de
3,3% DNAVHB entre os anti-HBc positivos (SILVA et al., 2005). Porém outro estudo na
mesma regido, ndo encontrou positividade para 0 DNAVHB entre as amostras de doadores de

sangue nos hemocentros no Sul do Brasil (WOLF et al., 2011).

No Estado do Amazonas ndo ha dados publicados sobre hepatite B oculta em doadores
de sangue. Este estudo analisou 3.600 doacdes oriundas do interior do Estado, destas 835
(23,19%) amostras apresentaram algum marcador soroldgico para hepatite B. Neste protocolo
foram estudadas 112 amostras com perfil: HBsSAg negativo, anti-HBc reativo com ou sem a
presenca do anti-HBs. Das 112 amostras, 4 apresentaram DNAVHB positivo 0 que representa

uma prevaléncia de 3,57% de 10B nas regides estudadas (dados ndo publicados).

2.5. Formas Clinicas da Infeccéo pelo Virus da Hepatite B

A evolucdo da hepatite B depende de varios fatores, dentre eles, a idade em que a
infeccdo ocorre. A hepatite B também pode resultar infeccdo aguda sintomatica ou
assintomatica, podendo evoluir para hepatite B cronica, cirrose e hepatocarcinoma (WHO,

2004).

Na hepatite B aguda os sintomas, quando presentes, persistem por varias semanas e
incluem em geral coloragdo amarelada de olhos e urina, fadiga extrema, nauseas, vomitos e

dor abdominal (NETTLEMAN, 2013).

O risco de progressdo a partir de uma hepatite aguda para a fase crbnica é

inversamente proporcional a idade. Cerca de 5% das infec¢fes agudas em adultos evoluem
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para infeccdo cronica e 90% dos recém-nascidos que adquirem a infec¢do por VHB de suas
mées no momento do nascimento se tornam cronicamente infectados. Entre as criangas que
séo infectadas com o VHB com idade entre 1 e 5 anos de idade, 30% a 50% se tornam

cronicamente infectadas (TE & JENSEN, 2010).

O perfil soroldgico da hepatite B crénica é caracterizado pela persisténcia do antigeno
de superficie do virus da hepatite B por um periodo superior a seis meses, com ou sem a

presenca do antigeno “e” (WHO, 2004).

A evolugéo da Hepatite B cronica pode ser dividida e classificada em quatro fases:

1. Fase imunotolerante — caracterizada pela presenca do HBsAg e HBeAg, em niveis
séricos elevados de DNA VHB e valores normais ou ligeiramente elevados de alanina
aminotransferase (ALT). Na fase aguda este estagio representa o periodo de incubacgéo
antes da resposta imune ao VHB.

2. Fase imunoativa — caracterizada igualmente por niveis séricos elevados de DNA
VHB, mas com niveis de ALT elevados. Verifica-se acentuada necro-inflamacao
hepética. Esta fase pode durar de 10 a 20 anos e evoluir para cirrose e carcinoma
hapatocelular.

3. Fase de portador inativo — caracterizada pela eliminacdo HBeAg e desenvolvimento
do anticorpo contra o antigeno “e” do virus da hepatite B (anti-HBe) (RIBEIRO, 2002).
Os niveis de ALT normalizam e DNA VHB torna-se inferior a 2.000 Ul/mL.
(TEDDER, 2002).

4. Fase de reativacdo — alguns individuos imunocomprometidos, desenvolvem mutacées
virais (no promotor do pre-core ou core) que ndo promovem a producdo de HBeAg, mas
que continuam a ter uma taxa de replicacdo elevada. Caracteriza-se, ainda, por uma

flutuagdo dos niveis do DNA VHB (2.000 a 2.000.000 Ul/mL) e por niveis de ALT,
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persistentemente, ou, intermitentemente, elevados. Podendo apresentar progressdo nos
danos hepaticos (VILLENEUVE, 2005; YIM & LOK, 2006).

A persisténcia do HBsAg é o principal marcador de risco para o desenvolvimento de
doenca hepatica cronica e hepatocarcinoma. A presenca do antigeno “e” do virus da hepatite
B (HBeAQ) indica replicacdo viral. As mutacdes no gene do antigeno de superficie HBSAg
indetectaveis por ensaios comerciais e inibicdo do VHB por supressao da replicacao viral e
das proteinas virais representam dois mecanismos diferentes porém fundamentais que levam

para infecgdes ocultas por VHB (KAO, 2008; SAMAL et al., 2012).

2.6. Imunopatogénese

Vaérios estudos sugerem que o VHB ndo é diretamente citopatico para o hepatocito
infectado. Além disso, quando as respostas imunes celulares sdo deficientes ou
farmacologicamente suprimidas, o VHB pode replicar em niveis elevados no figado de

pacientes na auséncia de anormalidades citoldgicas ou de inflamagdo (CHISARI et al., 2010).

O "clearance" viral ou a eliminacdo espontanea do HBsAg ocorre durante a fase
inativa da infecgdo cronica e esta associada a excelente progndéstico. Véarios fatores estdo
associados a esta eliminacdo tais como idade, classificagdo do gendtipo, bem como auséncia
de cirrose e esteatose hepética (CHEN, 2012). Contudo o DNA VHB pode ser detectado até 5
anos depois do "clearence” em 21% dos individuos classificados como estando na fase de

recuperacao da hepatite B (McMAHON, 2009).

Na infecgdo pelo VHB o “clearance” do HBsAg e a patogénese da doenga sdao em
grande parte mediados pela resposta imune adaptativa. Para persistir no organismo o VHB
inibe uma resposta imunologica. Curiosamente o VHB "escapa™ da resposta imune inata por

simplesmente ndo induzi-la, agindo como um virus invisivel (CHISARI et al., 2010).
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A persisténcia viral € caracterizada por um estado de hiporeatividade relativa do VHB
especifico de células T. Varias proteinas virais tem sido mostradas para regular a resposta
imune adaptativa na infec¢do pelo VHB, sugerindo que VHB pode empregar estratégias de
evasdo ativa visando a resposta imune adaptativa (CHISARI et al., 2010). De fato, foi
demonstrado que o tratamento antiviral pode superar hiporeatividade das células T CD8" na
infeccdo cronica do VHB, sugerindo que as células T estdo presentes neste individuo, mas

estédo suprimidas.

Um estudo recente importante sugere a inducdo de uma resposta eficaz especifica ao
VHB de células T CD8" inicialmente dependente de células T CD4", o que pode ser regulado

pelo tamanho do inoculo viral (CHISARI et al., 2010).

Na infeccdo aparentemente "resolvida”, as células T citotdxicas sdo responsaveis por
controlar a replicacdo e os anticorpos anti-HBs controlariam as particulas virais circulantes

(OCANA et al., 2011).

2.7. Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico laboratorial da infeccdo pelo VHB é realizado por meio de testes
inespecificos como a analise de parametros bioquimicos e testes especificos, a exemplo os

soroldgicos e moleculares.

Provas bioquimicas de funcdo hepatica, tais como a dosagem de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e
bilirrubina sdo realizadas para fins de diagnostico, porém ndo sdo especificas para as hepatites
virais, seus niveis aumentam no soro durante os processos de lesdo no parénguima hepatico

em decorréncia da infecgdo (BRASIL, 2008).
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No inicio da infecgdo, a replicacdo do VHB nos hepatdcitos antecede as manifestacdes
clinicas, neste periodo o HBsAg pode ser detectado sem que o individuo apresente 0s
sintomas caracteristicos da doenca. Apoés iniciar a sintomatologia e elevacdo da ALT e AST,
0s anticorpos de classe IgM contra o antigeno do core do virus da hepatite B (Anti-HBclgM)
e anticorpos de classe 1gG contra o0 HBcAg (ant-HBclIgM e IgG) podem ser detectados no
soro (GONCALES & CAVALHEIRO, 2006). A positividade para o marcador HBsAgQ
juntamente com o marcador anti-HBc IgM constituem o diagnéstico da hepatite B aguda. O
marcador anti-HBc IgM é o unico marcador sorologico da infeccdo pelo VHB durante o
periodo de janela imunoldgica, que consiste entre o desaparecimento do HBSAQg e o
aparecimento do anti-HBs. O anticorpo contra o antigeno do core do virus da hepatite B (anti-
HBc) apesar de ser de longa duracdo ndo possui capacidade neutralizante, portanto, ndo

confere imunidade protetora (SJOGREN, 1994).

De modo geral, o quadro clinico de uma hepatite B benigna ou aguda se resolve em
um periodo inferior a trés meses. Na fase inicial da infeccdo o marcador do antigeno “e”
(HBeAg) que indica fase replicativa do virus encontra-se com titulos elevados. Pacientes que
persistem com evidencias de replicacdo viral (HBeAg reativo) apds o terceiro més apresentam
maior probabilidade de desenvolverem formas cronicas de hepatite B (BRASIL, 2008).
Contudo, sua auséncia ndo pode ser caracterizada como tal, pois pacientes HBeAg negativo e
anti-HBe positivos (mutante pré-core) podem apresentar significativa replicacao viral (HUNT
et al., 2000; HATZIYANNIS & VASSILOPOULOS, 2001; HATZAKIS et al., 2006).
Geralmente, a presenca do anti-HBe indica soroconversao do HBeAg, mas sabe-se que 0 anti-
HBe é também detectado entre portadores do mutante pré-core (HATZIYANNIS &

VASSILOPOULOS, 2001; BONINO & BRUNETTO, 2003).

Quando o individuo se recupera da infeccdo pelo VHB, o HBsAg ndo é detectado na

circulacdo, normalmente no periodo de trés a quatro meses, aumentando progressivamente a
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concentracdo do anti-HBs no soro (GONCALES & CAVALHEIRO, 2006). A maioria dos
individuos que se recupera de uma infeccdo natural pelo VHB apresenta reatividade para os

marcadores soroldgicos anti-HBc e anti-HBs.

A persisténcia do HBsAg no soro apos o periodo de seis meses do inicio da infeccdo
constitui o diagnéstico da hepatite B cronica. Os individuos que se tornam cronicos,
permanecem como portadores do virus por tempo variado e a evolugdo da doenca dependera

da resposta imune do hospedeiro (JUNIOR et al., 2008).

No Quadro 1 séo descritos os diferentes marcadores para a infeccdo: HBsAg, HBeAg,
anti-HBc IgM, anti-HBc 1gG, anti-HBe e anti-HBs que sdo utilizados no diagnostico
laboratorial para hepatite B, sendo a presenca dos mesmos interpretadas de acordo com as
caracteristicas da evolucdo da infec¢do, se aguda ou cronica (BRASIL, 2008; JUNIOR et al.,

2008).

Quadro 1. Interpretacdo dos resultados soroldgicos na infeccéo por Hepatite B.

anti-HBc  anti-HBc anti- anti-
IgM 1gG* HBe HBs

Susceptivel - - - - - -

Interpretagao HBsAg HBeAg

Incubagdo
Fase aguda

Fase aguda final
ou hepatite
cronica

+ 4+ |+ + |+
+
1

+ + |+ |+

Inicio: fase
Convalescente
Imunidade:
infeccdo passada - - - + + +
recente

Imunidade:
infecgcdo passada - - - + -

* %k

Imunidade:
resposta vacinal
*Devido & indisponibilidade comercial deste marcador, utiliza-se o anti-HBc total como

- - - - +

teste de triagem.
**Com 0 passar do tempo, o anti-HBs pode estar em niveis indetectaveis pelos testes
sorologicos (BRASIL, 2008).
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Para detectar a presenca do acido nucléico do virus da hepatite B (DNA VHB) séo
realizados testes de biologia molecular que podem ser qualitativos, indicando presenca ou
auséncia do virus; quantitativos, que determina a carga viral presente na amostra; ou de

genotipagem indicando o genotipo do virus (BRASIL, 2008; RAIMONDO et al., 2008).

No diagnostico por biologia molecular sdo usadas varias técnicas, tais como: Reago
em Cadeia pela Polimerase ou PCR, hibridizacdo, (branched-DNA) ou b-DNA, PCR em
tempo real e Amplificacdo Mediada pela Transcricdo ou TMA. A definicdo da técnica a ser
utilizada depende da informacdo clinica que se quer obter. Sdo métodos utilizados na
confirmacéo diagnostica da infeccdo viral e no seguimento de pacientes com formas cronicas,
bem como na avaliacdo terapéutica de pacientes submetidos a tratamento (DIAZ &

MENDONCA, 2006).

A técnica da PCR vem ganhando notoriedade devido o seu alto grau de sensibilidade
no diagndstico da hepatite B oculta, pois é possivel diagnosticar o DNA VHB em baixas
concentragdes, no periodo da “janela imunologica”, que consiste entre 0 desaparecimento do
HBsAg e o aparecimento do anti-HBs, onde os titulos de HBsAg ainda estdo baixos e sdo
indetectaveis atraveés dos testes sorolégicos (FERREIRA, 2000; ARRAES et al., 2003;
SILVA et al., 2005; MELLO et al., 2007; JUNIOR et al., 2008; WENDEL et al., 2008;

BUSCHRA et al., 2011).

Em 31 de janeiro de 2003 na Portaria 79, foi determinada a implantacdo, no ambito da
Hemorrede Nacional, nos Servicos de Hemoterapia publicos, filantrépicos, privados
contratados pelo SUS, e exclusivamente privados, a realizagdo dos testes de amplificagéo e de
deteccdo de &cidos nucléicos (NAT), para HIV e para HCV, nas amostras de sangue de
doadores. Porém os testes para 0 VHB ndo foram contemplados apesar de serem também

essenciais para a seguranca em banco de sangue como mostra um inquérito internacional qe
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incluiu 37 paises, inclusive a cidade de S8o Paulo no Brasil, que reportou os resultados do
NAT na triagem de doadores de sangue para 0 VHB, num periodo de 10 anos (1998-2008).
Doze dos 37 paises que utilizam anti-HBc na triagem e como teste confirmatorio, relataram
um total de 75 doacdes positivas pelo NAT no periodo da janela imunolodgica (6.8/milhdo) e
250 doacbes foram reativas para 0 DNA VHB, comprovando a importancia e eficacia da

utilizacdo da metodologia em banco de sangue, também para 0 VHB (ROTH et al., 2012).
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Objetivo Geral:

Analisar nas doacOes de sangue do interior do Estado do Amazonas a presenca da
hepatite B oculta em amostras anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-

HBs.

Objetivos Especificos

Descrever os fatores de risco e dados demograficos relacionados a infeccéo pelo virus
da hepatite B nas doacGes de sangue oriundas das regionais de saude do Alto Solimdes

e Amazonas;

Descrever a prevaléncia do DNA do virus da hepatite B nas doacbes de sangue
oriundas das regionais de salde do Alto Solimbes e Amazonas com anti-HBc total

positivo e HBSAQ negativo;

Analisar a associacdo entre a presenca do DNA do virus da hepatite B com os titulos

do anti-HBs nas amostras reativas para este parametro;

Analisar a associa¢do da carga viral encontrada com o perfil soroldgico para hepatite B

do doador de sangue envolvido;

Descrever os gendtipos do virus B encontrados em amostras positivas para DNA

VHB.
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Material e Métodos
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4.1. Desenho do Estudo

Estudo descritivo, observacional, transversal para determinar nas doagdes de sangue
do interior do Estado do Amazonas a presenca da hepatite B oculta em amostras HBsAg

negativas, anti-HBc total positivas com ou sem o marcador anti-HBs.

O desenho do estudo foi baseado na iniciativa “STROBE” - “Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology” (Aprimorando a Apresentacdo de
Resultados de Estudos Observacionais em Epidemiologia) (VON ELM et al., 2007; MALTA

etal., 2010).

4.2. Populagéo de Estudo

A populacdo estudada foi composta por candidatos a doagdo de sangue provenientes
das Unidades de Coletas Transfusionais (UCT’s) nas regionais de saude Alto Solimdes e

Amazonas, constituidas por 24 municipios, no periodo de junho de 2011 a junho de 2012.

4.3. Area de estudo

O Estado do Amazonas é formado por 62 municipios, abrange uma extensdo de
1.559,161,682 Km? e segundo dados do Intituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
divulgado em 2010 sua populagdo compreende cerca de 3.483.985 habitantes

(http://www.ibge.gov.br/home). Para o delineamento deste estudo foi considerado o mapa da

Secretaria Estadual de Saude do ano 2010 que classificou o Estado do Amazonas em sete
regionais de saude de acordo com a calha dos rios e suas caracteristicas geograficas, séo eles:
Alto Solimdes, Amazonas, Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio

Negro e Solimdes e Triangulo (Jutai/ Solimdes/ Jurua) (http://www.saude.am.gov.br/).
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Este estudo é parte de um projeto maior que prevé fazer abrangéncia a todo Estado do
Amazonas compreendendo todas as doacbes de sangue oriundas no periodo de execucdo do
mesmo. Entdo considerando o desafio geografico e as diferencas epidemioldgicas regionais
este estudo analisou as doacdes de sangue proveniente das regionais de satde Alto Solimdes e
Amazonas (Figura 5) em outro protocolo do grupo de pesquisa foi realizado estudo paralelo
nas regionais de salde Baixo Amazonas, Entorno de Manaus, Médio Amazonas, Rio Negro e

Solimdes e Triangulo (Jutai/ Solimdes/ Jurud).

AMAZONAS: DIVISAO POR REGIONAIS DE SAODE

Fundacdo de

2000 I
was FVS

il

LEGENDA:
Comissao Intergestores Bipartite - CIB

REGIONAIS DE SAUDE
[ Ao Soumses

- Amazonas

:] Baixo Amazonas
- Entomo de Manaus
D Médio Amazonas
[ rio Negro e Solimdes

] s

02040 0 120 160 200 40 200 20
Fonte: SASS/ASTEC/FVS-AM Qubtmmon

Figura 5. Mapa com as regionais de salde do Estado do Amazonas destacando o Alto Solimdes (A) e
Amazonas (B).
Fonte: SUSAM/Fundacéo de Vigilancia em Salde (FVS), 2010.

Municipios pertencentes as regionais de saude deste protocolo:

A. Alto Solimdes: Amatura, Benjamim Constant, Tonantins, Sdo Paulo de Olivenca,

Ataléia do Norte, Santo Antonio do I¢a, Tabatinga.
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B. Amazonas: Tapaua, Canutama, Labrea, Pauini, Boca do Acre, Borba, Novo
Aripuand, Manicoré, Humaita, Apui, Sdo Gabriel da Cachoeira, Santa Izabel do Rio

Negro, Barcelos, Ipixuna, Guajara, Codajés, Coari.

4.4. Situacao Problema

Entre as doagdes de sangue do interior do Estado do Amazonas, a presenca do
marcador anti-HBs esta associada com a ocorréncia de hepatite B oculta (presenca do DNA

do virus da hepatite B em amostras anti-HBc total positivas e HBsAg negativas)?

4.5. HipOteses

Hi: A presenga do marcador anti-HBs (=100 mUI/mL) estd associada com a

ocorréncia de Hepatite B oculta.

Ho: A presenca do marcador anti-HBs (>100 mUI/mL) ndo esta associada com a

ocorréncia de Hepatite B oculta.

4.6. Grupos de Estudo

Para efeito de realizacédo de analise do ponto de corte (cut-off) de positividade do anti-
HBs, de acordo com a rotina estabelecida pela Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do

Amazonas - HEMOAM, as amostras das doagdes estudadas foram divididas em dois grupos:

Grupo A: amostras que apresentaram anti-HBs positivo (=100 mUI/mL) sendo anti-

HBc positivas e HBSAg negativas.
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Grupo B: amostras que apresentaram anti-HBs negativo (<100 mUI/mL) sendo anti-

HBc positivas e HBsAg negativas.

4.7. Calculo Amostral

Para célculo da magnitude do efeito foram considerados trés aspectos:

1. Em areas endémicas a presenca do DNA VHB em unidades de sangue derivadas de
amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc positivo/HBsAg negativo) acontece com uma
prevaléncia de 1,5% e em amostras anti-HBs negativas com prevaléncia de 8%,

respectivamente (BHATTI et al., 2007).

2. Em areas ndo endémicas a presenca do DNA VHB estd presente em unidades de
sangue derivadas de amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc positivo/HBsAg negativo)
acontece com uma prevaléncia de 0,8% e em amostras anti-HBs negativas com prevaléncia de

2,8%, respectivamente (HOLLINGER, 2008).

3. Entre os doadores do interior do Estado do Amazonas existe diferenca na
distribuicdo dos doadores anti-HBs positivos e negativos (anti-HBc positivos/HBsAg

negativos), sendo esta demonstrada na Tabela 1.

Tendo como base 0s aspectos apresentados a fim de atribuir maior rigor no calculo da
amostra, foram consideradas as magnitudes para o efeito nos dois grupos como demonstrado

na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribui¢do da populacdo dos dois grupos de estudo e a chance da frequéncia do DNA VHB na

populacdo de doadores do interior do Estado do Amazonas.

Distribuicdo da populacéo
Prevaléncia do DNA VHB
Grupos no servico da Fundacéo
(Magnitude do Efeito)
HEMOAM

anti-HBs positivo
Grupo A 1,5% 85%
(a-HBc+/HBsAg-)

anti-HBs negativo
Grupo B 5% 15%
(a-HBc+/HBsAg-)

O célculo do tamanho amostral considerou ser a média de amostras anti-HBc positivas
com HBsAg negativas oriundas de doagGes de todo interior do Estado do Amazonas por ano
de 2.160. Permitindo 80% de poder para detectar 3,5% de diferenca entre a prevaléncia da
presenca do DNA VHB entre os grupos, assumindo ser de 1,5% no grupo A, utilizando testes
estatisticos bi-direcional com nivel de significancia de 0,05 e utilizando o teste do qui-
quadrado. Foram calculadas 1.411 doacdes provenientes de doadores que se enquadrarem no

grupo A e 235 doacdes de doadores que se enquadrarem no grupo B (Tabela 2).

Foram adicionados 5% como margem de seguranca no quantitativo do célculo
amostral levando em consideracdo a possibilidade de dificuldades no processo de

recrutamento dos doadores de sangue oriundos do interior do Estado do Amazonas.
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Tabela 2. Tamanho amostral e distribuicdo nos dois grupos.

Grupo A (+ 5%) Grupo B (+ 5%) Total

1.411 235 1.646

Estimativa: 95% de confianca
Nivel de significancia estatistica (a): 0,05

Poder (1-p): 0,80 p=0,2

O numero amostral representado na Tabela 2 corresponde a representacéo de todo o
Estado do Amazonas. Especificamente para este protocolo que corresponde as regionais de
salde Alto Solimdes e Amazonas, a amostragem esta disposta na Tabela 3 de acordo com a

quantidade de doacGes das areas estudadas.

Tabela 3. Tamanho amostral e distribuicdo nos dois
grupos para as regionais de salde Alto Solimdes e

Amazonas

Grupo A Grupo B Total

816 136 952

4.8. Critérios de Elegibilidade

Doagdes provenientes de:

e Doadores de sangue das Regionais de Saude Alto Solimbes e Amazonas com 0S
marcadores: HBsAg negativo, anti-HBc total positivo com ou sem o anti-HBs;

e Ambos 0s géneros;
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e Com ou sem a presenca de outros marcadores soroldgicos para outras patologias.

4.9. Procedimentos de Coleta de Amostras

No momento em que o candidato a doacdo de sangue comparecia na Unidade de
Coleta Transfusional, o técnico colaborador da pesquisa apresentou ao doador(a) de sangue a

proposta do estudo, esclarecendo seus objetivos e a metodologia a ser utilizada.

O candidato a doacdo ao concordar com a pesquisa foi convidado a assinar um Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Apéndice A). O colaborador do estudo
aplicou um Questionario Epidemiolégico dirigido por um roteiro padronizado (Apéndice B)
contendo perguntas que analisam aspectos demograficos e epidemiolédgicos do individuo para

detectar possiveis fatores de risco para hepatite B.

Se ndo houve a aceitacdo do candidato a doacdo na participacdo do estudo, 0 mesmo
continuou tendo o seu atendimento de triagem e doacdo de sangue conforme a rotina do

Servico.

Apds a entrevista, houve a coleta de 5mL de sangue venoso em tubo de ensaio
devidamente identificado e sem anticoagulante por um técnico qualificado. Esta amostra apds
sofrer coagulacdo espontanea, foi centrifugada a 3.000 rpm durante 5 minutos, o soro foi
separado e conservado a -20°C conforme procedimento rotineiro estabelecido e padronizado

pela Fundacdo HEMOAM.

As amostras, 0s TCLEs e os Questionarios Epidemioldgicos foram embalados,
identificados e encaminhados a Fundagdo HEMOAM conforme a logistica e fluxo ja existente

na rotina institucional.
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Os técnicos das Unidades de Coletas Transfusionais do interior do Estado foram
previamente instruidos e receberam um Manual de Procedimento Operacional Padrdo (POP),
contendo todas as orientagcdes para os procedimentos de abordagem ao doador, entrevista,

coleta e processamento da amostra e de transporte da mesma.

Todas as orientagdes técnicas adicionais foram repassadas durante as visitas técnicas
realizadas regularmente nos municipios pelo Departamento de Unidades Hemoterépicas da

Fundacdao HEMOAM.

4.10. Amostras

O Departamento de Unidades Hemoterapicas recebeu e conferiu todo o material
(TCLE, Questionario Epidemiologico e as amostras) enviado pelas Unidades de Coletas

Transfusionais.

No laboratério de sorologia da Fundacdo HEMOAM todas as amostras foram
submetidas a deteccdo de marcadores soroldgicos HBsAg e anti-HBc através do teste
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Este procedimento técnico
foi posteriormente substituido pelo imunoensaio quimioluminencente por microparticulas

(CMIA) — ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha devido a decisdes institucionais.

Apo0s a realizacdo dos testes de rotina, foram preparadas duas aliquotas: uma para a
realizacdo dos ensaios previstos neste estudo; outra para compor soroteca, com fins de
analises e estudos posteriores, conforme previsto na Portaria 092/2005 — GHEMOAM, dos

doadores que se enquadraram nos critérios de incluséo.

A amostra que apresentou sorologia reativa para anti-HBc sem presenca do HBsAg,

foi testada para o marcador anti-HBs no Laboratorio da Secretaria de Saude do Municipio de
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Manaus Professor Manoel Bastos Lira, empregando-se o teste quantitativo imunoensaio
quimioluminencente por microparticulas (CMIA) — ARCHITECT® - ABBOTT/Alemanha

(Doagéo realizada pela empresa Diagnocel LTDA).

Todos os resultados e o ponto de corte/cut-off dos testes e o titulo dos anticorpos anti-

HBs foram registrados em planilha de controle (Apéndice C).

4.11. Testes Soroldgicos
4.11.1. Detecgdo do HBsAg (ARCHITECT® - ABBOTT)

E um imunoensaio de duas etapas para deteccdo quantitativa, usando a tecnologia
guimioluminescéncia por microparticulas (CMIA), para determinar a presenca de HBSAg em
soro ou plasma. Na primeira etapa, a amostra e as microparticulas paramagnéticas revestidas
com anti-HBsAg sdo combinadas. O HBsAg presente na amostra liga-se as microparticulas

revestidas com anti-HBs.

Apos lavagem, na segunda etapa o conjugado de anti-HBsAg marcado com acridina €
adicionado. Prosseguindo para outro ciclo de lavagem, as solucfes pré-trigger (pré-ativadora)

e trigger (ativadora) sdo adicionadas a mistura de reacao.

A reacdo quimioluminescente resultante € medida em unidades relativas de luz (RLU).
A concentracdo de antigeno de superficie da hepatite B na amostra é determinada usando-se
uma curva de calibracdo do ARCHITECT® - ABBOTT HBsAg previamente gerada. Se a
concentracdo da amostra for maior ou igual a 0,05 Ul/mL, a amostra € considerada reativa

para HBsAg. Os ensaios foram realizados conforme padronizacgao do fabricante.
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4.11.2. Detecgdo do Anti-HBc Total

Para a deteccdo qualitativa do anti-HBc primeiramente foi utilizado o ensaio Murex
anti-HBc total ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), este é baseado em

microcavidades revestidas com antigeno core recombinante da hepatite B (HBCAQ).

As amostras e controles sdo incubados nos pocos e qualquer anti-HBc presente na
amostra ou controle liga-se ao HBcAg. Qualquer excesso de anticorpo € removido por

lavagem.

O Conjugado (anti-HBc monoclonal conjugado com peroxidase de rabano silvestre) é
entdo adicionado aos po¢os. Uma segunda incubacdo é realizada durante a qual o conjugado
liga-se a qualquer HBcAg da superficie do po¢o ndo bloqueado pelo anti-HBc da amostra

teste.

Apb6s a lavagem para remocdo de qualquer conjugado ndo ligado, uma solugdo
contendo 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e peroxido de hidrogénio é adicionada aos
pocos. Os pocos que ndo contém anti-HBc e, portanto, o conjugado ligado, desenvolvem uma
coloracdo azul/verde que se converte em laranja quando a reacdo da enzima é bloqueada com
acido sulfarico. A intensidade da coloracdo pode ser determinada espectrofotometricamente.
A intensidade da coloracdo é maior na auséncia de anti-HBc e diminui com o aumento das
concentracdes de anti-HBc na amostra. Os ensaios foram realizados conforme padronizagéo

do fabricante.

No decorrer do estudo a Fundagdo HEMOAM substituiu o teste ELISA do anti-HBc
pelo ensaio ARCHITECT® - ABBOTT anti-HBc Il, imunoensaio de duas etapas para a
deteccdo qualitativa do anti-HBc em soro e plasma humano que usa a tecnologia de
guimioluminescéncia por microparticulas (CMIA), com protocolos de ensaio flexiveis,

denominados Chemiflex.
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Na primeira etapa, a amostra, o diluente de ensaio, o diluente de amostra e
microparticulas paramagnéticas revestidas com rHBcAg sdo combinados. O Anti-HBc
presente na amostra liga-se as microparticulas revestidas com rHBCcAg e a mistura de reacdo é

lavada

Na segunda etapa, o conjugado marcado com acridina anti-humana é adicionado.
Seguindo outro ciclo de lavagem, as solugdes pré-deflagradora e deflagradora séo adicionadas
a mistura de reacdo. A reacdo quimioluminescente resultante € medida em unidades relativas

de luz (RLU).

Existe uma relacdo direta entre a quantidade de anti-HBc na amostra e as RLUSs
detectadas pelo sistema oOptico do ARCHITECT® - ABBOTT. A presenca ou auséncia de
anti-HBc na amostra é determinada comparando o sinal quimioluminescente na reacdo com o
sinal cut-off determinado a partir de uma calibracao ativa do ARCHITECT® - ABBOTT anti-
HBc Il. Se o sinal quimioluminescente na amostra for maior ou igual ao sinal cut-off, a
amostra é considerada reativa para anti-HBc. Os ensaios foram realizados conforme

padronizacéo do fabricante.

4.11.3. Deteccéo do Anti-HBs (ARCHITECT® - ABBOTT)

O imunoensaio compreende de duas etapas para a determinacdo quantitativa do anti-
HBs em soro e plasma humano e usa a tecnologia de quimioluminescéncia por

microparticulas (CMIA).

Na primeira etapa, a amostra e microparticulas paramagnéeticas revestidas com HBsAg
recombinante sdo combinadas. O anti-HBs presente na amostra liga-se as microparticulas

revestidas com rHBsAg.
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Ap0s a lavangem, na segunda etapa o conjugado marcado com acridina anti-humana é
adicionado. Seguindo outro ciclo de lavagem, as solugdes pré-deflagradas e deflagradoras séo
adicionadas a mistura de reacdo. A reacdo quimioluminescente resultante &€ medida em

unidades relativas de luz (RLU).

A concentragdo de anti-HBs na amostra é determinada usando uma curva de
calibracdo ARCHITECT® - ABBOTT anti-HBs previamente gerada. Se a concentragéo for
maior ou igual a 10,00 mUI/mL, a amostra é considerada reativa para anti-HBs. Os ensaios

foram realizados conforme padronizacgédo do fabricante.

4.12. Ensaios Moleculares

As técnicas para extracdo do VHB DNA e PCR em tempo real para -actina foram
realizadas no laboratério de biologia molecular da Fundacdo Alfredo da Matta (FUAM). Para
a deteccdo e quantificacdo do VHB DNA utilizou-se o laboratério de biologia molecular da
Fundacdo Pro-Sangue/Hemocentro de Sdo Paulo/SP. Quando positivas para 0 DNA VHB as
amostras foram submetidas as técnicas de amplificacdo e sequenciamento para a deteccdo e
genotipagem do DNA VHB no Laboratério de Gastroenterologia e Hepatologia Tropical do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade de Sdo Paulo (USP). Todos os resultados
foram computados em uma ficha geral de registro e acompanhamento para composicdo do

banco de dados do estudo (Apéndice C).

4.12.1. Extracdo do DNA VHB

Para extracdo do DNA viral, a partir de 1000uL de soro sanguineo, foi utilizado o Kit
QIAamp® Ultrasens™ Virus (QIAGEN/USA). O Kit é composto pelos reagentes: Buffer AC,

RNA Carrier, Buffer AR, Proteinase K, Buffer AB, Buffer Awl e AW2 e o AVE. O Buffer
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AC (isopropanol) é um reagente que forma complexos com acidos nucleicos, e estes
complexos foram sedimentados por baixa centrifugacdo para formar um precipitado. Este
precipitado foi ressuspendido em um volume pequeno de Buffer antes da purificacdo do acido
nucléico usando o procedimento QlAamp, permitindo de forma eficiente e sensivel o
isolamento do acido nucleico viral. O Buffer AC e o RNA Carrier foram adicionados ao soro.
Apds um curto periodo de incubacdo, a amostra foi centrifugada em baixa velocidade para
sedimentar os complexos de &cidos nucleicos. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado
ressuspendido em Buffer AR (cloridrato de guanidina) e proteinase K, e incubado por 10 min
a 40°C. As condicdes vinculativas foram ajustadas pela adicdo do Buffer AB (etanol e
Nonidet) e do lisado aplicado a uma coluna de spin QlAamp. Durante uma breve
centrifugacdo, o DNA ligou-se seletivamente a membrana QIAamp deixando passar 0s
contaminantes. Os contaminantes restantes e inibidores de enzima foram removidos por
centrifugacdo em duas etapas de lavagem, e os acidos nucleicos virais puros foram eluidos em

60uL de Tampdo de Eluicdo (AVE).

4.12.2. Controle da Extracdo — PCR em Tempo Real para p -actina

Para a verificacdo da viabilidade do DNA extraido, foi realizado a PCR em tempo real
para B-actina humana através do sistema de deteccdo SYBR® Green (Applied Biosystems). O
SYBR® Green se liga entre a fita dupla de DNA e com a excitacdo da luz emitida pelo
sistema Otico do termociclador que emite uma fluorescéncia verde. O SYBR® Green ndo
ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena. Porém, a fluorescéncia é realgada
quando ligado na fita dupla do DNA. No inicio da amplificacdo, a mistura da reagdo contém o
DNA desnaturado, os iniciadores e 0 SYBR® Green. As moléculas ndo-ligadas do SYBR®
Green apresentam fluorescéncia fraca produzindo um sinal minimo sendo este subtraido

durante a analise do programa. Apds o reconhecimento dos iniciadores, algumas moléculas do
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SYBR® Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada. Durante a polimerizacao
catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as moléculas do SYBR® Green véo se ligando
ao DNA recentemente sintetizado. Assim, a reacdo € monitorada continuamente e um
aumento da fluorescéncia é observado em tempo real. No ciclo seguinte, na etapa de
desnaturacdo do DNA, as moléculas do SYBR® Green séo liberadas e ha queda no sinal da
fluorescéncia. A deteccdo da fluorescéncia no fim da etapa de extensédo de cada ciclo da PCR
permite monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado (NOVAIS & PIRES-ALVES,
2004). As PCRs foram realizadas no termociclador STEP ONE PULS (Applied Biosystems,
Warrington, UK) seguindo os parametros de ciclagem: 10 minutos a 95°C para ativacdo da
Taq polimerase, seguido por 40 ciclos de deshaturacdo a 59°C por 15seg, anelamento e
extensdo a 60°C por 60seg. Sequéncias de primers para f-actina: senso (5’

TGACAAAACCTAACTTGCGC 3’) e anti-senso (5’ATAAAGCCATGCCAATCTCA 3).

4.12.3. PCR em Tempo Real para Detec¢do e Quantificacdo de DNA VHB

A amplificacdo do DNA VHB foi realizada através da tecnologia de PCR em tempo
real utilizando o protocolo padronizado pela Fundacdo Pré Sangue/SP. Este protocolo tem
como fundamento o uso do sistema TagMan® Univerval Mastermix (Applied Biosystems,
Foster City, USA) que é uma sonda com fragmentos de DNA marcado para hibridizar outra
molécula de DNA, utilizada para detectar sequéncias especificas nos fragmentos de DNA
amplificados na PCR. O DNA alvo é detectado e quantificado por comparacdo a uma curva

padrdo de DNA VHB (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2005).

Para a detecgdo quantitativa do DNA VHB foi amplificado parte da regido S do
genoma do virus, resultando no produto amplificado de 98pb (GenBank: AF129506.1). Esta

regido contempla os genétipos A,B,C,D,E, F,G e H (Tabela 5).
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Para a reacdo de PCR quantitativa foi utilizada a técnica TagMan® Univerval
Mastermix (Applied Biosystems, Foster City, USA), conforme Tabelas 4 e 5. As PCRs foram
realizadas no termociclador STEP ONE PLUS (Applied Biosystems, Warrington, UK)
seguindo os parametros de ciclagem: um ciclo inicial de 95°C por 10min, seguido de 3 ciclos
de 95°C por 15seg, depois 60°C por 1min, seguido de 45 ciclos de 94°C por 15seg , 60° C por

1min e coletar a fluorescéncia na extensdo de 60°C.

Para estabelecer o limite de deteccdo utilizando o ensaio PCR em tempo real, foram
realizadas oito dilui¢cBes sucessivas, em razéo de 10, de produto de PCR para a regido S do
genoma do virus, previamente quantificada para obtencdo da curva padrdo, cedidas
gentilmente pelo professor Dr. José Eduardo Levi da Fundacdo Prd-Sangue/S&o Paulo. O
limite de deteccéo superior foi de 1,5x10° UI/mL e o limite inferior foi de 0,15x102 UI/mL,
descritas por Garson e colaboradores (2005). Todas as amostras amplificadas foram testadas

em duplicatas para a confirmacéao.

Tabela 4. Mix para amplificacdo do VHB

Reagente Volume Final
TagMan® Universal 2x 15 uL 1x
Primer/Probe Mix 8,2 uL 0,4uM/0,2uM
DNA 6,8 uL

Volume Final 30 pL
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Tabela 5. Sequéncia de Primers/Probe do VHB

Regido Primers Coordenadas
VHB Foward: 5’ - GTGTCTGCGGCGTTTTATCAT -3’ 225-245
VHB Reverse: S 5’ - GGACAAACGGGCAACATACCT -3’ 303-323
VHB Probe: 5" FAM - ATCCTGCTGCTATGCCTC - NFQ 3° 256-273

Produto amplificado 98pb

*A numeracdo para localizagdo dos sitios de anelamento dos primers e sonda foi baseada na sequencia

AF129506 retirada do GenBank,

4.12.4. Andlise dos Genotipos do VHB

As amostras que apresentaram carga viral detectavel por PCR em tempo real foram
submetidas a amplificacdo pela metodologia de nested PCR para posterior sequenciamento e
caracterizacdo dos genotipos e subgendtipos do VHB. Para isso foram realizadas trés
diferentes estratégias, que consistiram na amplificacdo de fragmentos de diferentes tamanhos
dos genes S/Polimerase do VHB. Os primers selecionados para essas reacdes foram
desenhados a partir da analise de um alinhamento de sequéncias do genoma completo do
VHB obtidos no GenBank, banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD, EUA) e assim como os primers utilizados na PCR em tempo

real, eles anelam em regifes conservadas entre todos os genétipos do VHB.

Procedimentos rigorosos para técnica de diagnostico de amplificacdo de acidos
nucleicos foram seguidas para evitar resultados falso-positivos (KWOCK & HIGUCHI,

1989). Além disso, foram incluidos controles negativos entre as amostras para minimizar a
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possivel ocorrencia de contaminacdo cruzada entre as amostras e um controle positivo para

andlise da eficécia da reacao.

Inicialmente amplificou-se um fragmento compreendendo todo o gene S e uma parte
do gene da polimerase. Para a primeira PCR foram utilizados os primers PS3132F (25 pmol/
ul) e 2920RM (25 pmol/ pL) para gerar um fragmento de 1506 pares de base ¢ os primers
PS3201F (25 pmol/ uL) e 1285R (25 pmol/ pL) para gerar o fragmento da 2% PCR de 1306 pb.
Os primers selecionados foram desenhados a partir da andlise de um alinhamento de
sequéncias do genoma completo do VHB obtidos no GenBank, banco de dados do NCBI. Os
primers foram desenhados e a reacdo foi padronizada pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Gastroenterologia e Hepatologia do Instituto de Medicina Tropical/lUSP (dados néo

publicados).

As reacdes da primeira PCR para a obtencdo do fragmento de 1506pb foi realizada

montando-se um mix descrito na Tabela 6.
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Tabela 6. Mix para amplificacdo da regido S/POL do VHB por nested PCR

Reagente Volume  Concentragdo
Agua Milli-Q 72,5 uL

Tampao de PCR (Invitrogen™ Life Technologies) 10 pL 10x
dNTP’s (Invitrogen™ Life Technologies) 6 uL 10mM
MgCI2 () (Invitrogen™ Life Technologies) 4 uL 50mM
primer PS3132F (sense) (Invitrogen™ Life Technologies) 1L 25 pmol/ pL
primer 2920RM (antisense) (Invitrogen™ Life Technologies) 1uL 25 pmol/ pL
Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen™ Life Technologies) 0,5 uL (2,5V)
DNA 5 ul

Volume Final 100 pL

Esta mistura foi submetida a uma programacdo de amplificagdo no termociclador
Eppendorf MasterCycler ® Gradiente obedecendo a condicdo de 94 °C por 1 minuto para
provocar a desnaturagédo das fitas seguido de 35 ciclos nas seguintes condi¢fes: 94 °C por 30
segundos, 48 °C por 30 segundos (anelamento dos primers), 72 °C por 1 minuto e 40
segundos (extensdo) e no fim 72 °C por 5 minuto (para finalizacdo de alguma polimerizacao

incompleta). Esta primeira etapa gerou produto amplificado de 1506 pb.

Em seguida foi preparado outro mix contendo os mesmos volumes e propor¢des do
mix descrito na Tabela 6 com a substituicdo pelo par de primers PS3201F (como sense) e
1285RM (como antisense), e o material template de 5 puL do produto amplificado da reacéo
anterior. A mistura foi submetida & programacéo de amplificacdo no termociclador Eppendorf
MasterCycler ® Gradiente obedecendo protocolo descrito anteriormente, alterando somente
na temperatura de 48 °C por 30 segundos (anelamento dos primers) para 54°C. O produto

amplificado do nested PCR foi de 1306 pb.
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Naqueles casos em que ndo foi possivel amplificar utilizando esse conjunto de
primers, foi realizada nova etapa de nested PCR para amplificacdo de um fragmento de 734
pb dessa mesma regido gendmica utilizando os primers FHBS1 (SITNIK et al., 2004) e
RADE1M (GOMES-GOUVEA et al., 2009) para gerar o fragmento da 1* PCR e FHBS2
(SITNIK et al., 2004) e RADE2M (GOMES-GOUVEA et al., 2009) para gerar o fragmento

da 2% PCR.

Para a primeira PCR foram utilizados os primers FHBS2 (como sense) e RADE2M
(como antisense) diluido em um mix semelhante ao descrito na Tabela 6. A PCR foi
realizada conforme os seguintes parametros de ciclagem: 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
56 °C (primeira PCR) ou 50 °C (segunda PCR) durante 30 segundos, 72 °C durante 1 minuto,
todo esse processo depois da desnaturacao inicial a 94°C em 1 minuto. O produto amplificado

do nested PCR foi de 734 pb.

Por fim, as amostras com carga viral detectavel por PCR em tempo real e nas quais
ndo foram possiveis as amplificacdes do DNA viral por nested PCR utilizando os primers
citados anteriormente, foram submetidas a amplificacdo com primers que amplificam um
fragmento menor da regido S do genoma do virus, resultando no produto amplificado de 416
pb: FHBS1 e RHBS1 para gerar o fragmento da 1° PCR; e FHBS2 e RHBS2 para gerar o

fragmento da 2* PCR (SITNIK et al., 2004).

O mix de reagentes utilizados para estas reagdes foi 0 mesmo descrito na Tabela 6,
havendo substitui¢cdo apenas dos primers. As condicdes de amplificacdo para as duas rodadas
da nested PCR foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94 ° C durante 20 s, seguido por 30
ciclos de 94 ° C, durante 20 s, 56 ° C durante 20 s, e 72 ° C, durante 30 s, com uma etapa de
extensdo final a 72 ° C durante 1 minuto num termociclador Eppendorf MasterCycler ®

Gradiente.
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4.13. Analises Estatisticas

Os dados foram registrados em um banco de dados (Excel 2007) e as analises
estatisticas foram conduzidas utilizando-se o programa Prisma. Foram realizadas técnicas de
estatistica descritiva com intervalo de confianca (IC 95%) e testes de significancia
empregados para validar as proporgdes encontradas. Teste x* (varidveis categéricas), Teste T
de Student (variaveis continuas). A presenca de exposicdo a fatores de risco foi dicotomizada
em sim e ndo, para analisar os fatores relacionados a infeccéo verificada pela ocorréncia do

marcador avaliado, medindo-se a associacao através do Teste de Fisher (VIENNA, 2012).

4.14. Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio HEMOAM
em outubro de 2009 sob o n° CAAE 0014.0.112.000-09, sendo 0 mesmo aprovado (Anexo

A).

Na deteccdo de presenca de DNA do VHB nas amostras de doadores de sangue, sera
feita a notificacdo para a Diretoria Técnica da Fundagdo HEMOAM e também ao Comité de
Hemovigilancia da Instituicdo para as devidas providéncias. Os Individuos serdo notificados e

orientados.
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Resultados
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Os resultados deste estudo estdo apresentados de trés maneiras:

6.1. Manuscrito do Artigo de Revisdo: “Desafio do Diagndstico da Hepatite B Oculta em
Areas Endémicas”. Que serd submetido na revista “Brazilian Journal of Infectious

DSBS ..ottt 67

6.2. Manuscrito de Relato de Caso: “Detec¢ao da Hepatite B Oculta em Doador de Sangue do
Interior do Estado do Amazonas". Que sera submetido na revista “Revista da Sociedade

Brasileira de Medicina TroPICal”..........cvoiiiiiiiie e 79

6.3. Resultados Complementares: Apresentacao dos resultados deste estudo na integra........ 85
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Desafio do Diagndstico da Hepatite B Oculta em Areas Endémicas

Artigo de Revisédo / Review Article

Helaine de Aradjo Virgolino™ Ménica Nascimento dos Santos Moresco®, Marcia Poinho Encarnagéo
de Morais’, Isabella da Motta-Passos’, José Eduardo Levi** Katia Luz Torres™ ?

1- Programa de Pés-Graduagdo em Imunologia Bésica e Aplicada da Universidade Federal do Amazonas-
Amazonas/Brazil.

2- Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas/Amazonas/Brazil.

3- Departamento de Moléstias Infecciosas e Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo/Brazil.

4- Fundacgdo Pro-Sangue/Hemocentro de Séo Paulo/Brazil.

Palavras-chaves: Hepatite B Oculta (I0B), Teste de Deteccdo de Acidos Nucléicos (NAT).

RESUMO

A infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (I0B) é definida pela presenca de HBV DNA no
figado ou no soro de individuos negativos para o antigaeno de superficie do virus da hepatite
B (HBsAg). Cerca de um terco da populacdo mundial tém evidéncia soroldgica de hepatite B,
passada ou presente. O diagnostico da infeccdo pelo HBV geralmente é realizado por meio de
marcadores soroldgicos e viroldgicos. A disponibilidade de métodos moleculares altamente
sensiveis € necessaria para o diagnostico da 10B principalmente nos pacientes
imunodeprimidos, nos doadores de sangue,em individuos infectados pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana e nos pacientes que se submetem a transplante de figado onde pode
ser um risco para a reativagdo de uma infecgdo causada por HBV. A 10B pode causar doenga
criptogénica no figado, contribuir para a exacerbagdo aguda da hepatite B cronica, alterar a
progressdao da doenca e da resposta ao tratamento de hepatite C cronica, ou levar ao
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. Diante deste contexto, este artigo tem como
objetivo abordar os entraves dos métodos de diagnostico para detectar infec¢do oculta pelo
HBV.
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INTRODUCAO

A infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (IOB) apresenta relevancia clinica e
epidemioldgica tendo em vista o desafio da deteccdo diagndstica dificultada e a necessidade

do inicio breve do tratamento, sendo portanto tema atual de discussdes’.

A 10B ¢ a persisténcia do genoma viral no tecido do figado ou no soro de individuos
negativos para o antigeno de superficie do virus da hepatie B (HBsAg). Os casos de hepatite

B oculta apresentam uma quantidade muito baixa de HBV DNA no soro (<200 Ul / ml)*?,

A frequéncia com que ocorre a hepatite B oculta sera dependente da prevaléncia da
infeccdo em determinada populacdo®“. De acordo com a Associacdo Europeia para o Estudo
do Figado (EASL), cerca de um terco da populacdo do mundo tém evidéncia sorolégica de
hepatite B, passada ou presente, baseadas na presenca do marcador anti-HBc e HBsAg®. A
prevaléncia da infeccdo por HBV pode variar de 8% a 15% no sudeste Asiatico, Afria,
Oriente Médio e Bacia Amazonica, de 2% a 7% no centro-sul e sudoeste da Asia, leste e sul
da Europa, Russia, bem como América do Sul e América Central e menor que 2%, nos

Estados Unidos, Europa Ocidental e Austrélia®.

No Brasil, a endemicidade do HBV € heterogénea, sendo a doenca mais prevalente na
regi&o norte do pais” 3°. No interior do Estado do Amazonas existem localidades como taxas
significativamente elevada da doenga. Estudos realizados no Estado do Amazonas
encontraram a prevaléncia para 0 HBsAg na populacdo em geral de 2% a 9%, e para anti-HBc
de 5% a 76%'%'!?. Além da infeccdo pelo HBV ha também a presenca no Estado do
Amazonas da coinfeccdo pelo virus Delta. Em 1983, nos primeiros estudos no Estado do
Amazonas, ja se discutia a participacdo do virus da hepatite B na etiopatogenia da hepatite

fulminante de Lébrea, local onde ocorreram os primeiros registros desta entidade™.
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O diagnostico da infeccdo pelo HBV geralmente é realizado por meio de marcadores
sorolégicos e virolégicos™. Em particular, nos dltimos 10 anos, a disponibilidade de métodos
moleculares altamente sensiveis resultou na deteccao de infec¢Bes ocultas por HBV em varios
cenarios clinicos™**. H4 ainda muitas lacunas a serem preenchidas na compreensdo de
diretrizes especificas sobre o diagndstico e tratamento da infeccdo oculta pelo HBV,

principalmente em areas endémicas para o HBV e deficientes do diagndstico molecular.

Diante deste contexto, este artigo tem como objetivo abordar os entraves dos métodos

de diagnostico para detectar infeccdo oculta pelo HBV em areas endémicas.

IOB e a Biologia Viral

Uma das causas da OB é a persistencia de baixos niveis de replicacéo viral do HBV™.
O ciclo de replicagdo do HBV comeca com a fixacdo do virion ao hepatécito™. Dentro do
nacleo dos hepatdcitos, a sintese da cadeia positiva do HBV DNA é concluida e o genoma
viral é convertido em um DNA circular covalentemente fechado (cccDNA)*. O cccDNA é o
modelo para 0 RNA pregenémico, que é transcrito de forma inversa da fita negativa do HBV

DNAS.

H& duas fontes de entrada do cccDNA na célula: novas particulas do virus para o
hepatocito e por translocacdo do HBV DNA recentemente sintetizado a partir do citoplasma
do hepatocito, ou seja 0 HVB DNA replicado pode retornar ao nucleo por meio de uma via

A% Essa

intracelular, o que pode resultar em uma "auto" amplificacdo de cccDN
persisténcia ocorre por conversdo no hepatocito de um HBV DNA circular covalentemente

fechado (cccDNA), o qual, em seguida, liga-se a proteinas®. Este cccDNA é a base molecular
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da infeccdo oculta da hepatite B, devido a sua estabilidade e longa duracéo de persisténcia nos

ntcleos de hepatdcitos®.

Todo este processo é resultante da supressdo da replicacdo do HBV hospedeiro ou
mutagéo viral principalmente na proteina S'. A IOB também pode estar associada com a

integracdo da sequéncia do HBV no genoma do hospedeiro®®.

A associacdo da 10B com varianates virais que expressam mutagdes que modificam a
imunogenicidade ou mesmo alterem a producédo dos diferentes antigenos virais € um campo
amplamente debatido. Estudos antigos ja descreviam que a transcricdo hepatica do HBV pode
ser associada com intermediarios replicativos de HBV DNA persistentes em doentes que
fizeram clearence para 0 HBsAg no soro, sugerindo que o HBV néo estd em estado latente,

mas passando por baixo nivel de replicacéo™.

O mecanismo de mutacdo de escape € associado com IOB, o que também leva a
reatividade diminuida em ensaios de deteccdo de HBsAg'®. O gendtipo D encontrado em
infeccbes por virus da hepatite B oculta (IOBs), possue uma elevada frequéncia de
substituicbes de aminoécidos na regido hidrofilica na principal proteina de superficie pequena
(proteina S) refletindo possivelmente um mecanismo de mutacdo de fuga para escapar da
deteccdo pelo sistema imune do hospedeiro®®. Por outro lado, o genétipo C do HBV, mutante
basal promotor do core e mutante de delec¢do pré-S pode estar associado com um risco

aumentado de desenvolvimento de hepatocarcinoma®®.

10B e Implicacbes na Deteccdo Diagndstica
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Mutacbes no gene do antigeno de superficie HBsAg indetectaveis por ensaios
comerciais e inibicdo de HBV por supressdo da replicacdo viral e das proteinas virais
representam dois mecanismos diferentes porém fundamentais que levam para infeccoes
ocultas por HBV**%. Portanto, a deteccdo do DNA do HBV sem o HBsAg, com ou sem a
presenca de anticorpos contra o HBV fora do "periodo da janela" e da fase aguda define

infeccéo oculta pelo HBV#%,

O diagnostico da hepatite B depende da sensibilidade relativa dos ensaios HBSAgQ e
DNA do HBV?. Devido & analise molecular moderna sabe-se que o genoma viral do HBV

pode persistir indefinidamente em individuos anteriormente infectados HBsAg negativos®.

O diagndstico laboratorial da hepatite B realiza-se rotineiramente através de métodos
sorolégicos®. Tais métodos sdo fundamentais ndo somente para o diagndstico, mas também
para 0 acompanhamento da infeccdo viral, avaliacdo do estado clinico do paciente e na
aplicacdo da terapéutica especifica®. Evidentemente, o melhor método para o diagndstico da
IOB é 0 exame das células do figado quanto & presenca de HBV DNA?*?. No entanto, devido
a natureza invasiva da biopsia e a possibilidade de danos indesejaveis ao figado durante o
procedimento, os estudos mais recentes sobre 10B sdo realizadas em amostra de sangue

periférico® 2.

A deteccdo de hepatite B oculta requer ensaios de elevada sensibilidade e
especificidade, com um limite inferior de deteccdo a 10 Ul / mL para o DNA do virus da

hepatite B (HBV) e <0,1 ng / mL para o0 HBsAg®.

Os testes sorologicos de deteccdo do antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg) e do anticorpo contra antigeno do nucleo do HBV (anti-HBc) tem sido,
historicamente, os marcadores de rastreio para a hepatite B, enquanto que teste de deteccédo de

acido nucleico (NAT), é empregado na deteccdo de HBsAg negativo, anti-HBc negativo em
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doacdes de unidades de sangue durante a o periodo da janela imunoldgica®’. Os papéis da
sorologia quantitativa do HBV e do intra DNA circular covalentemente fechado (cccDNA)

merecem mais estudos™*.

Diversos fatores estdo envolvidos no diagnéstico da 10B, tais como variantes virais
que transportam HBSAg mutante e ndo sdo reconhecidos por anticorpos monoclonais
especificos utilizados em ensaios de deteccdo comerciais para HBsAg, baixa carga viral em
circulacdo normalmente <200 Ul/ml, resultado da supressdo da forte replicacdo viral e a

expressdo do gene pode ter resultado na resposta imune do hospedeiro®?82%%,

Em regides de alta prevaléncia como na Amazénia, a hepatite B oculta ocorre em
frequéncia pouco relatada por ocorréncia de subnotificacdo dos casos. Um estudo pioneiro
recentemente realizado entre doadores de sangue do Estado do Amazonas demonstrou a
ocorréncia de hepatite B oculta em 2,7% dos doadores de sangue (dados ndo publicados).
Apesar disso, no Brasil a triagem dos doadores de sangue por testes moleculares (NAT) néo €
utilizada na rotina dos bancos de sangue. Estes dados revelam os riscos da presenca da
infeccdo oculta apresentando o desafio do diagndstico clinico assim como da triagem de
doadores de sangue em regides endémicas . A IOB desafia os esfor¢cos para eliminar infeccédo

pelo HBV pés-transfusional, particularmente em receptores de sangue imunodeficientes®".

O diagndstico da IOB é importante nos pacientes gravemente imunodeprimidos como
0S que recebem quimioterapia sistémica, radioterapia, ou imunoterapia, em individuos
infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana e nos pacientes que se submetem a
transplante de figado onde pode ser um risco para a reativacdo de uma infeccdo causada por

HBVY.

A 10B pode causar doenca criptogénica no figado, contribuir para a exacerbacao

aguda da hepatite B crénica, alterar a progressao da doenca e da resposta ao tratamento de
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hepatite C cronica, ou levar ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular®?. Em um estudo
no Japdo ficou demonstrado também a alta taxa de carcinogénese hepatocelular realizados em

pacientes com cirrose ndo-B e ndo-C*.

O diagnostico soroldgico e viroldgico é particularmente importante para os medicos
que fazem a triagem da infec¢do pelo HBV em areas endémicas e para monitorar a progressao
da doenca hepética em portadores de HBV. Assim o tratamento pode ser eficaz e iniciado
cedo, antes do desenvolvimento avancado da doenca no figado'®. Descobertas como a que
ocorreu no Japdo para identificacdo do gendétipo J demontra que h& necessidade de mais
estudos em técnicas de identificacdo do HBV principalmente em regides endémicas®*. Na era
dos antivirais altamente potentes aprovados para o tratamento da hepatite B crbnica é de
importancia crucial a utilizacdo de ensaios altamente sensiveis para detec¢do e quantificacdo

de HBV DNA®,

Como os pacientes com 10B nédo tem detectaveis no soro o antigeno de superficie para
hepatite B (HBsAg) e geralmente possuem baixos niveis de HBV (< 10* Ul/ml), os ensaios

B?%, Como em

HBsAg utilizandos na rotina sdo provavelmente ineficazes na deteccédo 10
alguns casos a 10B sdo anti-HBc positivo, este marcador também é incluido como um
parametro sorolégico para detectar a infeccdo por IOB*. No entanto, ainda existe uma parcela

consideravel de pacientes 10B que sdo negativos para todos os marcadores sorologicos da

infeccdo por HBV. Assim, uma nova abordagem para detectar e estudar 0B é necessaria®.

Portanto novos estudos estdo sendo propostos visando o diagnostico da hepatite B
oculta como o realizado recentemente na China com microRNA. Apos a identificagdo de
quatro miRNAs, let-7c, miR-23b, miR-122, e miR-150 estes foram diferencialmente

expressos em soro com 0B e comparado com o soro controle®. O perfil dos quatro miRNAs
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demonstrou que estes podem ser considerados biomarcadores altamente sensiveis e precisos

para a detec¢do de 10B independentemente do paciente ser HBsAg positivo ou negativo®

CONCLUSAO

Apesar de recentemente notarmos um aumento em pesquisas sobre a Hepatite B
oculta, ainda ha muitas perguntas nao respondidas sobre o papel da IOB no desenvolvimento
e progressdo das doencas hepéticas crbnicas e hepatocarcinomas, sdo necessarias respostas
consistentes para questdes como: existem diferencas entre a IOB detectada em areas de baixa
prevaléncia e em areas de alta prevaléncia de infeccdo pelo HBV? Serd que os métodos
utilizados no diagndstico da Hepatite B tem a sensibilidade, especificidade e precisdo

adequada?

E muito importante que o diagndstico por biologia molecular seja incorporado a rotina
diaria dos laboratdrios de banco de sangue de forma mais ampla a fim de permitir a detec¢édo
de infeccdo oculta pelo HBV em areas endémicas como a regido amazénica e possivelmente

descobrir as particularidades que justifiquem elevada endemicidade e elevada transmissao.
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RESUMO

Um caso da presenca de hepatite B oculta foi diagnosticado na Fundacdo Hospitalar de
Hematologia e Hemoterapia do Amazonas- HEMOAM, em doador de sangue do interior do
Estado do Amazonas com perfil sorolégico HBsAg negativo, anti-HBc positivo, anti-HBs
negativo, carga viral positiva e genotipagem. Descrevemos a investigacdo laboratorial e
abordagem epidemioldgica.

ABSTRACT

A case of the presence of occult hepatitis B was diagnosed at Hospital Foundation of
Hematology-HEMOAM Amazon in blood donor in the state of Amazonas with negative
serological profile HBsAg, anti-HBc positive, anti-HBs negative, viral load positive and
genotyping. We describe the research laboratory and epidemiological approach.

Palavras-chaves: Hepatite B Oculta (I0B), Doador de Sangue, Teste de Detecgdo de Acidos Nucléicos (NAT).
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INTRODUCAO

A infeccdo causada pelo virus da hepatite B (VHB) € de alta prevaléncia e apresenta-
se disseminada mundialmente, sendo considerado um importante problema de satde publica,
configurando um risco na terapia transfusional, tendo em vista o potencial de transmisséo via
parenteral. No Brasil, a prevencdo da hepatite B transmitida por transfusdo de sangue €
realizada utilizando aspectos clinico-epidemioldgicos e ensaios soroldgicos por meio de
marcadores para detectar o antigeno de superficie do virus (HBsAg) e o anticorpo contra o
antigeno do core (anti-HBc). A deteccdo do DNA VHB em amostras negativas para HBsAg é
definida como infeccdo oculta pelo virus da hepatite B (I0B) e a implementacdo da pesquisa
de &cidos nucléicos (NAT) em amostras de sangue de doadores em bancos de sangue € um
mecanismo eficaz para diminuir o risco de hepatite B transfusional™?.

O Ministério da Saude em seu Plano Nacional de Atencdo Hematoldgica e Medicina
Transfusional estabeleceu a¢Bes para garantir a qualidade da hemoterapia no pais e implantou
para hepatite C e HIV a tecnologia do NAT na triagem de doadores de sangue em toda a rede
nacional. Apesar da hepatite B ser uma infeccdo de alta prevaléncia e grande impacto de
morbidade e mortalidade (principalmente quando pds-transfusional), ndo esta contemplado na
agenda nacional dentro deste novo plano, deixando uma lacuna a ser preenchida.

Apesar de sua importancia estudos conclusivos sobre hepatite B oculta e dados sobre
sua prevaléncia sdo escassos no Estado do Amazonas. Este estudo relata a presenca da

hepatite B oculta em doador de sangue do interior do Estado do Amazonas com perfil

soroldgico: HBsAQ negativo, anti-HBc positivo e anti-HBs negativo.
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RELATO DO CASO

1.S.0, homem, 36 anos, vida conjugal estavel , ndo trabalhador da area da salde,
natural e procedente da cidade do interior do Estado do Amazonas, Fonte Boa, localizada a
oeste da capital Manaus, doador de repeticao, relata que nunca recebeu transfusdo sanguinea,
nunca teve hepatite, nunca morou com alguém que teve hepatite, mée nunca teve hepatite, ser
vacinado contra hepatite B, ao doar sangue na Unidade de Coleta e Transfusdo da Unidade de
Salde em Fonte Boa apresentou sorologia negativa para o marcador HBsAg, porém
soropositiva para 0 marcador anti-HBc e negativo para Anti-HBs, carga viral com resultado
positivo (3,6 1U/mL), apresentando gendtipo Al. Os ensaios de triagem foram realizados
pelos métodos de ensaioimunoenzimatico, Quimioluminescéncia, PCR em tempo real para
deteccdo e quantificacdo da carga viral e técnicas de amplificacdo por nested PCR para

deteccdo, sequenciamento e genotipagem do DNA VHB.

DISCUSSAO

Estudos realizados no Estado do Amazonas encontraram a prevaléncia para o0 HBsAg
na populagdo em geral de 2% a 9%, e para anti-HBc de 5% a 76%>*. Alguns municipios
como Santo Antdnio do Ica e Eirunepé se destacam com sorologia positiva para o VHB na
investigacao epidemiolégica da populagdo geral e em sorologias realizadas no Laboratério de
Saude Publica do Estado do Amazonas para fechar os casos suspeitos de hepatite B. No
municipio de Labrea interior do Estado do Amazonas um estudo de soro prevaléncia de base
populacional foi realizado com o objetivo de estimar a prevaléncia do VHB e fatores de risco
da infeccdo na area rural do municipio, depois de 19 anos de introducdo da vacina. Metade
dos individuos investigados mostraram reatividade de 52,1% para o anti-HBc total e

prevaléncia de 6,2% para o HBsAg®. Foi demonstrado que a infecgdo pelo VHB ainda é um
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importante problema de salde publica e que a vacinacao poderia ter tido maior impacto sobre
a epidemiologia do VHB®.

A presenca do genotipo Al encontrado neste estudo ndo difere dos resultados
encontrados para caracterizar os genotipos do VHB nesta regido, realizado no municipio de
Labrea, em individuos indigenas e ndo indigenas, onde foram classificados trés genotipos: A
(60%), sequido do D (35%) e F (5%)°. Outro estudo realizado em amostras de figado de 14
pacientes oriundos do rio Purus, no oeste da Bacia Amazonica no Brasil (municipios de Boca
do Acre e Pauini, no Estado do Amazonas e Sena Madureira, no Estado do Acre) mostrou que
0s genotipos do VHB estavam associados aos casos de hepatite B fulminante na seguinte
proporcéo: D (21,4%), A (28,6%) e F (50,0%), e foi possivel classificar os subgendtipos D3,
D4, Ale F2a, dentro de cada genétipo caracterizado’.

A presenca do gendtipo A e D na regido Amazonia pode esta associada a influéncia da

origem africana, da colonizacdo européia e a presenca de vendedores ambulantes libaneses na
regido amazonica durante o periodo de exploracdo da borracha®®. O genétipo F encontrado
em algumas aldeias no interior do Estado do Amazonas € caracteristico das populacdes
amerindias e sua origem estad associada a populacdo nativa do Brasil, América do Sul e
Central®'0*,
Em outro estudo também em regido endémica, foi descrito que a presenga do DNA
VHB em unidades de sangue derivadas de amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc
positivo/HBsAg negativo) acontece com uma prevaléncia de 1,5% e em amostras anti-HBs
negativas com prevaléncia de 8% .

Apesar da presenca do anti-HBs indicar protecdo contra 0 VHB e este ser utilizado em
algumas regides endémicas como critério para transfusdo do hemocomponente, varios estudos
demonstram que a presenca de titulos elevados deste anticorpo ndo garante auséncia do DNA

VHB.
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A ocorréncia de infeccdo oculta pelo virus da hepatite B em doadores de sangue na
regido Amazonica leva ao questionamento do algoritimo atualmente obedecido. Sendo
necessario também estabelecer novas estratégias para contemplar seguranca transfusional,

escassez de sangue no interior do Estado e descarte de hemocomponentes.
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6.3. Resultados Complementares

Apbs o inicio deste estudo a Fundacdo HEMOAM, visando garantir a qualidade dos
hemocomponentes oriundos do interior do Estado, adotou mudancas nas estratégias de coleta
e abastecimento de sangue no interior do Estado do Amazonas. Os critérios de triagem
anteriormente utilizados para aproveitamento de hemocomponentes HBsAg negativos, anti-
HBc total reativo e anti-HBs reativo (>100 mUI/mL), foi substituido pelo critério de descarte
de unidades HBsAg reativo e/ou anti-HBc reativo.

Os antigos doadores de repeticdo do interior que apresentavam o marcador anti-HBc
total reativo passaram a ser considerados inaptos e ndo mais foram realizados os testes para o
marcador anti-HBs.

Desta forma, a media de doacdes oriundas do interior do Estado reduziu de 6.600 para
3.600/ano (FHEMOAM, 2012), representando uma queda de aproximadamente 50% de
hemoderivados. As mudancas de critérios € o impacto na frequéncia dos marcadores
sorologicos para hepatite B nas doagbes do interior do Estado do Amazonas estdo

demonstradas no Quadro 2.

Quadro 2. Mudancas de critérios e o impacto na frequéncia dos marcadores soroldgicos para hepatite B nas
doac6es do interior do Estado do Amazonas

INICIO DO PROJETO APOS O INICIO DO PROJETO

O interior do Estado do Amazonas utilizava | Inaptiddo de doadores com anti-HBc reativo
hemocomponentes: HBSAg negativo, anti-HBc | Descarte de unidades HBsAg reativo e/ou anti-
reativo e anti-HBs (>100mUlI/mL) HBc reativo

Total de doagBes oriundas do interior do | Total de doagbes oriundas do interior do
Estado/ano: 6.600 Estado/ano: 3.600

Frequéncia de anti-HBc total reativo: 2.160 | Frequéncia de anti-HBc total reativo: 887
(32,7%) (24,6%)

Frequéncia de anti-HBs reativo: 1.836 (85%) e | N&o realizacdo do anti-HBs
anti-HBs negativo: 324 (15%)
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Durante o periodo de estudo de junho de 2011 a junho de 2012, foram registrados na
Fundacdo HEMOAM 3.600 doacgdes de sangue oriundas do interior do Estado do Amazonas
(Nucleo de Estatistica da Fundacdo HEMOAM - Sistema de Acompanhamento de Doadores -

SAD).

Destas, 835 doacOes apresentaram marcadores soroldgicos para hepatite B (HbsAg,
anti-HBc e/ou anti-Hbs), o que determinou um indice de descarte de 23,19%. Portanto, a
frequéncia dos marcadores de hepatite B para o descarte dos hemocomponentes ficou assim
distribuida: 0,22% (8/3600) de HBsAg reativo, 22,19% (799/3600) de anti-HBc reativo e

0,77% (28/3600) de HBsAg/anti-HBc reativo.

O total de 456 doacGes foi proveniente das regionais de saude Alto Solimdes e
Amazonas. Deste universo, de acordo com os critérios de elegibilidade foram incluidas neste
protocolo 112 amostras com perfil sorolégico HBsAg negativo, anti-HBc total positivo, com
ou sem anti-HBs. Destas, 88 (78,5%) correspondem ao grupo A (HBsAg negativo, anti-HBc
positvo, Anti-HBs positivo) e 24 (21.5%) correspondem ao grupo B (HBsSAg negativo, anti-

HBc positvo, Anti-HBs negativo), conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia dos marcadores soroldgicos para hepatite B

Distribuicdo da amostra

do estudo
Grupos (n=112)
fi %
anti-HBs positivo
Grupo A (a-HBc+/HBsAg- ) 88 (78,5%)

anti-HBs negativo
Grupo B 24 (21,5%)
(a-HBc+/HBsAg- )
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Fatores de Risco e Dados Demogréficos

Na analise das caracteristicas demogréficas da populacdo efetivamente incluida no
estudo (n=112) observou-se que a frequéncia do sexo feminino foi de 17% (n=15) no grupo A
e 8% (n=2) no grupo B. Para o sexo masculino esta frequéncia foi de 83% (n=73) no grupo A

e 92% (n=22) no grupo B. A média da idade e a procedéncia estdo apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicéo das frequéncias dos perfis dos doadores de sangue de acordo com o género, idade e

oriundos das regionais de salide estudadas e seus respectivos grupos de estudo.

GRUPOS
A B
Variaveis (anti-HBc+/anti-HBs+) (n=88) (anti-HBc+/anti-HBs-) (n=24) p
fi % fi %
Género
Masculino 73(83%) 22(92%) »
0,5203
Feminino 15(17%) 2(8%)
Idade
Média + SD 44,11 £10,66 41,83 £9,28 0,3085"
Procedéncia (Regionais de
Saude)
Alto Solimbes 37(42%) 5(21%) .
0,0622
Amazonas 51(58%) 19(79%)

“Valor de p.; “Teste exato de Fisher

Através do questionario epidemiologico foi possivel fazer uma investigacdo quanto a
frequéncia da presenca de fatores de risco relacionados a infeccdo pelo virus da hepatite B.
Entre as doagdes estudadas observou-se diferenga significativa entre o grupo A e o grupo B
no que diz respeito ao fato de ser doador de primeira vez. A distribuicdo das frequéncias dos

fatores de risco esta demonstrada na Tabela 9.



88

Tabela 9. Distribuicdo das frequéncias dos fatores de risco para hepatite B em doadores de sangue oriundos das

regionais de salde estudadas e seus respectivos grupos de estudo.

GRUPOS
A B N
Variaveis (antl-HB(cr:r_/gg;l-HBsﬂ (anti-HBc+/anti-HBs-) P
fi - % (n=24)
fi %

Primeira doacéo

Néo 72 (82%) 14(58%)

Sim 7 (8%) 6(25%) 0,0342*
Informacéo ndo fornecida 9 (10%) 4(17%)
Trabalha na area de satde

N&o 51 (58%) 13(54%)

Sim 25 (28%) 06(25%) 0,6804
Informacéo ndo fornecida 12 (14%) 05(21%)
Recebeu transfusdo sanguinea

Néo 74 (84%) 19(80%)

Néo sabe 1 (1%) 1(4%) ¥

sim 4 (5%) 0 (0%) 0,5675
Informacéo ndo fornecida 9 (10%) 4(16%)
Teve hepatite

N&o 73 (83%) 19(80%)

Sim 6 (7%) 1(4%) 0,6317%
Informacéo ndo fornecida 9 (10%) 4(16%)
Sua mae ja teve hepatite

N&o 73(83%) 15(62%)

Né&o sabe 5(6%) 5(21%) ¥

Sim 1(1%) 0(0%) 0,1541
Informacéo néo fornecida 9(10%) 4(17%)
Ja fez alguma cirurgia na vida

Néo 51(58%) 16(66%)

Sim 28(32%) 4(17%) 0,2970%
Informacéo néo fornecida 9 (10%) 4(17%)
Imunizado contra VHB

Néo 2(2%) 2(8%)

Né&o sabe 6(7%) 2(8%) v

sim 71(81%) 16(67%) 0,5862
Informacéo néo fornecida 9(10%) 4(17%)
Tem tatuagem ou piercing

Néo 69(78%) 17(71%)

Sim 10(11%) 3(12%) 0,6585*
Informacéo néo fornecida 9(10%) 4(17%)
Tem o habito de compartilhar material
pérfuro cortante de uso pessoal

Néo 69(78%) 17(71%)

Sim 10(11%) 3(12%) 0,6585*
Informacgéo néo fornecida 9(10%) 4(17%)
Faz uso de bebidas alcodlicas

Néo 49(56%) 8(33%)

Sim 30(34%) 12(50%) 0,1498*
Informacédo ndo fornecida 9(10%) 4(17%)

“Valor de p.; *Teste Qui-Quadrado (7).
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Prevaléncia do DNA do VHB

Entre as doacdes de sangue estudadas observou-se a presenca do DNA VHB em 04
amostras (4/112 — 3,57%) provenientes da regional Amazonas. A distribuicdo das doacOes
positivas para DNA VHB entre os grupos de estudo e da procedéncia esta apresentada na

Tabela 10.

Tabela 10. Distribuicdo da prevaléncia do DNA VHB nos candidatos & doacdo de sangue oriunda das regionais

de salde estudada e seus respectivos grupos de estudo.

DNA VHB+
fi %
Regionais de Saude A GRUPOS B
(anti-HBc+/anti-HBs+) (anti-HBc+/anti-HBs-)

(n=88) (n=24)

Alto Solimdes 0 0

Amazonas 3 1
Total 3 (4,2%) 1(1,4%)

Associacao do DNA do VHB com os Titulos do anti-HBs

Quanto a associacdo da presenca do DNA VHB com os titulos do anti-HBs nas
amostras reativas para este parametro, das 112 amostras que foram submetidas a PCR, 04
apresentaram positividade, sendo que 03 amostras apresentaram positividade ao anti-HBs (>
100 mUI/mL) e 01 foi negativa ao anti-HBs. Os titulos estdo demonstrados na Tabela 11.
Portanto, a presenca do marcador anti-HBs em titulos elevados néo esta associada a auséncia

de hepatite B oculta (Tabela 11).
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Tabela 11. Associacdo do DNA do VHB com os titulos do marcador anti-HBs nos candidatos a doagéo de

sangue oriunda das regionais de salde estudada e seus respectivos grupos de estudos.

PCR
Positivo Negativo OR (IC 95%) pP*
n=4 n=108
fi % fi %
anti-HBs 0,8118
1,0000
mUl/mL (0,0805-8,179)
Grupo A>100
3(3%) 85(97%)
(n=88) fi %
Grupo B <100
1(4%) 23(96%)

(n=24) fi %

*Teste de Fisher (Vienna, 2012)

Associacdo da carga viral encontrada com o perfil soroldgico para hepatite B dos
doadores de sangue envolvidos e descri¢do dos casos positivos para a presenca do DNA

VHB.

Ao analisar a carga viral verificou-se uma variacdo de 6,5 a 6751 Ul/mL e para o

marcador sorologico anti-HBs a variacdo foi de 33,94 a >1000 mUI/mL.

Quanto as historias de risco, verificou-se que um individuo era doador de primeira vez,
apresentou comportamento sexual de risco, ndo relatou histéria vacinal para hepatite B e

apresentou histérico de uso abusivo de bebida alcodlica.

A analise da carga viral, dos titulos dos marcadores sorologicos e das histdrias de risco

dos quatro doadores com presenca do DNA do VHB esta descritos na Tabela 12.
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Tabela 12. Distribuicao das frequéncias dos dados demogréficos, clinicos, epidemioldgicos e aboratoriais VHB
nos candidatos a doagdo de sangue oriundos das regionais de sadde estudadas com amostras anti-HBc total
positivas, HBsAg negativas e DNA VHB reativos.

DOADORES DNA VHB+

Grupo A Grupo B
Variaveis (anti-HBc+/anti-HBs+) (anti-HBc+/anti-HBs-)
(n=88) (n=24)

1 2 3 4
Municipio Apui Coari Manicoré Humaita
Sexo M* M M M
Idade 37 42 50 63
Primeira doagdo Néo Néo Né&o Sim
Estado civil Mora com alguém Casado Casado Mora com alguém
Trabalha na érea de salde Néo Sim Néo Néo
Recebeu transfusdo sanguinea Néo Néo Né&o Né&o
Teve hepatite Néo Néo Né&o Né&o
Mora com alguém que teve hepatite Né&o N&o Né&o Né&o
Parceiro teve hepatite Néo Néo Néo Ndo sabe
Mée teve hepatite Néao Né&o Sabe Né&o Né&o
Usa medicamentos injetaveis sem Néao Né&o Né&o Né&o
prescricdo médica
Fez cirurgia Né&o Né&o Né&o Sim
Vacinado Sim Sim Sim Ndo Sabe
Tem tatuagem ou piercing Néao Né&o Sim Né&o
Compartilha material pérfuro cortante Né&o Né&o Né&o Sim
Fez acupuntura Né&o Né&o Né&o Né&o
Nos L’J_Itimos 12 meses quantos parceiros - 1 1 3
sexuais
Faz uso de bebidas alcodlicas Néo Néo Né&o Sim
Quantas doses de bebida - - - >3
anti-HBc total reativo (S/CO) 8,19*** 0,080** 6,13*** 4,96***
anti-HBs mUI/mL >1000 >1000 284,09 33,94
DNA VHB: Ul/mL 215 6,5 6751 9,6

*M, masculino; **ELISA; ***Quimioluminescéncia
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Anélise dos gendtipos do VHB

Quatro amostras foram positivas para presenca do DNA HBV pela metodologia de PCR
em tempo real na fase de detecgdo. Todas foram submetidas a realizacdo de diferentes
estratégias metodoldgicas previstas neste estudo para gerar produto adequado para a
genotipagem. No entanto, ndo foi possivel alcangar a amplificacgdo do DNA e

consequentemente descrever os genoétipos das amostras positivas para 0 DNA VHB.
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Para garantir a seguranca transfusional e evitar transmissdo do virus da hepatite B
utiliza-se nos bancos de sangue, além da triagem epidemioldgica, a triagem sorologica
utilizando-se dos marcadores iniciais para investigacao da Hepatite B: HBsAg e anti-HBc. Na
tentativa de deteccdo da infeccdo oculta, alguns servigos de hemoterapia em paises utilizam a
pesquisa do DNA VHB pelo teste NAT. A introducdo destes testes nos bancos de sangue
garantiu a diminuicdo do risco da infeccdo pelo virus B (ALLAIN & CANDOTTI, 2009;

ALLAIN & CANDOTTI, 2011; NIEDERHAUSER, 2011).

No Brasil a triagem soroldgica preconizada pelo Ministério da Salde para prevenir a
infeccdo pelo virus da hepatite B em banco de sangue inclui os testes HBsAg e anti-HBc
(BRASIL, 2010), ficando o NAT (Testes de Deteccdo de Acido Nucléicos) fora do algoritmo
proposto. Sua utilizacdo limita-se a alguns bancos de sangue privados no pais (WENDEL et

al., 2008; ROTH et al., 2012).

No periodo deste estudo 3.600 doacdes foram realizadas no interior do Estado, destas
887 (24,6%) apresentaram algum marcador positivo para VHB distribuidos da seguinte
forma: 8 (0,9%) HBsAg positivo, 799 (95,7%) anti-HBc positivo isolado e 28 (3,3%) HBsAg

e anti-HBc positivo.

A regido Amazbnica é caracterizada como uma das regibes do mundo de maior
ocorréncia de Hepatite B. No interior do Estado do Amazonas existem localidades como taxas
significativamente elevada da doenga. Estudos realizados no Estado do Amazonas
encontraram a prevaléncia para 0 HBsAg na populacdo em geral de 2% a 9%, e para anti-HBc
de 5% a 76% (BRAGA et al., 2005; EL KHOURI et al., 2010). Alguns municipios como
Santo Antbénio do Iga, Eirunepé se destacam com sorologia positiva para o VHB na

investigacdo epidemiologica da populacdo geral em sorologias realizadas no Laboratorio de
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Saude Publica do Estado do Amazonas para fechar os casos suspeitos de hepatite B (dados

n&o publicados).

Neste estudo a prevaléncia do marcador soroldgico anti-HBc total nos doadores de
sangue variou entre 36,6 — 63,4%, nas regionais estudadas. No municipio de Bejamim
Constant na regional de saude Alto Solimdes a prevaléncia do anti-HBc foi de 31,25%,
seguido de Apui 25% na regional Amazonas. Esse resultado ndo difere de outros estudos
realizados no interior do Estado do Amazonas. No municipio de Labrea interior do Estado do
Amazonas um estudo de soro prevaléncia de base populacional foi realizado com o objetivo
de estimar a prevaléncia do VHB e fatores de risco de infecgdo na area rural do municipio,
depois de 19 anos de introducdo da vacina. Metade dos individuos investigados mostrou
reatividade de 52,1% para o anti-HBc total e prevaléncia de 6,2% para 0 HBsAg (BRAGA et
al., 2012). Foi demonstrado que a infec¢do pelo VHB ainda é um importante problema de
salde publica e que a vacinagdo poderia ter tido maior impacto sobre a epidemiologia do

VHB (BRAGA et al., 2012).

A prevaléncia do anti-HBc encontrada neste estudo é alta quando comparada com
outras regides do pais onde a prevaléncia da hepatite B € considerada moderada. Um estudo
multicéntrico em hemocentros demonstrou uma prevaléncia de 2,8% em S&o Paulo, 3,4% em
Belo Horizonte e 4,7% em Recife (ALMEIDA-NETO et al., 2012). Portanto a regido
Amazonica tem caracteristicas epidemioldgicas diferentes quando comparada a outros

Estados.

Os resultados da prevaléncia do anti-HBc no interior do Estado do Amazonas, nao
diferem de outros estudos em regides de alta prevaléncia para hepatite B. Uma pesquisa na
Idonésia demonstrou a prevaléncia de 43,4% para o anti-HBc reativo e HBSAg negativo

(THEDJA et al., 2010). A elevada positividade do anti-HBc deve-se a vérios fatores tais
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como: reacBes sorologicas falso-positivas, periodo da janela imunologica, expressao de
imunidade tardia, infeccdo crbnica, onde a positividade do anti-HBc pode ocorrer
concomitantemente com uma baixa carga viral do VHB, sendo o HBsAg negativo,

caracterizando IOB (ALLAIN & CANDOTTI 2009; NIEDERHAUSER, 2011).

Em regides endémicas, similares a regido Amazonica, como a Asia, na terapia
transfusional a triagem sanguinea pelo anti-HBc geralmente ndo é utilizada, porque a taxa de
positividade é tdo elevada que muitos hemocomponentes seriam descartados, utiliza-se entéo
a estratégia do marcador anti-HBs em altos titulos (acima de 100 mUI/mL) que é indicativo

de imunidade adquirida, como critério de triagem soroldgica (SATOH et al., 2008).

Apesar da presenca do anti-HBs indicar protecdo contra o VHB e este ser utilizado em
algumas regides endémicas como critério para transfusdo do hemocomponente, varios estudos
demonstram que a presenca de titulos elevados deste anticorpo ndo garante auséncia do DNA
VHB (ALLAIN & CANDOTTI, 2009; ROTH et al., 2012). Também ha relatos na literatura
de casos de doadores que apresentaram OB com carga viral variando entre <20 e 500Ul/mL,
porém nao infecciosos (ALLAIN & CANDOTTI, 2009). No nosso estudo trés dos quatro
doadores DNA VHB positivos apresentaram o anti-HBs > 100mUl/mL. Portanto nao

encontramos relacdo entre os titulos de anti-HBs com a carga viral do virus B.

No Japdo hemocomponentes ndo-reativos para HBsAg e DNA HBV, mas reativo para
0 anti-HBc com titulos <1:32 ou anti-HBc com titulos >1:32 com anti-HBs > 200 mUl / ml
sdo considerados adequados para transfusdo, baseados em um estudo da correlagdo entre
titulos do anti-HBc titulos e niveis do DNA VHB em unidades de sangue HBsAg negativo

(TANI et al., 2012).

A presenca dos marcadores anti-HBc e anti-HBs com auséncia do HBsSAg e presenca

de baixa carga viral do VHB, levanta a possibilidade de que a infeccdo oculta € a
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consequéncia de uma série de eventos concomitantes, incluindo a presenca de mutagdes na
regido determinante associada com uma forte reducao na replicacéo viral e expressao do gene.
Como consequéncia as caracteristicas estruturais do virus e a resposta imunoldgica do
individuo mascaram a presenca do HBSAg soro/plasma, comprometendo a seguranca

transfusional (CAPEZZUTO et al., 2010).

Neste estudo foram encontrados 04 casos de hepatite B oculta entre os 112 oriundos
das regionais do Alto Solimbes e Amazonas. Portanto, a prevaléncia encontrada para hepatite

B oculta entre os doadores de sangue oriundos das regionais estudadas foi de 3,57%.

Em Porto Alegre, regido de baixa endemicidade, foi realizado um estudo em doadores
de sangue e a prevaléncia encontrada para hepatite B oculta foi de 3,3% (SILVA et al., 2005).
Outro estudo em doadores de sangue no Nordeste Brasileiro encontrou uma prevaléncia de

2,7% para IOB (ARRAES et al., 2003).

Os resultados aqui apresentados para hepatite B oculta diferem de outras regides
endémicas e assemelham-se a de indices de paises de baixa prevaléncia como na Italia onde
foi descrito ser de 4,8% (MANZINI et al., 2007). Na india um estudo para investigar a
hepatite B oculta de 220 doacGes de sangue com o perfil HBsAg negativo e anti-HBc positivo

foi encontrado 0 DNA VHB em 30% dos doadores (PANIGRAHI et al., 2010).

Em outro estudo também em regido endémica, foi descrito que a presenga do DNA
VHB em unidades de sangue derivadas de amostras anti-HBs positivas (com anti-HBc
positivo/HBsAg negativo) acontece com uma prevaléncia de 1,5% e em amostras anti-HBs
negativas com prevaléncia de 8% (BHATTI et al., 2007). Este procedimento foi utilizado

recentemente em nossa regiao.

O problema da infeccdo oculta pelo VHB é um assunto bastante debatido e varios

relatos de casos de transfusdo associados a infeccdo do VHB sdo encontrados na literatura.
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Em um estudo no Centro de Transfusdo de Sangue da Eslovénia, foi comprovada a
transmissdo do virus da hepatite B por transfusdo sanguinea em duas pacientes recéem-
transfundidas (LEVICNIK-STEZINAR et al., 2008). A transfusdo sanguinea de
hemocomponentes HBsAg negativo com baixa carga viral do VHB (<10 Ul/mL™) pode ser
infeccioso em receptores imunossuprimidos com imunidade deficiente contra a infecgcdo por
VHB (LEUNG, 2010; GERLICH et al., 2010). Outro estudo na Italia demonstrou a presenca
do DNA VHB em um doador ndo imunizado contra o VHB, sem historia de fatores de risco
para infeccdo, com a enzima alanina aminotransferase normal, HBsAg negativo, anti-HBc
reativo, anti-HBs positivo e com histérico de 50 doagGes realizadas (CAPEZZUTO et al.,

2010).

No Brasil ha relato de 10B por hemocomponentes negativos para os marcadores
soroldgicos da hepatite B, porém com o DNA VHB positivo, em dois pacientes
imunodeficientes (WENDEL et al., 2008). Portanto a transfusdo de hemocomponentes
HBsAg negativos e DNA VHB séo considerados infecciosos, sendo sua infectividade muito
debatida, uma vez que mesmo a presenca do anti-HBs pode néo ter efeito quando o individuo
€ expostos a elevada carga viral do VHB (SATAKE et al., 2007). A baixa carga viral no
sangue transfundido e a condi¢do imunossupressora do receptor pode retardar o aparecimento

da 10B (BOUIKE et al., 2010).

Do total de doagdes sanguineas realizadas para este estudo 85% tiveram como doador
0 sexo masculino e 15% do sexo feminino, este fato € uma realidade para a mulher devido a
varios fatores tais como: gravidez, periodo menstrual, amamentacdo. Estes fatores
comprometem a doacdo feminina. Contudo ndo houve significancia estatistica entre o0s
grupos. Na capital Manaus este quadro ja comecou a mudar, no ano de 2011, 77% das
doagdes foram do sexo masculino e 23% do sexo feminino, este fato é atribuido as campanhas

e informacgodes realizadas pelo hemocentro (FHEMOAM, 2011). Os dados encontrados em
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Manaus sdo semelhantes aos que foram encontrados nos hemocentros no Parana/Brasil onde
61% sdo doadores do sexo masculino e 39% feminino (Ramos & Ferraz, 2010). Na Italia em
outro estudo registrou outra realidade onde o percentual de doa¢des masculina foi de 58,3% e

41,7% feminino (MANZINI et al., 2007).

Neste estudo observou-se que entre os quatro doadores de sangue que foram positivos
para o DNA VHB, trés eram imunizados contra o virus da hepatite B e destes nenhum relatou
exposicdo aos fatores de riscos. Porém o quarto doador era primodoador, apresentou
comportamento sexual de risco, ndo relatou histéria vacinal para hepatite B e apresentou
histérico de uso abusivo de bebida alcodlica. Foi observado em um estudo realizado na
Alemanha que individuos vacinados podem resolver o problema para a infec¢do do VHB, mas

também podem desenvolver a infecgdo por I0B (GERLICH et al., 2010).

A vacina contra o virus da hepatite B faz parte do Plano Nacional de Imunizacao
desde setembro de 1998, contempla trés doses para obter uma titulacdo protetora de
anticorpos.  Alguns fatores como tabagismo, obesidade e fatores genéticos ligados a
determinados alétipos de HLA, podem influenciar na resposta adequada ou ndo do sistema

imune do individuo a vacinacdo (GERLICH et al., 2010).

Um dos objetivos deste estudo foi caracterizar os genotipos do VHB em doadores de
sangue do interior do estado do Amazonas. Foram analisadas por nested PCR as 4 amostras
com carga viral detectavel por PCR em tempo real. Para isso foram realizadas trés diferentes
estratégias, que consistiram na amplificacdo de fragmentos de diferentes tamanhos dos genes
S/Polimerase do VHB. Contudo as amostra foram negativas para a técnica por nested PCR.
Vaérios fatores podem ter contribuido para este resultado tais como: baixa carga viral, baixa
qualidade da amostra por perda do DNA viral em virtude das condi¢Ges de transporte e

armazenamento e sensibilidade do neste PCR inferior ao PCR em tempo real.
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Um estudo amplo em mais de 100 milhdes de doacdes testadas para VHB, realizado
em conjunto com 27 paises, por dez anos comprovou a eficacia na implementacéo de triagem
por NAT e demonstrou que a utilizacdo desta metodologia pode evitar a ocorréncia de 10B
entre os doadores assintomaticos, em janela imunoldgica, HBsAg negativo (ROTH et al.,

2012).

No Estado do Amazonas existe uma preocupagdo quanto ao algoritmo estabelecido
pelo Ministério da Salde para hepatite B, por se tratar de uma regido endémica para o VHB.
Sendo necessario avaliar o impacto do algoritmo atual na qualidade dos hemocomponentes e
na manutencdo do estoque de sangue principalmente no interior do Estado, aonde hd um
descarte elevado de unidades de sangue por apresentar o anti-HBc reativo. A elevada
positividade do anti-HBc provoca a necessidade de envio de hemocomponentes da capital

(Manaus) para o interior do Estado.
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Conclusoes
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A maior frequéncia dos doadores de sangue com sorologia reativa para hepatite B
oriundos das regionais Alto Solimdes e Amazonas apresentam o perfil soroldgico anti-HBc e

anti-HBs reativos e ndo sdo doadores de primeira vez.

A prevaléncia de heptatite B oculta em doadores oriundos das regionais de satde Alto

Solimdes e Amazonas é de 3,57%.

A presenca do marcador anti-HBs em titulos elevados (acima de 100 mUI/ml) ndo esta
associada a auséncia da hepatite B oculta em doadores de sangue das regionais de salde Alto

Solimdes e Amazonas.

N&o houve associa¢do entre a carga viral encontrada e o perfil sorologico para hepatite

B dos doadores de sangue DNA VHB positivos.

Né&o foi possivel descrever os genotipos das amostras positivas para 0o DNA VHB.
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Consideracoes Finais
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Este estudo mostra que métodos moleculares mais sensiveis sdo necessarios a fim de
evitar a transmiss@o do virus da hepatite B e garantir maior eficacia da triagem sorologica e
consequentemente qualidade dos hemocomponetes e segurancdo na transfusdo sanguinea. O
diagnostico pelo NAT é importante principalmente nos casos da janela imunoldgica e nas
infeccOes aparentemente resolvidas. Contudo, o Ministério da Salde nao preconiza este teste

nos hemocentros publicos e isto é motivo de preocupacdo na seguranga transfusional.

O risco da IOB ¢ real e pode ser comprovado nos Paises onde a técnica foi implantada
e também através dos dados deste estudo. A ocorréncia de infec¢do oculta pelo virus da
hepatite B em doadores de sangue na regido Amazonica leva ao questionamento do algoritimo
atualmente obedecido. E possivel também estabelecer novas estratégias para contemplar
seguranca transfusional, necessidade de sangue no interior do Estado e descarte de

hemocomponentes.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TITULO DO ESTUDO Deteccdo da hepatite B oculta nas doagdes de sangue do interior do
Estado do Amazonas.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo tem como objetivo promover informagoes
sobre o impacto do uso de novas tecnologias diagnosticas para a selecdo de doadores de
sangue do interior do Estado do Amazonas no que diz respeito a hepatite B, visando melhorar
a qualidade das transfusfes na regido Norte.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera aplicado um questionario contendo perguntas
sobre possiveis comportamentos de exposicdo a infeccdo a hepatite B. Posteriormente sera
coletada amostra de 0,5mL de sangue para analise da presenca do DNA do virus. As analises
serdo realizadas na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas — HEMOAM em
Manaus. Se a sua amostra apos a analise ndo estiver dentro dos critérios exigidos por este
projeto, este documento torna-se invalido.

RISCOS E DESCONFORTOS: Os riscos sdo minimos a participacdo neste estudo. Havera
um desconforto pela picada da agulha para coleta da amostra e a necessidade de responder a
algumas perguntas de histéria de risco para adquirir a infeccao pela hepatite B.

BENEFICIOS: A participacdo neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto e imediato para
o individuo, mas ajudard no conhecimento e na prevencao da hepatite B.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL.: Os individuos participantes deste estudo teréo,
sempre que necessario, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial no
que diz respeito a hepatite B, podendo entrar em contato com as doutoras Katia Torres e
Marcia Poinho (HEMOAM: Tel: (92)3655-0130). Sempre que necessario sera prestada
orientacdo médica adequada ou encaminhamentos necessarios, feitos pela equipe médica da
unidade de satde da sua cidade.

VOLUNTARIEDADE: A participacdo neste estudo é voluntaria. Os participantes deste
estudo podem retirar sua participacdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu
atendimento no servigco de hemoterapia.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais
referentes a participacdo dos individuos neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo
divulgados de forma a declarar a identidade dos participantes, sendo 0s participantes
identificados apenas através de um nimero.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biol6gico coletado (sangue
periférico) sera utilizado para o que se propde neste estudo e serd armazenado para estudos
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posteriores. Os questionarios serdo arquivados sob a guarda do pesquisador principal deste
estudo.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apos ter recebido informacdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

(Assinatura do doador/ Nome completo em letra de forma)

Ndmero da bolsa (macarréo):

(Impresséo

dactiloscépica)
(Assinatura do entrevistador)

Data: / / Nome da Cidade:
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Titulo do projeto: Deteccao da hepatite B oculta nas doacdes de sangue do interior do Estado

do Amazonas.

Cadigo do projeto: (preenchido em Manaus)

1.DADOS PESSOAIS / DEMOGRAFICOS

1.1 Nome completo do doador(a): Tel: ()
Cel: ()
1.2 Data de nascimento: / / Sexo: ( )1.Feminino ( )2.Masculino

1.3 Data da doacéo: / /

1.4 NUmero da bolsa (Macarrdo/da doacéo atual):

1.5 Local da doagdo/Unidade Hemoterapica (especificar a cidade):

2.DADOS EPIDEMIOLOGICOS

2.1 E a sua primeira doag&o? ()Sim ( )N&o
SE NAO, quando foi a Gltima doagdo? / (colocar més/ano) ( )Néo lembra

2.2 Qual é o seu estado civil: ( )Casado  ( )Solteiro ( )Viavo ( )Divorciado
( )N&o casado, mais mora com alguém

2.3 Qual ¢ a sua profissao? (considerar a fungdo que ele exerce atualmente)

2.4 O Sr(a) ja trabalhou na area da satde? ( )Sim ( )N&o=Pule para préxima pergunta
SE SIM, especifique o local: ( )Hospitais

( )Clinicas médicas

( )Unidades de dilise

( )Laboratério

( )Consultério dentério

( )Outros trabalhos na area da satde? (Especifique):

2.5 O Sr(a) ja recebeu transfusdo de sangue? ( )Sim ( )Ndo ( )Né&o lembra
SE SIM, quando foi? / (colocar més/ano)

2.6 O Sr(a) ja teve hepatite? ( )Sim ( )N&o SE SIM, quando foi? / (colocar més/ano)
E qual foi o tipo de Hepatite ( )A ()B ()C () Néo Sabe

2.7 O Sr(a) tem algum familiar com hepatite que mora na mesma casa que vocé? ( )Sim ( )N&o
( )Né&o sabe

2.8 O Sr(a) tem ou ja teve algum parceiro sexual com hepatite? ( )Sim ( )Nd ( )N&o Sabe ( )Se
recusa a responder

2.9 A hepatite pode ser transmitida dos pais para os filhos.
A sua mae tem ou ja teve hepatite? ( )Sim ( )Ndo ( )Naosabe ( )Serecusa aresponder

2.10 O Sr(a) faz ou fez uso de medicamentos injetaveis sem solicitagdo médica?
( )Sim ( )N& ( )N&osabe ( )Serecusaa responder

2.11 O Sr(a) ja fez cirurgia alguma vez na vida? ( )Sim ( )Né&o
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SE SIM, quando foi? / (colocar més /ano)  E qual foi o tipo de cirurgia?

2.12 O Sr(a) ja foi vacinado contra a hepatite B? ( )Sim ( )Nao ( )Nao sabe
SE SIM, apresentou a carteira de vacinacdo? ( )Sim ( )Néao

2.13 O Sr(a) possui tatuagem ou piercing? ( )Sim ( )N&o
SE SIM, quando fez a tltima? / (colocar més/ano)  ( )Né&o lembra

2.14 O Sr(a) tem o habito de compartilhar material pérfuro cortante de uso pessoal? Ex: laminas de barbear,
alicates de unha, pincas, materiais de rituais... ( )Sim ( )Néo

2.15 O Sr(a) utiliza ou utilizou tratamento por acupuntura nos Ultimos 12 meses? ( )Sim ( )N&o
SE SIM, o Sr(a) usou agulhas descartaveis? ( )Sim ( )Ndo ( )Né&o sabe

2.16 Nos ultimos 12 meses quantos parceiros sexuais o Sr(a) teve? (colocar nimero de parceiros)
(' )Se recusa a responder

2.17 “E comum as pessoas ingerirem bebidas alcodlicas”.
O Sr(a) costuma fazer uso de bebidas alcodlicas? ( )Sim ( )N&o

2.18 Nas ultimas semanas, em quais dias o Sr(a) bebeu?
()Seg ()Ter ()Qua ( )Qui ( )Sex ( )S&b ( )Dom

2.19 Quando o Sr(a) ingere bebidas alcodlicas, em média, quantas doses o Sr(a) costuma beber?
( )ldose ( )2doses ( )3 doses ou mais

Comentarios:

Responsavel pela

entrevista;

(colocar 0 nome completo em letra de forma)

Data: / /
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Detecgdo da hepatite B oculta nas doagdes de sangue do interior do Estado do Amazonas.

Responséaveis: Marcia Poinho, Helaine Virgolino, Ménica Moresco,Christiane Usui, Katia Torres

NO

NOME

DAT. NASC.

N° BOLSA

LOCAL

TCLE

QUEST.

DAT. ROTINA

M

T

N° ROTINA

SOROLOGIA

DO

CUTTOF

RESUT.

Obs.

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs

HBc

a-HBs
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APENDICE D

FLUXOGRAMA METODOLOGICO

[ Doadores do Interior/AM ]

[ TCLE ]

[ Aceita ]
N&o aceita ] |

[ Entrevista ]

[ Sala de coleta (5mL) ]

[
[ Repasse do material ao HEMOAM ]

[ anti-HBc total reativo ]

[ anti-HBs quoratéri(_) Manuel Bastos
| Lira/Prefeitura de Manaus

Grupo A Grupo B
Presenca de a-HBs Auséncia de a-HBs
PCR Fundag&o Pré-sangue/Hemocentro de

Sao Paulo/SP

Laboratorio de Gastroenterologia e
Hepatologia Tropical do Instituto de
Medicina Tronical da LJSP

Genotipagem

Analise dos Resultados

Y ) S

TCLE — Termo de Consentimento Lire e Esclarecido
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Fundagéo

de Hemalologia

e Hemoterapia

do Amazoncs
HEMOAM
GOVERNOQ CC ESTADO
00 AMAZCHAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
CAAE- 09:4.0.112.000-09 - VERSAO 002/09

I. Identificacdo
Titulo: Prevaléncia do virus da Hepatite B em doadores de sangue do interior Estado do
Amazonas e sua relevancia nas estratégias de triagem de doadores de sangue em éreas
endémicas.
Institui¢io: Fundagdo de Hemaiologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM)
Pesquisador responsdvel: Marcia Poinho Encarna¢io de Morais
Data de Reapresenta¢iio ao CEP: 17/11/2009
Documentos Encaminhados: Folha de Rosto, Projeto, Curriculo do pesquisador
principal, Curriculuns dos técriic os envolvidos no Projeto, TCLE.

11. Objetivos
Geral:
Analisar na populagdo de doadores de sangue do interior do estado do Amazonas, a
associagdo da presenca do marcador anti-HBs (em bolsas de sangue anti-HBc reativas e
HBsAg negativas) com a presensa do DNA do virus da hepatite B.
Especificos:
* Analisar a prevaléncia ¢2 DNA do virus da hepatite B em doadores de sangue do
interior do estado do Amazonas anti-HBc reativos e HBsAg negativos;
e Analisar a correlagiio ertre a presenga de DNA do virus da hepatite B com os
titulos do anti-HBs nas 2mostrus reativas para este pardmetro;
o Verificar os fatores de risco relacionados a infecgdo pelo virus da hepatite B na
populagdo de doadores de sangue no interior do estado do Amazonas;
e Analisur os critérios de triagem sorologica para hepatite B para doadores de
sangus lo interior do c3tado do Amazoras parz subsidiar as adogdes de novas
politicas neste processo =m dreas endiémicas.

IIT. Sumairic do projeto
Descricio e caracteriza¢io dz amostra:
Trata-se de um estude observa:ional. transversal n2ra determinar a associagdo entre a
presen¢a do marcador art-HE: em amostras de doadores de sangue anti-HBc reativo e
HBsAg negativos com a presen¢a do DNA do virus da hepatite B no estado do
Amazonas. Se-o analisados 1646 doadores de sangue do interior do estado do Amazonas
divididos em dois(2) grupes® 1411 doadores do grupo A = anti-HBs reativo

FJNDACAD DE HEMA "OLCGIA E HEMOTERAPIA DO AMAZONAS — HEMOAM
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AY. CONSTANTINO NERY, 4397 — CHAPADA ~ CEP 63050-002 - MANAUS/AMAZONAS
FUNE (92) 3655-0113 FAX (92) 3555-0112
“.rnil: cen_hemoam@hotmail.com
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(antiHBe+/HEsAg-) e 235 doadores do grupo B = anti-Hbs negativo (anti-
HBc+/HBsAg-) que permitiré 30% de poder para detectar 3,5% de diferenca entre a
prevaléncia da presenga do DI\t do HBV entre os grupos assumindo se de 2% no grupo
A, utilizando testes estatisticcs bidirecional com nivel de significincia de 0,05 e
utilizando o tesie qui-quadradc. O projeto utilizou 5% de margem no guantitativo do
célculo amostizi levando em consideragdo a possibilidade de dificuldades no processo de
recrutamento «os doadores de :ungue selecionados.

Critérios de {nclusdo: Doadores de sangue total dos municipios do interior do estado do
Amazonas com: seguinte pacrio de marcadores para hetatite B: anti-HBc reativo e
HBsAg negativo.Ambos os génzros.

Critérios de Exclusio:Doad>res de sangue que apresentem diferentes padrdes aos
marcadores da hepatite B (H2sAg reativo ou padrio indeterminado para qualquer
marcador: Hb=Ag, anti-Hbc on ¢ nti-HBs).

IV. Comentarins do CEP frenve a Resolucio CNS 196/96 e Complementares

As adequagde: sugeridas na prmeira andlise do projeto foram perfeitamente atendidas
pelas pesquisacoras. O projetc < pesquisa € de relevancia clinica e importancia social e
cientifica que conduzira a tomada de decisdes na melhoria da saude e bem estar da
populag¢do gerando informagées importantes e que trardo subsidios para uma melhor
estrutura¢do no campo da hemcterapia.

V. Parecer ¢o CEP: Prajeto /sprovado. Contorme determinado pela resolugdo CNS
196/96 os peuquisadorss deveric apresentar a este CEP relatdrios parcial e/ou final,
ficando determinade desde enio, o prazo para anresentagdo de relatorio: 24/05/2010.
Eventuais mciificagdes ou e 2ndas ao protocolo devem se apresentadas ao CEP de
forma clara ¢ sucinta, identircendo a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. 7 termo de Conv :ntimento deverd ser aplicado em duas vias sendo que
uma delas ficii tom o vujeito ca pesquisa.

Data Parecer: 25/1 /2006 \i (‘"
Sy )
JTSIANE DA SILVAINEVES
Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
{a Fuadaggo HEMOAM -

TUNDACAO TE HEMA "DLOGIA E HEMOTERARIA DO AMAZONAS — HEMOAM
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AY. ZONSTANTINO NER™. 4397 — CHAPADA - CEP 63050-C02 — MANAUS/AMAZCONAS
BB 192) 3655-0113 FAX (92) 3655-0112
“-mail: cep_hemoam@hotmail.com
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