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RESUMO

Introduc¢ao/Objetivos: A hepatite B ¢ uma das principais patologias mundiais, sendo um
desafio a saude tanto na Amazdnia quanto globalemente, afetando cerca de 2 bilhdes de
pessoas incluindo milhares de casos de infecg¢do cronica pelo virus da hepatite B (HBV). O
diagnédstico da infec¢do pelo HBV ¢ baseado na positividade do antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAg). Contudo existem relatos de persisténcia viral identificada por
DNA-HBV em pacientes HBsAg negativos, o que caracteriza a hepatite B oculta (HBO).
Estes casos apresentam baixa replicacao viral que pode estar associada a positividade para
anti-HBc e ou anti-HBs. A HBO hepatite B pode significar importante problema de satde
pubica em areas endémicas uma vez que tem sido evolvida na transmissdo transfusional do
HBV, ou transmissao por transplante de figado por doadores de sangue/6rgaos assintomaticos
e aparentemente saudaveis. Politicas de seguranca transfusional, como a implementagdo do
NAT (nucleic acid test) para HIV e HCV E HBV, vem sendo adotadas nos hemocentros em
todo o mundo, principalmente em regides de alta endemicidade como na regido da Amazonia
Brasileira. O presente estudo teve como objetivo determinar a freqiiéncia de HBO em um
subgrupo de doadores de sangue HBsAg negativos do hemocentro (Fundacao de Hematologia
e Hemoterapia do Amazonas/ FHEMOAM) e em subgrupo de individuos HBsAg negativos
que participaram de estudo de prevaléncia para HBV em moradores de Eirunepe, area de alta
prevaléncia para HBV no Amazonas. Métodos/Resultados: Foram investigados 294 doadores
de sangue (HBsAg negativo e anti-HBc +) da FHEMOAM e 288 individuos (HBsAg negativo
e anti-HBc + associado a anti-HBs ou ndo) do municipio de Eirunepé/AM. Todas as amostras
foram submetidas a métodos moleculares para detec¢do e quantificagio do DNA-HBV
testando-se inicialmente pools de amostras por PCR em tempo real para pelo menos duas
regides do genoma (gene X e gene S). Os pools positivos (9 pools no groupo FHEMOAM e
25n0 grupo de Eirunepé/AM) foram desmembrados e as amostras do pool foram retestadas
individualmente por qRT-PCR. No grupo de doadores de sangue da FHEMOAM 1,0%
(3/294) foi considerado DNA-HBYV positivo, sendo 2 individuos do género feminino ¢ 1 do
género masculino com 21, 42 e 31anos de idade respectivamente. Quanto a classificagdo do
tipo de doadores 83,3% eram doadores de primeira vez e 16,7% eram doadores de repeticdo.A
presenga de DNA-HBV nos individuos de Eirunepé/AM foi de 3,1% (9/288) sendo 6
individuos do género feminino e 3 do género masculinocom idades entre 27 e 64 anos. Dentre
os 9 casos de HBO, 2 eram anti-HBc isolado e 7 tinham anti-HBs associado (acima de 100
mUI/ml). Conclusao: Este estudo evidenciou baixa prevaléncia de HBO em subgrupo de
doadores de sangue da FHEMOAM e em um grupo de moradores de Eirunepé/Amazonas
com HBsAg negativo. Embora baixa, esta prevaléncia indica que transmissao por HBO pode
ocorrer na FHEMOAM. Estes resultados destacam a importincia da implementacdo de
métodos mais sensiveis para deteccdo da infec¢do pelo HBV, como a triagem molecular(
NAT), implantado em 2014, representando uma ferramenta importante para ampliar a
seguranga transfusional na FHEMOAM, tanto na triagem de doadores de areas endémicas da
capital e do interior do estado do amazonas.

Palavras-Chave: Hepatite B oculta, DNA-HBV, prevaléncia, doadores de sangue,
Amazonia Brasileira
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ABSTRACT

Hepatitis B is considered one of the main infectious diseases worldwide representing an
important public health challenge affecting around 2 billion people, many of them with
chronic infection with hepatitis B virus ( HBV). The diagnosis of HBV is based on the
positivity to the surface antigen of HBV (HBsAg). However, viral persistence identified by
HBV-DNA has been described in HBsAg negative individuals, defining the occult hepatitis B
infection (OHB). Occult hepatitis B is almost always associated with anti-HBc and or anti-
HBs positivity, as well as low-level viral replication. OHB can represent and important public
health problem in endemic areas as it can be involved in HBV transmission by blood or organ
transplants by assymptomatic, apparently healthy donors. Improved tests such as the
implementation of NAT (nucleic acid tests) for HIV and HCV have been adopted by
hemocenters worldwide, especially in highly endemic areas as the Brazilian Amazon region.
This study evaluated the prevalence of OHB in subgroups of HBsAg negative donors from a
reference public health blood bank in the Amazon (Fundacao de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas/FHEMOAM) and among a group of HBsAg negative individuals that
participated in a HBV prevalence study in a highly endemic municipality in the Amazonas
State/Eirunepé city. Methods/Results: Among 1.494 HBsAg negative blood donors from
FHEMOAM and among 288 individuals from Eirunepe HBsAg negative and anti-HBc/anti-
HBs positive or negative, pools were tested for the presence of DNA-HBV by real time PCR
(qRT PCR) using primers for two genomic regions (gene X and gene S). For the pools which
were positive for HBV-DNA (9 in the FHEMAOM group and 25 among Eirunepe
participants), individual samples were re-tested for the presence of HBV-DNA by RT-PCR.
Among the subgroup of donors from FHEMOAM 1,0% (3/294) was considered DNA-HBV
positive, including 2 females and 1 male, 21, 42 and 31 years old respectively. Among these
83,3 were a first time donor and 16,7 were repeat donor. The rate of OBV in participants from
Eirunepe was 3,1% (9/288): six females, 3 males, ages ranging from 27 to 64. Among these
9 OHB cases from Eirunepe, 2 were anti-HBc positives, 7 were associated with anti-HBs
(above 100 mUI/ml). Conclusion: This study showed low prevalence of OBV in groups of
HBsAg negative donors from FHEMOAM and moderate prevalence in participants from
Eirunepe/Amazonas. Despite low rates of OBV infection identified, this study indicates that
transmission by OHB can occur. These results highlight the importance of more sensitive tests
to detect HBV infection, such as NAT which was implemented in 2014 representing an
important tool to improve transfusional safety at FHEMOAM among donors from highly
endemic areas including the capital and from inland Amazonas State.

Keywords: occult Hepatitis B, HBV-DNA, prevalence, blood donors, Amazon,
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1. INTRODUCAO

1.1. Hepatite B

A infecgdo pelo virus da hepatite B (HBV) ¢ um grave problema de saude global,
sendo a décima causa de 6bito no mundo (). De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), cerca de 2 bilhdes de pessoas estdo infectadas em todo o mundo e 350 milhdes
sofrem de infecgdo cronica pelo HBV. Dentre estes, em torno de 65 milhdes vivem na Africa
@ ¢ cerca de 20-30 milhdes na Asia G- 4 estimando-se ser causa de morte de cerca de 600 mil

pessoas ),

A distribuicdo mundial de infec¢do pelo HBV ¢ bastante heterogénea, apresentando
diferentes taxas de prevaléncia em todo o mundo. Taxas de prevaléncia do antigeno de
superficie do HBV (HBsAg) superiores a 8% sdo consideradas altas enquanto taxas entre 2 a
7% sdo consideradas média ou intermedidria e taxas abaixo de 2% indicam baixa

endemicidade (Figura 1) ©).

Prevaléncia do HBsAg

B 8% =Alta
B 2%-7% = Intermedidria © g
[ <29 = Baixa

Figura 1: Distribuicdo Mundial do HBV, adaptado.
Fonte: http://www.cdc.gov/hepatitis/hbv/pdfs/hbv_figure3map 08-27-08.pdf
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Altas taxas de prevaléncia tém sido descritas no Sudeste da Asia, Africa, Tlhas do
Pacifico, na regido Amazonica, ¢ no Alaska. Nessas dareas, o virus ¢é transmitido
principalmente por via perinatal, da mae para o feto, na gravidez, durante ou apds o parto.
Taxas de prevaléncia intermedidrias sdo observadas no Leste Europeu, Asia Central, Japao,
Israel e na América do Sul, e a via de transmissdo predominante nestas areas ¢ a horizontal. A
América do Norte, Europa Ocidental, Australia e Sul da América Latina sdo areas de baixa
endemicidade e as rotas de transmissao do HBV sdo por via sexual e parenteral entre usudrios

de drogas injetaveis 7> ®-

No Brasil observam-se trés padrdes de distribuicdo da hepatite B: areas de alta
endemicidade como na regido Amazodnica @ !9, Sul do Espirito Santo, oeste do Estado do
Paranid e Santa Catarina; endemicidade intermediaria na regido Nordeste, Centro-Oeste e

Suldeste; baixa endemicidade na regido Sul do Pais (D,

O HBYV pode induzir alteragdes hepaticas variando de infecgdes agudas e cronicas,
cirrose hepatica e carcinoma hepatocelular (CHC). Embora a maioria dos pacientes com
infeccdo pelo HBV ndo apresentem complicacdes hepaticas, existe a possibilidade da

infec¢do evoluir para uma doenga grave (12,

A histéria natural da infeccdo pelo HBV depende da idade em que ela se instala e
principalmente da interacdo hospedeiro-virus. A infec¢do perinatal tem curso silencioso e
raramente induz doenca aguda, assim neonatos e criangas apresentam maior risco de
desenvolver hepatite B cronica quando comparados com adultos, bem como maior risco de

evoluir para cirrose e CHC (314,

A infec¢ao pelo HBV apos a vida adulta, em individuos com sistema imune integro
estd associada na maioria dos casos ao desenvolvimento de uma hepatite aguda assintomatica
leve, que evolui para cura espontanea e eliminagdo do HBsAg. A intensidade da resposta
imune tanto humoral e celular ¢ crucial para eliminar o virus e para a cura da infec¢cdo aguda,
mas isto pode causar dano hepatico ('. A historia natural da infec¢do cronica é altamente

heterogénia e o sistema imunoldgico tem um papel fundamental no seu curso e prognostico.

Estima-se que mais de um terco da populagdo mundial ja foi exposta ao virus e ¢

possivel que esses individuos carreiem o virus sem saber. No curso da infecgdo cronica pode
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ocorrer a perda do HBsAg e persisténcia do DNA do HBV, o qual caracteriza uma “ infec¢ao

oculta pelo virus da hepatite B” ou OBI (Occult Hepatitis B virus Infection) 19,

1.2. O Virus da Hepatite B

O virus da hepatite B pertence a familia Hepadnaviridae, género Orthohepadnavirus e
os virus desta familia compartilham caracteristicas comuns, tais como, tropismo pelas células
hepaticas, tamanho, ultraestrutura do virion, organizacdo da molécula de DNA e um
mecanismo exclusivo de replicacdo por transcri¢do reversa. Os outros membros do género,

Orthohepadnavirus infectam mamiferos e Avihepadnavirus infectam aves (713,

O HBYV produz diferentes tipos de particulas virais apresentando um mecanismo unico
entre os virus que infectam o homem. No soro de individuos infectados podem ser
visualizados trés tipos de particulas morfologicamente diferentes: uma particula infecciosa
esférica, chamada de particula de Dane, com 42nm a 47nm de diametro (virion), formada por
moléculas lipidicas e proteinas, derivadas do hospedeiro. No interior do envelope encontra-se
uma particula central, o core (HBc) e a DNA polimerase responsavel pela replicagdo do virus
(Figura 2). O HBV também gera particulas subvirais esféricas e filamentosas (Figura 3), de

aproximadamente 22nm, ndo infecciosas, sendo compostas apenas por proteinas de superficie
19)

- Proteina S do antigeno de superficie
Proteina M do antigeno de superficie (S+pré-S2)

s>~ Proteina L do antigeno de superficie
(S+pré-S2 + pré-Si)

DNA

DNA Polimerase (P)

Figura 2: Estrutura do HBV, adaptado James A.Perkin,2002.
Fonte: http://people.rit.edu/japfaa
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Figura 3: Virions completos e particulas filamentosas e esféricas .
Fonte: Moreno D. et al., 200419

O genoma do HBV ¢ composto por uma molécula de DNA circular, parcialmente
dupla fita, com aproximadamente 3.200 nucelotideos, caracterizando um dos menores
genomas virais que infecta o homem. Apresenta uma fita longa ou (negativa) e uma fita curta
ou (positiva). A fita negativa é complementar aos RNAs virais, apresentando uma unica e
pequena regido aberta na extremidade 5’ da fita positiva. Ja na fita positiva, a posicdo da
extremidade 5’ terminal ¢ fixa, enquanto a posicdo da extremidade 3’ terminal & variavel.
Desta forma, o comprimento da fita positiva € variavel, correspondendo entre 50 % a 90% do
comprimento da fita negativa. Quando as duas cadeias se sobrepoem, a molécula adquire uma
forma circular. Proxima as extremidades 5° de ambas as fitas, hd duas pequenas seqiiéncias de
11 nucleotideos, que sdo diretamente repetidas e chamadas “direct repeats” (DR1 e DR2)

sendo importantes para a inicializa¢do da replicacdo do HBV (18,2021,

O genoma do HBV ¢ totalmente codificado pela fita longa, que apresenta quatro
regides de leitura aberta designadas (ORFs) de pré-S/S, pré-C/C, P e X. Todos os genes do
virus estdo intimamente ligados, através de um engenhoso sistema que sobrepoe as regides de
leitura aberta, fazendo com que o HBV possa produzir aproximadamente 50% mais proteinas
do que o esperado para o tamanho do seu genoma ??. O gene pré-S/S codifica as proteinas do
envelope viral do antigeno HBsAg; o gene C (pré-C/C) ¢é responsavel pela sintese do antigeno
HBcAg e do antigeno e (HBeAg), o gene P codifica a polimerase viral; a regido X sintetiza

uma proteina regulatoria, chamada de proteina X (HBxAg) (Figura 4) (%),
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Figura 4: Modelo da organizacdo do genoma do HBV
Fonte: Gomes S.A., 2002 20,

A primeira regido de leitura aberta ¢ a regido pré-S/S que inclui as regides pré-S1, pré-
S2 e S que codificam glicoproteinas do envelope viral. Esse envelope ¢ composto por trés
proteinas do HBsAg, onde a proteina de maior tamanho, L “large” (400 aa) ¢ codificada no
inicio da regido pré-S1 sendo composta pelas regides pré-S1, pré-S2 e S. A proteina M
“middle” (281 aa) é codificada pelas regides pré-S2 e S, enquanto que a proteina de menor
tamanho, S “small” (226 aa) ¢ sintetizada na regido S (!> 3:23- A proteina S, conhecida como
HBsAg, ¢ a mais abundante, com 24 kD, sendo capaz de induzir resposta imunologica
protetora (anti-HBs) contra 0 HBV e ¢ o antigeno utilizado na formulagdo de vacinas (31929,
A proteina L. em contraste a proteina M, é essencial para a ligacdo do HBV aos receptores
especificos dos hepatocitos. A proteina M também atua como elemento de ligacdo para a

adsor¢do do HBV @4,

A segunda fase de leitura aberta ¢ a regido pré-C/C (pré-core e core), que codifica os
antigenos do nucleocapsideo viral que ddo origem a duas proteinas com especificidades
distintas: o antigeno e (HBeAg) e a proteina do core (HBcAg) traduzidos na regido pré-C. O

HBeAg ¢ secretado na circulagdo sanguinea, ligado a proteinas do soro ¢ 0 HBcAg ¢ celular
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24, Quando ocorre infecgdo natural pelo HBV essas duas proteinas induzem a producdo de
anticorpos anti-HBe e anti-HBc, mas parecem ser reguladas de forma independente 3. De
acordo com Milich et al. (1986) o HBcAg pode comportar-se como um antigeno independente
de células T enquanto que o HBeAg ¢é estritamente dependente de células T @9, O HBcAg
induz preferencialmente respostas de células T Helper 1 (Thl) e o HBeAg induz ativagdo de

células Tho/Thy 27, e ambos diferem quanto a células apresentadoras de antigeno @%).

O gene P representa a terceira regido de leitura aberta compondo 80% do genoma do
HBYV por sobrepor todos os outros genes. O gene P codifica uma enzima com atividade de
DNA polimerase/transcriptase reversa ¢ RNAse H. Do ponto de vista estrutural, a proteina P
apresenta 4 dominios: o dominio aminoterminal, que atua como uma primase (¢ necessario
para a sintese da fita negativa do DNA a partir do RNA pré-gendmico (pg-RNA), uma regido
chamada de “espagadora” sem fun¢ao aparente, o dominio polimerase ¢ o dominio C-terminal
que exibe atividade de RNAse H (responsavel pela degradacdo do RNA durante a transcrigao

reversa) (2%:30),

O gene X representa a quarta regido aberta de leitura, responsavel pela sintese da
proteina HBxAg de 154 aminodcidos. Acredita-se que a proteina HBx desempenhe um papel
central na regulagdo do HBV, atuando na patogénese e apresentando varias fungdes virais e
celulares, embora o seu papel na replicacdo do virus e na patogénese em individuos infectados

ainda ndo tenha sido esclarecido ¢!-32),

1.3. Replicacio do HBV

O ciclo de replicagdo do HBV inicia-se com a adsor¢do do virus mediante a ligacao
deste com o hepatdcito do hospedeiro, interagdo esta mediada pela glicoproteina de superficie
pré-S1. Dentro do hepatdcito, ocorre a fusdo da particula viral com a membrana celular e no
citoplasma o genoma ¢ liberado, dirigindo-se até o nucleo. Dentro do nticleo o DNA ¢
reparado e se completa. O DNA viral ¢ convertido numa fita circular fechada de DNA com
ligacdes covalentes (cccDNA) pela DNA polimerase, havendo a remocao da proteina terminal

e do oligorribonucleotideo das extremidades 5° de ambas as fitas.

O genoma do HBV ¢ transcrito pela RNA polimerase II a partir da forma cccDNA em
RNA gendmicos e subgendmicos. O RNA mensageiro (mRNA) tem o papel de ir ao
citoplasma onde sera traduzido para gerar a DNA polimerase, o HBcAg e o HBeAg. O RNA

pré-gendmico tem a fungdo de sintetizar o genoma viral. Este por sua vez sera encapsidado
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dentro das particulas do core, que ¢ desencadeado pela ligagdo da polimerase viral a estrutura
da extremidade 5°. A polimerase do HBV inicia a transcri¢ao reversa para conversdao em fita

negativa do DNA ©3),

Apds a conversdao, forma-se um RNA intermediario, que fica no interior do virus
imaturo, representando o molde para a sintese da fita negativa do DNA. A polimerase viral
entdo estende a fita positiva do DNA, onde a RNAse H degrada o RNA mas nao por completo
deixando uma pequena sequéncia de RNA na extremidade 5°. O oligorribonucleotideo
terminal (que inclui a sequéncia DR1) anela-se a regido DR2 da extremidade 5° do DNA de
fita negativa. Este oligdmero ¢ entdo utilizado como um iniciador da fita positiva do DNA. A
sintese da fita positiva € entdo iniciada e as particulas do core, contendo DNA viral, s3o entao
envolvidas por HBsAg e secretadas para fora do hepatdcito ou transportadas para o ntcleo,

completando a sintese da cadeia positiva e se forma novamente o cccDNA (Figura 5) 33-39,

Figura 5: Ciclo replicativo do HBV
Fonte: Ganem & Prince, 2004 3 - Figura adaptada para o portugués.

1.4. Genétipos, Subgendtipos e Subtipos

A heterogeneidade dos genotipos do virus da hepatite B parece estar relacionada com
diferengas na evolugdo clinica da infecg¢@o e na resposta ao tratamento antiviral. A descoberta

de variantes do HBV mediante o uso de técnicas de biologia molecular levou ao
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conhecimento da variabilidade do HBV que foi relacionada ao HBsAg possibilitando a

classificagdo das variantes antigénicas do HBV ©6:37),

O antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) apresenta um epitopo
neutralizante, chamado de “determiante” «, localizado entre os aminoacidos 124-147 da
regido S, contra o qual a maioria dos anticorpos neutralizantes sdo dirigidos ®®. Existem
ainda mais dois HBsAg determitantes que sdo d/Y e w/r, formando assim quatro subtipos

principais: adw, adr, ayw, ayr 9,

Em 1988, Okamoto e colaboradores analisaram uma sequéncia nucleotidica de 18
cepas do HBV que foram agrupadas em quatro grupos de A — D e apresentaram uma
divergéncia de 8% no genoma completo 4. Este grau de divergéncia se tornou critério de
definicdo para os genétipos. Atualmente o HBV ¢ classificado em 10 gendtipos (A — J) de
acordo com a diferenca na sequéncia nucleotidica % 4. Os genétipos ainda podem ser

separados em subgenoétipos se a divergéncia na sequéncia nucleotidica estiver entre 4% e 8%

(42-44)

No Brasil, devido a miscigenacdo de sua populagdo sdo encontrados diferentes
genoétipos em diferentes regides do pais e os gendtipos A, B, C, D e F s3o os mais prevalentes
entre os portadores de HBV Gl 49 ¢ o gendtipo A é o mais comum em todo o territério

nacional “©),

Em um estudo realizado por Nabuco e colaboradores (2012) no Rio de Janeiro em
portadores cronicos do HBV foram encontrados os genotipos A (68%), seguidos pelos
gendtipos F, D, B e C “7, Na cidade de Sdo Paulo o gendtipo mais frequente segundo Haddad
etal. (2010) é o D, seguido dos genotipos A e F@®),

Na Amazonia Brasileira, estudos de genotipagem indicam que o gendtipo A ¢ o mais
frequente na regido, seguido dos genotipos D e F (46 4959 Porém, estudos realizados em
comunidades ribeirinhas, encontraram uma prevaléncia maior do gendtipo F ©! 32 Em
pacientes HBV co-infectados com o virus da hepatite D/VHD observou-se maior prevaléncia

do genotipo F quando comparados com os monoinfectados HBV como relatado por Kiesslich
et al. (2009) 3.

1.5. Diagnéstico Laboratorial
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Os métodos laboratoriais para deteccdo do HBV incluem testes bioquimicos,

imunolégicos e moleculares.

O diagnostico bioquimico inclui as dosagens das aminotransferases (ALT - Alanina
aminotransferase/AST — Aspartato aminotransferase) para avaliar a fungdo dos hepatdcitos.
Os niveis de AST e ALT aumentam no soro durante os episoédios de lesdo e necrose

hepatocelular em decorréncia da infec¢do viral 9.

Os testes sorologicos sao utilizados para distinguir, infec¢des auto-limitadas agudas de
infecgdes cronicas por HBV e monitorar a imunidade induzida pela vacina. Os antigenos e
anticorpos aparecem e desaparecem do soro, de acordo com a fase evolutiva da infecgdo e

podem ser correlacionados, com a ocorréncia de ictericia e com as elevagdes e decréscimos

das dosagens de ALT e AST (19-34-56),

O HBsAg ¢ o primeiro marcador sorologico que aparece no curso da infec¢do pelo
HBYV ¢ o principal marcador utilizado em testes de triagem de doadores de sangue, sendo
detectado em média 60 dias apds a infeccao. HBsAg geralmente torna-se indetectavel apos
quatro a seis meses em pacientes que se recuperam de hepatite B. A persisténcia do HBsAg
por mais de seis meses indica infec¢do cronica. Quando a concentracdo HBsAg se apresenta
em niveis circulantes abaixo de 10® particulas/ml os testes imunoldgicos podem ndo detecta-
la. O desaparecimento do HBsAg ¢ frequente, mas ndo é sempre seguido pelo aparecimento
do anti-HBs. O intervalo entre a eliminacdo do virus e o aparecimento do anticorpo pode levar

de semanas a alguns anos ©%37)

O anticorpo contra o antigeno de superficie do HBV (anti-HBs) ¢ o tinico anticorpo
que confere imunidade ao HBV, estando presente isoladamente em pessoas vacinadas.
Persiste em cerca de 80% dos casos resolvidos espontaneamente e se dirige principalmente
contra o determinante “a” do antigeno, conferindo imunidade duradoura contra os diversos

subtipos por ser um anticorpo neutralizante ©>37)

O antigeno “e” do HBV (HBeAg) é uma proteina secretora que se apresenta em
concomitdncia com o HBsAg sendo considerado como um marcador de replicacdo e
infecciosidade viral. Pode ser encontrado em uma pequena parcela dos doadores de sangue. A
soroconversado do HBeAg para anti-HBe ocorre no inicio da infeccdo aguda, antes da

soroconversao do HBsAg para anti-HBs, estando associada a uma diminui¢do do DNA-HBV
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no soro e remissao da doenga hepatica. No entanto, a soroconversio do HBeAg pode ser
adiada por anos a décadas em individuos com infeccdo cronica pelo HBV, estando associada a

detec¢do de niveis elevados de DNA-HBYV no soro e a doenga hepatica %),

O anticorpo contra o antigeno “e” do HBV (anti-HBe) indica evolugo para cura, com

interrup¢do da replicagdo viral nas infecgdes por virus selvagens %),

O antigeno “core” do HBV (HBcAg) ¢ um antigeno intracelular, insoluvel, que nio
pode ser detectado no soro e se apresenta no nucleo dos hepatocitos cronicamente infectados,

sendo um indicador de replicagio viral ¥,

O anticorpo contra o antigeno “core” do HBV (anti-HBc), surge apos trés a cinco
semanas do aparecimento do HBsAg e pode ser o tnico anticorpo detectavel na fase aguda da

infeccdo sendo predominantemente IgM e anticorpos da classe IgG persistem por toda a vida
(56)

Em alguns individuos infectados pelo HBV o anti-HBc pode ser o unico marcador
presente e estes casos sdo designados de anti-HBc “isolados”. A deteccdo isolada do anti-HBc
pode ser caracterizada por trés circunstancias: durante o periodo de janela imunoldgica de
hepatite B aguda, quando o anti-HBc ¢ predominantemente IgM; muitos anos apds a
recuperagdo da hepatite B aguda, quando o anti-HBs baixa para niveis indetectaveis e depois
de muitos anos de infec¢do cronica pelo HBV, quando o titulo do HBsAg diminui para

valores inferiores aos niveis de detecgio %39,

Os testes moleculares permitem a pesquisa quantitativa e qualitativa do DNA-HBV no
soro ou no plasma, possibilitam a amplificacdo do genoma viral e contribuem significamente

para o diagnodstico quando associado as analises soroldgicas e imunologicas tradicionais ¢,

Atualmente os ensaios disponiveis para a deteccdo de DNA do HBV estido baseados
principalmente na metodologia da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQRT-
PCR), apresentando uma notéavel sensibilidade para quantifica¢do viral em diferentes formas
evolutivas da doenga e podem identificar mutagdes no genoma viral e ser usados para
genotipagem viral 69, A verificagdo da carga viral é importante na avaliagdo da resposta ao
tratamento em portadores cronicos e na identificagdo de resisténcia viral ©¢1-6), Os testes de
carga viral utilizam o parametro quantitativo para determinar a quantidade de particulas virais

em pacientes infectados e os resultados podem ser relatados em numeros absolutos, log 10,
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em copias ou em unidades internacionais (UI) por mL, este Gltimo, um padrio internacional

para a normalizagdo da expressdo de concentragdes

A reacdo de PCR em tempo real permite simultaneamente a amplificacdo e detecgdo
do genoma, utilizando fluorescéncia como método de deteccdo. A fluorescéncia aumenta
proporcionalmente com a quantidade do produto de amplificagdo gerado. Logo durante os
primeiros ciclos da reacdo, o sinal de fluorescéncia é percebido, devido ao acumulo dos
corantes ou das sondas, aumentando exponencialmente. Durante o processo de amplificacao
um software especifico constréi um grafico em tempo real, ciclo a ciclo, no qual relaciona os
ciclos de termociclagem com a intensidade de fluorescéncia emitida durante a amplificagdo
do DNA das amostras. Neste grafico ¢ tracada uma linha paralela ao eixo das
abscissas/nimero de ciclos, na altura em que se inicia a fase exponencial da amplificagcdo do

gene alvo (inicio da elevacdo exponencial na emissao da fluorescéncia).

O “threshold” representa o limiar de detec¢@o indicando o niimero minimo de ciclos
para amplificagdo do gene-alvo e o cruzamento do “threshold” com a linha de amplificagdo da
amostra, permite determinar o nimero de ciclos necessarios para o inicio da amplifica¢ao da
sequéncia génica-alvo no DNA de cada amostra. Este valor denominado Ct (“Cycle
Threshold”) permite a quantificagdo relativa do DNA de cada amostra, apds ser corrigido
pelos Ct dos genes-controle endogenos e das amostras-controle (Figura 6). O Ct ¢
proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressdo do gene-alvo em uma amostra

de forma que, quanto menor for o niimero inicial do Ct obtido do gene-alvo da amostra,

comparativamente com outro gene, maior a amplificacdo do gene-alvo.

Os sistemas de deteccdo por fluorescéncia através da PCR em tempo real mais
utilizados sd3o: SYBR Green que utiliza corante que se intercala ao DNA e liga-se a qualquer
DNA de cadeia dupla, incluindo produtos inespecificos e "primer-dimer", e o sistema
TagMan® que utiliza sondas duplamente marcadas contendo um fluordforo "reporter" e um
fluoroforo "quencher", onde a fluorescéncia ¢ gerada através da estimulacdo do fluoréforo
"reporter" transferindo energia assim para a molécula “quencher" ». A sondas TagMan®
podem ser marcadas com moléculas “quencher" ndo fluorescentes como "Minor Groove
Binder" (MGB) o que contribui para uma melhor captagdo do sinal especifico do "reporter". A
MGB ligada na extremidade 3° do DNA aumenta a temperatura de "melting" das sondas

hibridizadas e sua afinidade pelo DNA ¢4,
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Figura 6: Curva de Amplificagdo da PCR em Tempo Real.
Fonte:https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/qpcer-
education/real-time-pcr-handbook.html

1.6. Hepatite B Oculta

O HBsAg foi considerado o marcador soroldégico mais importante e eficaz de
imunoensaio para o diagndstico de infec¢do pelo HBV e para a triagem de doadores de sangue
contribuindo para seguranga transfusional bem como o anti-HBc . No entanto, foi relatado
pela primeira vez em 1970 o desenvolvimento de infeccdo pelo HBV em pacientes que
receberam transfusdo sanguinea com amostras HBsAg e anti-HBs-negativas, com

positividade para o anti-HBc (66-6%),

Virias definigdes de “infeccdo oculta pelo virus da hepatite B” (OBI) tem sido
propostas. Entre elas Allain et al. (2004) definiram infec¢do oculta como sendo a presenca de
DNA do HBV, sem a presenca do HBsAg com ou sem a presenca de anticorpos anti-HBc ou

anti-HBs fora do periodo de janela imunoldgica ©°),

No periodo de janela imunologica o DNA do HBV esté presente, mas o sistema imune
ainda nio teve tempo de gerar anticorpos anti-HBV como o anti-HBc e o anti-HBs 7%, O
consenso da conferéncia de Taormina (Italia) em 2008 definiu infec¢@o oculta pelo virus da
hepatite B como a presenca do DNA do virus no tecido hepatico (com ou sem detec¢do no

soro), na auséncia de antigeno de superficie (HBsAg), e estipularam um ponto de corte
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(cuttoff) para a detec¢do do DNA-HBV em < 200 UI/mL. Assim valores acima do ponto de
corte seriam decorrentes de mutantes de escape 9. Segundo Hollinger et al. (2010) o termo
“infeccdo” (OBI) deve ser usado com cautela, pois a presenga de DNA-HBV nem sempre
corresponde a infectividade ou ao nimero de virus na populagdo de HBV liberados dos
hepatocitos, assim sendo sugerido o termo “hepatite B oculta” (HBO) ao invés de infeccao

oculta pelo HBV ©®),

Na pratica clinica, a obtencdo de DNA-HBYV por bidpsia hepatica ¢ inviavel pois ndo
existem ensaios padronizados. Assim ensaios em soro ou plasma para a deteccdo do DNA
HBV sio utilizados e apresentam boa sensibilidade ®® . Segundo o consenso da Taormina o
perfil da infec¢do oculta pelo HBV ou HBO pode ser distinguida baseados nos resultados
sorologicos em soropositivos (anti-HBc e ou anti-HBs) e soronegativos (sem anti-HBc e sem

anti-HBs) ¢, A representagido esquematica da HBO pode ser visualizada na Figura 7.

HB

/ Niveis de DNA-HBV \ \L

Falsa

Soropositivo Soronegativo
Infecgdo com
\ / o mutante de
escape-geneS
Perda HBsAg Oculta-primaria (sem
depois de Infecgdo produgdo de anticorpos)
Nivel de DNA-HBV
Perda HBsAg durante Perda progressiva de comparaveis com
Infecgdo Cronica anticorpos infecgdo HBsAg positiva

Figura 7: Representa¢do esquematica do perfil da HBO. Adaptado 9,

Na HBO o DNA esta presente ao longo de todo curso da infeccdo em individuos
HBsAg-negativos "), A auséncia do HBsAg pode ser decorrente de dois fatores: resolugdo
da hepatite B aguda, anos ap0s a infec¢ao cronica com baixa replicagdo viral e persisténcia do
genoma o HBV ("2, Esta persisténcia viral indica conversdo do DNA circular que se liga a
proteinas formando um mini-cromossomo em um cccDNA no nucleo dos hepatocitos,

infectados. Este cccDNA ¢ a base molecular da HBO devido a sua estabilidade, resisténcia a
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digestdo enzimatica e persisténcia no ntcleo dos hepatdcitos ©®. Assim, a hepatite B oculta
pode se apresentar nos seguinte contextos clinicos: quando ha a recuperagdo de uma infecgao
passada indicada pela presenga de anticorpo de superficie da hepatite B (anti-HBs); na
hepatite cronica quando surgem mutantes de escape do gene S que ndo sdo reconhecidos por
ensaios atuais; no portador cronico sem qualquer marcador de infec¢do do HBV que ndo seja
o DNA do HBV, pois estes nao produzem anticorpos especificos para o HBV desde o inicio
da infec¢do ou houve perda progressiva dos anticorpos ao longo do tempo; € no estagio de
portador cronico, com HBsAg muito baixo para ser detectado e pela presenga de anticorpos

anti-HBc como o tnico marcador soroldgico (conhecido como "anti-HBc¢ isolado™) (9.
1.6.1. Possiveis Mecanismos Envolvendo a Hepatite B Oculta

Muitas hipéteses foram formuladas para explicar os possiveis mecanismos
responsaveis pela hepatite B oculta, entretanto, sabe-se que esta provavelmente ¢ multifatorial
envolvendo tanto fatores virais como do hospedeiro que sd3o importantes na supressdo da
replicagdo viral, e na manutengdo da infec¢do sob controle 71> 73, O estado de persisténcia do
DNA do HBV, ndo ¢ restrito a pacientes com doengas hepaticas, podendo ser observado em
individuos com parametros hepaticos normais, incluindo doadores de sangue e doadores de
orgdos 7). Dentre os principais fatores discutidos para explicar HBO estdo: ocorréncia de
mutagoes e delecdes no genoma do HBV, fatores relacionados ao hospedeiro, fatores

imunolodgicos, fatores epigenéticos, ocorréncia de co-infecgoes.
1.6.1.1. Mutagdes ¢ Delegdes no Genoma do HBV

Mutagdes no determinante “a” do HBsAg pode acarretar alteracdes nas proteinas
tornando-as indetectdveis em ensaios comerciais. Individuos que apresentam anti-HBc
isolado, com cargas virais maiores que 10* copias/ml frequentemente apresentam mutantes do
HBsAg. Mutagdes no determinante “a” em outras regides com afinidade de ligacdo reduzida

ao anti-HBs monoclonal foram descritas (067476,

Mutagdes em bases nitrogenadas alteram o0 mRNA do gene S e podem levar a perda de

expressdo do HBsAg e baixa replicagio viral levando assim a hepatite B oculta 7).

As mutagdes na regido pré-S1, especialmente as delegdes, tem sido associadas também

com a falta de deteccdo do HBsAg no soro. As mutagdes tanto na regido pré-S1/S2 sao
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frequentemente observadas na hepatite B oculta em individuos com doenga hepatica

cronicat’®,
1.6.1.2.  Fatores Relacionados ao Hospedeiro

Diversas evidéncias indicam que os fatores do hospedeito estdo fortemente implicados
na indu¢do e manuten¢do da hepatite B oculta. Pollicino e colaboradores (2007) mostraram
que a replicagdo, transcricdo e a capacidade e sintese de proteinas de virus ocultos isolados,
pode ser totalmente restabelecida uma vez que os virus sdo levados para fora do

microambiente do figado do hospedeiro 7).
1.6.1.3.  Fatores Imunologicos

Numerosos estudos clinicos t€ém demonstrado desde os anos 70 que todas as condigdes
de inducdo de imunossupressdo associadas a doencgas hematoldgicas malignas, quimioterapia
ou imunoterapia podem provocar a reativagdo da hepatite B oculta com o reaparecimento do
perfil sorologico tipico de infecg¢@o ativa. O envolvimento do sistema imune do hospedeiro
com a hepatite B oculta é confirmado pelos dados que mostram uma longa dura¢do na
resposta das células T de memoria CD4 e CDS8 contra os antigenos do HBV que sdo
detectaveis varios anos ap6s a recuperagao da hepatite B aguda. Possivelmente durante a fase
oculta da infeccdo, o HBV seja capaz de sintetizar pequenas quantidades de antigenos, que
ndo sdo detectaveis pelos testes sorologicos, mas que sdo suficientes para manter uma

resposta das células T especificas do HBV ¢%8D,

Um estudo recente investigou as respostas imuno-especificas do HBV em doadores de
sangue com hepatite B oculta mostrando, que as respostas Thl especificas do HBV foram
quantitativamente mais fortes em portadores de hepatite B oculta do que em individuos
HBsAg positivos, levando os autores a concluirem que o sistema imunologico do hospedeiro

tem a capacidade de suprimir a replicagdo do HBV ¢283),
1.6.1.4.  Fatores epigenéticos

Os mecanismos epigenéticos tem um papel importante na regulacdo e transcricdo do
HBV. As moléculas de cccDNA do HBV, parecem estar sujeitas as mesmas atividades
enzimaticas envolvidas na remodulacdao da cromatina. A supressdo do HBV ¢ o resultado de

modificacdes funcionais e potencialmente reversiveis do meio intracelular, que pode ser
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devido a co-infecgdo por outros agentes patogénicos ou induzida por agentes quimicos ou por
fatores imunolégicos, como citocinas. Assim, a supressao da atividade do HBV pode ser
responsavel ndo sé pela negatividade do HBsAg, mas também por niveis de DNA muito

baixos ou indetectaveis GV,
1.6.1.5. Co-infeccdes

Virios estudos relataram a alta prevaléncia de hepatite B oculta em pacientes
portadores dos virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e principalmente, portadores do
virus da hepatite C (HCV), até mesmo Schistosoma mansoni. Estudos in vitro mostraram que
a proteina do core do HCV pode inibir a replicacdo do HBV, explicando assim uma maior
prevaléncia de hepatite B oculta em pacientes infectados com HCV % 3D A prevaléncia da
hepatite B oculta entre os pacientes HIV-positivos varia de acordo com os métodos utilizados
para a deteccdo do DNA do HBV e a endemicidade do HBV na regido geografica estudada.
Os mecanismos especificos responsaveis pela infec¢do por hepatite B oculta em individuos

infectados pelo HIV sdo desconhecidos 4.
1.6.1.6.  Imuno-complexos na Hepatite B Oculta

A soroconversio do HBsAg para anti-HBs pode levar a formagdo de imuno-
complexos com o DNA do HBV e a associacio do HBsAg com anti-HBs em imuno-
complexos pode prejudicar a deteccio do HBsAg por ensaios soroldgicos convencionais,
assim havendo desta forma a possibilidade de provocar uma situagdo que poderia ser
considerada como hepatite B oculta 7. O DNA do HBV foi detectado em 19/50 dos
doadores de sangue HBsAg negativos e anti-HBc positivos, dos quais 11 apresentavam
imunocomplexos e segundo o autor do estudo (Yotsuyanagi et al., 2001) esses doadores

deveriam ser excluidos da transfusdo .4

1.6.3. Transmissao por Transfusiao

As implicagdes clinicas na hepatite B oculta envolvem diferentes aspectos, tais como o
risco de transmitir hepatite B por doagdes de sangue ou hemoderivados, transplante hepatico,

hemodidlise ou transplante de células tronco hematopoiéticas 9,

A infecgdo pelo virus da hepatite B por transfusdes ¢ bem documentada e o risco

residual de transmissdo do HBV por transfusdes ¢ significativamente maior do que o risco
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residual por outros virus como o HIV e o HCV ®%. Sabe-se que portadores de hepatite B

oculta podem representar risco de transmissdo do HBV em transfusdes sanguineas 36985,

Segundo Raimondo (2013) trés condi¢des podem ser responsaveis pela transmissao
transfusional do HBV:

1) O doador em periodo de janela imunolédgica caracterizado pela negativacdo do HBsAg,
estado virémico e infec¢do aguda pelo HBV;

2) O doador ¢ um tipico “portador de hepatite B oculta” com o virus do tipo selvagem que
suprime a atividade replicativa e a expressdo dos genes. Este caso ¢ caracterizado por
periodos de viremia transitéria alternados com periodos em que o DNA ndo ¢ detectado no
soro, indicando ser um portador de hepatite B oculta com um perfil de infectividade sanguinea
variado ao longo do tempo, apresentando baixa quantidade de DNA no soro ou no plasma,
podendo causar hepatite B aguda no receptor;

3) O doador ¢ infectado com cepas mutantes do HBV (S de escape) que sdo competentes

para a replica¢do, mas que produzem proteinas de superficie anormais ¢

Pouco se sabe sobre a clara relacdo entre a infectividade e carga viral em componentes
do sangue, que podem estar relacionadas a fatores imunes afetando a suscetibilidade a
infeccdo em receptores. Além disso, a infectividade do HBV est4d diretamente relacionada

com a quantidade de plasma transfundido e a carga viral no produto ¢,

Existem casos relatados de transmissdo de HBV aos receptores de doadores com
hepatite B oculta que carreavam apenas anti-HBc, e um portador com anti-HBs positivo que

transmitiu HBV por transfusio a dois receptores imunocomponentes ¢6387),
1.6.4. Prevaléncia e deteccio da Hepatite B Oculta

A prevaléncia da hepatite B oculta ¢ amplamente varidvel nas diferentes populagdes
estudadas, com taxas variando a menor que 1% a 90%. Esta variabilidade pode ser decorrente
de alguns fatores como: os diferentes niveis de endemicidade nas populagdes de estudo, maior
risco de se infectar pelo HBV nessas populagdes e as diferencas na sensibilidade e

especificidade dos métodos usados para detecgdo da hepatite B oculta 388,

A prevaléncia da hepatite B oculta foi investigada em areas de alta endemicidade de
HBV, em usudrios de drogas intravenosas, em pacientes que receberam transplantes de

orgdos, pacientes em hemodialise e doentes com HIV e / ou HCV sendo que a prevaléncia se
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(82,88,90) Em se tratando de HBO em portadores com HCV a

aplica a cada grupo especifico
prevaléncia se mostra elevada, com DNA-HBV em cerca de 33% dos pacientes HCV e
HBsAg negativos na Italia e acima de 50% no Leste Asiatico ®% °D. Em um estudo mais
recente realizado por Mandour MF et al. (2015) em uma populagdo do Egito a prevaléncia de

DNA-HBYV foi de 8,5% nos 210 pacientes com infecg¢do cronica pelo HCV ©2),

Em revisdo (Maldonado-Rodriguez et al.) realizada durante o periodo de 2003 a 2014
em paciente HIV positivos a prevaléncia de hepatite B oculta nesses pacientes variou de
0,63% a 88,4% 9. Na Tailandia, estudo realizado em 1682 mulheres gravidas HBsAg

negativas infectadas com HIV, observou-se uma prevaléncia de 24% de hepatite B oculta ©),

Revisdo sobre hepatite B oculta em diferentes populagdes estudadas no Egito mostrou
prevaléncias variaveis. A prevaléncia de hepatite B oculta entre adultos egipcios variou de
0,48% a 58,3%. Em criangcas HCV positivas, a HBO foi de 32%, em criangas talassémicas a
prevaléncia foi de 32,5% e 21% de criancas com neoplasias e distirbios hematologicos
apresentaram HBO ©%. Estudo realizado em uma populag¢do de alto risco na Australia
mostrou taxa de prevaléncia de hepatite B oculta de 0,69% ©>. A hepatite B oculta também
foi descrita entre um grupo de 80 familias da India dentre as quais 149 membros dessas
familias foram testados por sorologia e nested-PCR para HBV e cerca de 72/149 apresentaram
anti-HBc positivo e a prevaléncia de infec¢do oculta foi de 10,1% entre os membros das
familias testadas ®®. Na Indonésia, um estudo realizado em 195 adultos jovens aparentemente
saudaveis mostrou uma prevaléncia de HBO de 15,8% entre individuos anti-HBc positivos
e/ou anti-HBs positivos. Entre os casos de HBV oculto, niveis de anti-HBs >100UI/I foram
observados, indicando que o sangue com anticorpos anti-HBs e anti-HBc ndo podem ser

considerados ndo infecciosos nem seguros para uso em transfusao ©”.

A prevaléncia de hepatite B oculta em doadores de sangue também ¢ muito variavel
refletindo a endemicidade da regido e a sensibilidade dos testes usados para o diagnostico dos
marcadores sorologicos e os testes moleculares. Em muitos casos, os testes de diagndstico
molecular sdo realizados em pool de amostras, incluindo muitas vezes amostras de doadores
de repeticdo, primodoadores, doa¢do de deposito e voluntaria, até mesmo, amostras HBsAg

positivas levando a resultados falso positivos 7).

No Iran, um estudo realizado em 2006 com 270 doadores de sangue saudaveis, 14/270

(5.18%) amostras foram HBsAg negativas/ anti-HBc positivas, e 0o DNA HBV foi encontrado
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em 4/14 dentre as quais 2/4 eram anti-HBs positivos ®®. Em um estudo realizado em 3.167
doadores de sangue do Egito (Said et al .2013) a prevaléncia global de anti-HBc positivo foi
14.2% (451/ 3167), positividade de anti-HBs foi 64% e a prevaléncia de hepatite B oculta foi
17,2% (52/303) em doadores de sangue anti-HBc¢ positivos ©?).

Estudos realizados em paises da Asia Ocidental, na Africa (Nigéria) e na India
detectaram DNA-HBV em doadores de sangue: o DNA-HBV foi detectado em 1 amostra de
(78/2.041) daqueles que foram HBsAg negativo e anti-HBc-positivo (1°9; Na Nigéria o0 DNA-
HBV foi detectado em 72/429 (17%) das quais 48 (67%) foram positivos para anti-HBc, 25
(35%) positivos para anti-HBs (1°D; Na india um total de 28.134 HBsAg doadores nio
reativos no ELISA foram testados para NAT individual (NAT-ID), o DNA-HBV foi
detectado em 18 amostras das quais 0,66% (12/18) eram anti-HBc e 25% (3/12) de anti-HBs.
Dos 12 doadores anti-HBc positivos 12 foram considerados HBV oculto, o restante estavam

em periodo de janela de infecgdo por HBV (102),

Estudos realizados na América Latina relatam casos de HBO em doadores de sangue:
4,3% de 258 doadores HBsAg negativos / anti-HBc positivos da Venezuela e 6,4% de HBO
em 372 doadores HBsAg - / anti-HB¢ + do México (193104,

No Brasil, existem poucos estudos de prevaléncia de hepatite B oculta. Em um estudo
realizado por Motta-Castro et al (2008). no estado do Mato Grosso do Sul (MS) em uma
comunidade afro-brasileira, altamente exposta ao HBV, 40 individuos apresentram o DNA-
HBV em 219 amostras HBsAg negativas, apresentando uma taxa de HBV oculto global de
18,3% (199, Em Recife, um estudo com 752 pacientes hemodialisados, todos HBsAg
negativas, o anti-HBc foi positivo em 26,7% (201/752), o anti-HBs foi detectado em 67,2%
(135/201), e o anti-HBc isolado foi 5,7% . A prevaléncia de HBV oculto neste grupo foi
1,5% (%)  No estado do Amazonas, area de endemicidade alta para o HBV, Barros et al.
(2008) ndo observaram associagdo significativa entre HBV oculto e os fatores de risco para
infeccdo pelo HBV entre os 51 pacientes anti-HBc positivos, dos quais 17% foram DNA-
HBYV positivos .17,

Um dos fatores que influenciam na prevaléncia é o método de diagndstico empregado
nas populagdes estudadas. Assim o diagnostico de HBO requer testes de alta sensibilidade,
entretanto varios fatores podem influenciar os resultados. Ensaios moleculares baseados em

PCR em tempo real ou nested -PCR em soro ou plasma sdo utilizados para detec¢do de HBV,
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e os testes de acidos nucléicos (NAT) sdo usados em bancos de sangue para triagem de

doadores de sangue ®>10%),

Raimondo et al. (2008) discutem vérios fatores metodologicos que podem influenciar
a pesquisa de HBO, considerado o DNA tnico marcador confidvel de deteccio da HBO.
Neste sentido a etapa da extragdo do DNA ¢é muito importante, pois a carga viral ¢ baixa.
Outro fator importante é o volume de amostra usado para extragdo do DNA genomico sendo
necessario pelo menos 1 mL de plasma ou soro para assegurar a sensibilidade do ensaio.
Além disso ¢ recomendado o uso de iniciadores/primers que se estendam por, pelo menos trés
regides do genoma do HBV, tais como os genes S, X e os genes do core, bem como o uso de
controles positivos e negativos, e a validacdo deve exigir a detecgdo de pelo menos duas
regides do genoma % 7D Segundo Hollinger et al. (2010) o limite inferior preferido de
deteccdo de DNA-HBYV esté entre 5 Ul/ml-10Ul/ml e < 0,1 ng/ml (2Ul/ml) para o HBsAg.
Por conseguinte, os testes sorologicos de deteccdo do HBsAg, anti-HBc, anti-HBs juntamente
com a pesquisa de DNA-HBYV sao fundamentais para o diagnostico da infeccdo por HBV e

HBO contribuindo para a seguranca transfusional %)
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1.7. Justificativa

A hepatite B oculta ¢ definida como a deteccao do DNA-HVB no sangue e/ou figado
de individuos negativos para o HBsAg geralmente assintomaticos, como os doadores de
sangue. A hepatite B oculta ¢ um tema muito pesquisado no mundo inteiro, sendo debatido
desde década de 70 e apresenta uma prevaléncia muito diversificada, nas diferentes
populacdes de estudos. A HBO em bancos de sangue apresenta grande importancia clinica
devido a possibilidade de transmissdo do HBV por doacdes de sangue ou hemoderivados,

células tronco e transplante de 6rgaos.

A fim de evitar a transmissdao de agentes infecciosos, tais como o HBV, politicas de
seguranga transfusional vém sendo adotadas nos bancos de sangue do mundo inteiro, como a
melhoria nos testes de deteccdo de agentes infecciosos. No Brasil a politica de seguranga
transfusional adotada pelos bancos de sangue inclui o descarte das unidades de
hemocomponentes que apresentem reatividade aos marcadores HBsAg e/ou antiHBc. O
Ministério da Saide implementou plataformas para deteccdo do material genético do HCV,
HIV, e recentemente para o HBYV, através de testes de d4cidos nucléicos (NAT),
representando importante avango para assegurar seguranca transfusional dos servigos de

hematologia e hemoterapia, em especial na Amazonia Brasileira.

Considerando a Amazdnia Brasileira um lugar de alta prevaléncia de infeccdo do HBV
e frequéncia do marcador anti-HBc, existe pouca informagdo sobre a prevaléncia de hepatite
B oculta, e este estudo pretende contribuir para o conhecimento sobre HBO em doadores de

sangue e outras populagdes desta regido.
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2.  OBJETIVO

2.1. Objetivo geral:

e Pesquisar a existéncia da hepatite B oculta em doadores de sangue da
Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM) e em

um grupo de individuos moradores do municipio de Eirunepé/AM.

2.2. Objetivos especificos:

e Pesquisar a presenca de hepatite B oculta em doadores de sangue da
FHEMOAM utilizando amostras com o seguinte perfil sorologico: negativas
para os marcadores do antigeno de superficie do HBV/HBsAg, Siflis, HIV,
Doenga de Chagas e HTLV.

e Pesquisar a presenca de hepatite B oculta em subgrupo de doadores da
FHEMOAM utilizando amostras com o seguinte perfil sorologico: negativas

para o antigeno de superficie do HBV/HBsAg e Anti-HBc-positivos.

e Pesquisar a presenga de Hepatite B oculta em moradores do municipio de
Eirunepé/AM que participaram de inquérito soroldgico para HBV e que
apresentaram o seguinte perfil soroldgico: negativo para o antigeno de

superficie do HBV/HBsAg, Anti-HBc-positivo e/ou Anti-HBs positivo.

e [Estimar a prevaléncia da Hepatite B oculta nas populagdes de estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Modelo de Estudo

Estudo descritivo.

3.2.  Grupos de Estudo

O estudo foi realizado em trés grupos populacionais distintos compreendendo dois
grupos de doadores da FHEMOAM e o segundo grupo compreendeu individuos voluntérios

recrutados no municipio de Eirunepé/AM
» Grupo Il FHEMOAM

Entre os doadores de sangue da FHEMOAM dois grupos foram testados: o primeiro
grupo incluiu 1200 amostras de bolsas de plasma de doadores da FHEMOAM negativos para
os marcadores sorologicos HBsAg, Siflis, HIV, Doenga de Chagas e HTLV . As amostras
foram coletadas no periodo entre Julho/2013 a Janeiro de 2014 . A confirmagdo do perfil
sorologico destes doadores foi realizada através de busca ativa no Sistema de
Acompanhamento a Doa¢ao de Sangue (SAD). As amostras foram alicotadas em triplicata em
microtubos esféricos de 2.0 mL (Axygen) e armazenadas em freezer -80°C no laboratoério de

ensino da FHEMOAM para posterior analise molecular.

O segundo grupo incluiu doadores anti-HBc positivos, € com sorologia negativa para
HBsAg, Siflis, HIV, Doen¢a de Chagas e HTLV. Para este fim uma amostragem de
conveniéncia constituida por 294 doadores com este perfil sorologico, que foi levantada
durante o periodo entre Marco/2014 a Novembro/2014 e compreendia doadores de ambos os

SE€XO0S.

A deteccdo dos marcadores soroldgicos do virus da hepatite B (HBsAg e Anti-HBc)
foi realizada por quimioluminescéncia no laboratério de sorologia da FHEMOAM, como
parte da rotina de triagem soroldgica realizada pela FHEMOAM utilizando os kits CMIA-
ARCHITECT, HBsAg (Abbott) e o teste confirmatério de neutralizagdo por
quimioluminescencia CMIA-ARCHITECT (Abbott). A pesquisa de anticorpos contra a
particula core do virus B da hepatite (anti-HBc total) foi realizada por quimioluminescéncia

(CMIA)-ARCHITECT anti —HBC II (Abbott). A confirmacdo do perfil sorologico destes
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doadores foi realizada através de busca ativa no Sistema de Acompanhamento a Doagdo de

Sangue (SAD) bem como o tipo de doador (primeira vez ou repeticao).

As amostras de soro destes 294 doadores selecionados foram alicotadas em triplicata
em microtubos esféricos de 2.0 mL (Axygen) e armazenadas em freezer -80°C para posterior

andlise molecular no laboratério de biologia molecular da FHEMOAM.

» Grupo II Eirunepé:

O segundo grupo de estudo compreendeu moradores do interiordo Estado do
Amazonas, municipio de Eirunepé, pertencente a microrregido do Jurua, considerada regido
de alta endemicidade para HBV, que foram recrutados em 2009 como parte de projeto de
pesquisa visando estimar a prevaléncia de hepatite B na regido. Para este estudo foi realizada
triagem soroldgica em 720 voluntarios do municipio de Eirunepé entre os quais a prevaléncia
de positividade para HBsAg foi de 4,72% (34/720; Kiesslich D dados ndao publicados). A
sorologia para pesquisa do HBsAg, anti-HBe, anti-HBc, anti-HBs, foram realiza nas 720
amostras por meio de teste imunoenzimatico do tipo ELISA (Murex, Abbot, USA), no

Laboratério de Pesquisa da FHEMOAM.

As 720 amostras de soro obtidas de sangue coletado em Eirunepé foram aliquotadas e
acondicionadas freezer -80°C no Laboratério de Pesquisa na FHEMOAM. Tendo-se em
conta os critérios de selecdo (HBSAg negativas, anti-HBC positivas e/ou anti-HBs positivas),
disponibilidade de volume suficiente para as analises moleculares e as condi¢des das amostras
(ndo lipémicas, ndo hemolisadas) foram selecionadas 288 amostras para pesquisa da hepatite

B oculta.
3.3.  Aspéctos Eticos

Este projeto faz parte de um projeto maior intitulado: “NAT para o HBV uma
necessidade” que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FHEMOAM
(numero de aprovagdo CAAE: 10152013.6.0000.0009). O mesmo recebeu financiamento da
Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas — FAPEAM edital N.021/201.

O projeto que avaliou os moradores de Eirunepé foi aprovado pelo CEP da

Universidade Federal do Amazonas (nimero de aprovacdo CAEE: 0072.0.115.000-07).
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3.4. Procedimentos Laboratoriais

3.4.1. Extracido do DNA-HBYV em pools de amostras

Grupo I FHEMOAM: No primeiro grupo de doadores de sangue da FHEMOAM foram
inicialmente avaliados 1200 bolsas de plasma com sorologia negativa para todos os
marcadores sorologicos da triagem de doadores de sangue. Estas amostras foram testadas em
100 pools, cada um com 12 amostras individuais, quanto a presenca de DNA-HBV por PCR
em tempo real para a regido do gene X do HBV. Cada pool continha 1ml de cada amostra
totalizando 12 ml. Foram centrifugados a 48,000 g por 1 hora para concentragdo viral. Apds a
centrifugacdo foram aliquotados 200 pL do total de 12 ml de cada pool para extragdo do
DNA, utilizando Kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA). As
amostras extraidas foram estocadas no freezer a -20°C para posterior realizacdo da reacdo em

cadeia da polimerase em Tempo Real.

No segundo grupo de doadores, foram confeccionados 49 pools cada um com 6
amostras individuais a partir das 294 amostras selecionadas. Cada pool continha 200 pL de
cada amostra totalizando 1200 pL. Foram centrifugados a 1400 rpm por 10 minutos
(centrifuga - Eppendorf 5417R). Apos a centrifugacdo foram aliquotados 200 pL do total de
1200 pL para extragdo do DNA gendmico por equipamento (QiaCube), utilizando Kit
QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA), seguindo normas do
fabricante, e com elui¢do final de 100 pL. As amostras extraidas foram estocadas no freezer a

-20°C para posterior realizagdo da reagdo em cadeia da polimerase em Tempo Real.

Grupo II Eirunepé: Foram confecionados 48 pools cada um com 6 amostras individuais a
partir das 288 amostras selecionadas. Utilizamos o mesmo método de extracdo do DNA

gendmico que foi empregado para participantes do grupo .

Apos a extragdo do DNA gendmico, todos os pools tiveram a concentracdo de DNA

quantificada no espectofotometro (NanoDrop® 2000 Thermo Scientific).

3.4.2. PCR em Tempo Real (qRT-PCR) “in house” para amplificacio do DNA-HBV

Antes de iniciar os ensaios de qRT-PCR “in house” com as amostras extraidas,
construimos uma curva padrao para deteccao e quantificagdo da regido do gene X e gene S do

HBV a partir de uma amostra sabidamente positiva que apresenta valor de HBeAg >3.000
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mUI/ml. A fim de padronizar e controlar os testes “in house” foi utilizado também o painel de
quantificagdo do HBV (OptiQuant HBV DNA Panel, AcroMetrix® HBV Panel 0.5 mL, Life
Technologies, EUA) que possui concentragdes de DNA-HBV que variam de 2 X 10> a2 x 107

UI/mL e um controle negativo.

Para a constru¢do da curva fizemos inicialmente uma diluigdo seriada (1:10'; 1: 10%;
1:10% 1:10% 1:10%: 1:10% ; 1:107) a partir de amostra de concentracdo conhecida (HBeAg
positiva) em volume final de 10ml. Os tubos contendo as dilui¢des foram centrifugados
(14.000g, 10 minutos), quais foram retirados 200 uL. de cada dilui¢ao para extragdo de DNA.
O DNA das amostras do painel de quantificagdo do HBV e das amostras da curva padrao
foram extraidos utilizando-se Kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN Sciences,
Maryland, USA), como descrito pelo fabricante.

Os ensaios de qRT-PCR para a curva padrdo e o painel de Quantificagio do HBV
foram realizados em uma microplaca Optica de 96 cavidades (MicroAmp®, Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA) onde foram adicionados em duplicata, 25 pL do
mix contendo: 11,25 pLL TagMan Universal PCR Master Mix (Roche, Nova Jersey, EUA),
1,25 uLL de assay (40 nM de cada primer e 10 nM da sonda) e 12,5 uL. de DNA. A reacdo da
qRT-PCR foi realizada em plataforma 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems® )
nas seguinte condi¢des de ciclagem: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 45 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A fluorescéncia foi detectada ao final da etapa de
hibridizacdo da sonda. O valor de cycle treshold (Ct) — ciclo em que cada curva de
amplificacdo atravessa o '"threshold" (limiar de detec¢do) servindo como bese para
comparagdo entre as amostras - foi fornecido automaticamente em cada corrida permitindo a

quantificagdo exata baseada na fluorescéncia.

Apos os ensaios realizados com a contrugdo da curva padrdo juntamente com o painel
de quantificacdo do HBV, os pools de amostras extraidos foram subtetidos a reacdo de PCR
em tempo real, para duas regides do genoma ( gene S (1 e gene X (119) com seus respectivos
iniciadores (quadro 1). As condigdes de ciclagem e o volume final de 25 pl foram as mesmas
para ambos os genes (quadro 2 e 3). A reagdo da qRT-PCR foi realizada em plataforma 7500
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems® ) em uma microplaca dptica de 96 cavidades
(MicroAmp®, Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) onde foram adicionados os
pools de amostra em duplicata, juntamente com os /ogs da curva padrio e do painel de

quantificagdo do HBV.
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O ensaio de PCR em tempo real “in house” foi realizado no primeiro grupo de
doadores de sangue (1200 amostras/ 100 pools) apenas para a regido do gene X. Neste grupo
ndo identificamos nenhum pool positivo para DNA-HBV. Como esta amostragem foi

negativa, as caracteristicas destes individuos ndo foram detalhadas.

Quadro 1: Sequéncias dos iniciadores para a amplificagio do gene S e gene X,

respectivamente.
Nome | Sequéncia | Tamanho do Fragmento
Gene (X)
HBV F3 5’-GGC CAT CAG CGC ATG C-3’
HBVR3M3 5’-CGC TGC GAG CAA AAC A-3’ 86 pb
Probe
HBV-P3 FAMS5-"CTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTC-3" -
TAMRA
Gene (S)
HBV
364SF 5’-CAC CAA CCT CTT GTC CTC CAA-3°
HBV 61pb
364SR 5’- GAT AAA AGC CCG CAG ACA CAT C-3°
Probe
HBV- FAM-CCT GCT CTG GCT ATC GCT- MGB
364SM1

Quadro 2: Concentragdo, volume dos reagentes e programa para amplificagdo do gene X .

Reagentes Mix Ciclo da Reacdo
TagMan Universal Master Mix 2x 12,5 pL Ciclos Temperatura Tempo
Iniciador F (10 pMol) 1,5 uL 1 50°C 2 minutos
Iniciador R (10 pMol) 1,5 uL 1 95°C 10 minutos
Sonda TagMan (10 pMol) 0,5 uL 45 95°C 15 segundos
DNA 9.0 uL 1 60°C 1 minutos
Vol. Final 25 uL

*F= Foward; R= Reverse

Quadro 3: Concentra¢do, volume dos reagentes e programa para amplifica¢do do gene S.

Reagentes Mix Ciclo da Reacdo
TagMan Universal Master Mix 2x 11,25 uL. Ciclos Temperatura Tempo
Assay: 1.25 ulL 1 50°C 2 minutos
DNA: 12,5 uL 1 95°C 10 minutos
45 95°C 15 segundos
Vol. Final 25 ulL
1 60°C 1 minutos




42

3.4.3. Pools positivos para DNA-HBYV, extracio de DNA em amostras individuais e
ensaio de qRT-PCR “in house” para DNA-HBV

Ap6s a identificacdao dos pools positivos para DNA-HBV no ensaio de PCR em tempo
real e das 6 amostras individuais que cada pool continha, procedemos a extragdo de DNA de
cada amostra separadamente utilizando-se aliquotas armazenadas em freezer -80°C, utilizando
o Kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN Sciences, Maryland, USA), com eluicdo final
de 100 pL.

Apos a extragdo de DNA de todas as amostras individuais, procedemos quantificagdo

do mesmo no espectrofotometro (NanoDrop® 2000 Thermo Scientific).

Para as amostras individuais, foi realizado o ensaio em PCR em tempo real para
amplificacdo das regides do gene X e gene S do HBV, com as mesmas condi¢des e
iniciadores citados nos quadros 1-3. Em microplaca 6ptica de 96 cavidades (MicroAmp®,
Applied Biosystems, Foster City, California, EUA) foram adicionadas as amostras em

duplicata, juntamente com as dilui¢des da curva padrao e do painel de quantificagdo do HBV.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas das populacoes estudadas

As principais caracateristicas socio-demograficas dos dois grupos nos quais

1dentificamos casos de HBO estdo resumidas na Tabela 1.

Do grupo I composto por 294 doadores de sangue da FHEMOAM (anti-HBc
positivos/HBsAg-negativo), sem avaliagdo do marcador anti-HBs. A faixa etaria deste grupo
foi entre 18 e 67 anos (mediana = 39 anos, desvio padrao = 10,29). Entre os doadores da
FHEMOAM 68% (201/294) pertenciam ao género masculino e 32% (93/294) era do género
feminino. Quanto a classificagdo do tipo de doadores 83,3% eram doadores de primeira vez e
16,7% eram doadores de repeti¢do e a maioria dos doadores eram naturais de municipios do
interior do Amazonas como: Codajas, Manacapuru, Coari, Labrea, Carauari, Benjamim

Constant, Tefé, Tapaua, Humait4,Itacoatiara.

No grupo II constitutido por 288 individuos de Eirunepé, 7,7% (22/288) eram anti-
HBc isolado e 92,3% (266/288) eram anti-HBc+/anti-HBs+/HBsAg(-). A faixa etaria destes
participantes variou entre 1 a 76 anos (mediana = 35 anos, desvio padrao = 14,51). Dentre

estes, 34% (99/288) pertenciam ao género masculino e 66% (189/288) eram género feminino.

Tabela 1: Principais dados sécio-demograficas dos grupos do estudo para pesquisa de
hepatite B oculta pelo HBV no Amazonas.

Procedéncia Grupo I GrupoII

Doadores Eirunepe
(n=294)(%) (n=288)(%)

Manaus 96 (32) -

Eirunepé - 288 (100)

Outros 198 (67) -

municipios

Género

Masculino 201 (68) 99 (34)

Feminino 93 (32) 189 (65)

Idade (anos)

<20 2 (0,7) 16 (5,5)

20-40 153 (52) 159 (55)

40-65 136 (46) 97 (34)

>65 2(0,7) 16 5.,5)
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4.2. Curva padrio e painel de quantificacdo do ensaio de qRT-PCR “in house” para
DNA-HBV

Os resultados do ensaio de PCR em tempo real para a quantificagio do DNA-HBV
incluiu curva padrdo construida a partir de dilui¢des decimais (10! a 107) de uma amostra
HBeAg sabidamente positiva testada em paralelo com o painel de quantificagdo do HBV
(Figura 8 A e 8 B). Os resultados de um teste representativo mostram valores de coeficiente
de correlagdo linear R? = 0,987 e inclinac¢do da curva/slope= -3,39 e o intercept / valor do Ct
esperado em 1 ng/ ulL de amostra foi de 41.7. Sabe-se que quanto mais perto o valor de R?-
for do niimero 1, mais perfeito € o ajuste entre a regressao linear da curva padrio e o Ct das
amostras, ¢ uma inclinagdo/slope: -3,3 indica 100% de eficiéncia. No nosso ensaio o limite
minimo de detec¢do de DNA-HBYV do ensaio de PCR em tempo real foi de 6Ul/ml ou 34,92
copias/mL. De acordo com a norma internacional para DNA-HBV (NIBSC Code 97/746) o

fator de conversdo de amplificagdo em tempo real € de 5,82 copias/ml (11 112),
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Figura 8: (A) Curva de fluorescéncia referente a estimatimativa do limite de detec¢do da PCR
em tempo real para HBV. Cada letra corresponde as dilui¢des decimais : A - 107, B - 10, C -

105, D- 104 E-10°,F-10°e G - 10"
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Figura 8: (B) Grafico da curva padrdo com painel de quantificagdo HBV e diluicdes.
Amostras padrao do painel de quantificagdo do HBV estao representadas pelo quadrado ®e a
duplicata das dilui¢des pelo x. Figuras geradas pelo 7500 Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, California, EUA).

4.3. PCR em tempo real qRT-PCR “in house” para DNA-HBYV em pools de amostras
dos dois grupos populacionais - FHEMOAM e Eirunepé/Amazonas

Para o grupo de doadores de sangue FHEMOAM (grupo I = 294 doadores) e os
individuos de Eirunepé (grupo II = 288 individuos) apds a realizagdo da extracdo do DNA-
HBV em pools, este foi quantificado por espectrofotometria cuja concentragdo de DNA nos

pools extraidos do grupo I (49 pools) e grupo II (48 pools) variou de 1,7 ng/ uL a 8,9 ng/ pL.

Assim, apds a padronizagdo dos ensaios com as dilui¢des e o painel de quantificagdo
do HBV, os pools de amostras dos participantes do grupo I e II foram testadas por PCR em
tempo real. Para cada reacdo foi incluida a curva padrdo, o painel de quantificacdo do HBV e

os pools das amostras em duplicata.

As amostras dos 294 doadores anti-HBc positivos (grupo I) (Tabela 1), foram testadas

em 49 pools, cada um deles com 6 amostras. Dentre estes pools 9 se mostraram reativos para
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DNA-HBYV por PCR em Tempo Real com Ct variando de 37,47 a 44,9 (Figura 9A). No grupo
I, constituido de amostras de 288 individuos de Eirunepé, foram testados 48 pools cada um

com 6 amostras. Dentre estes pools, 25 se mostraram reativos para o DNA-HBV com Ct¢

variando de 37,35 a 42,3 (Figura 9B).
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Figura 9 : qRT-PCR “in house” para DNA-HBV: (A) pools de DNA de doadores da
FHEMOAM,; (B) pools de DNA individuos de Eirunepé¢/AM.

Na tabela 2 estdo representados os resultados da concetragdo de DNA através da
quantificagdo por espectrofotometria (ng/pL) dos 9 pools de DNA positivos para DNA-HBV
pertencentes ao grupo I e dos 25 pools de DNA positivos para DNA-HBV do grupo II
juntamente com o cycle threshold (Ct) do ensaio de PCR em tempo real dos pools positivos

para ambos 0s grupos.



Tabela 2: Caracteristicas dos pools positivos para DNA-HBV em participantes do grupo I-
Doadores FHEMOAM e do grupo II-Eirunepé/Am.
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concentracdo DNA (ng/ uL) e cycle threshold (Ct)

Gurpo I- Doadores FHEMOAM (pools +)
DNA (ng/ nl) Ct
P20 2,8 43,0
P 25 3,7 37,4
P27 2,9 40,0
P29 3,1 41,3
P 30 3,1 41,1
P 31 3,0 42,3
P 32 3,6 40,1
P 36 3,0 40,8
P 40 3,6 44,9



Gurpo II- Eirunepé/Am (pools +)

DNA (ng/ uL) Ct

PE1 3,3 39,6
PE 2 3,6 42,3
PE 3 3.8 37,6
PE 4 2,8 42,2
PE 6 3,9 38,1
PE 7 2,9 37,8
PE 8 3,1 38,0
PE9 3,1 39,2
PE 10 3.4 38,0
PE 11 3,2 38,8
PE 12 3,3 40,7
PE 13 3,5 39,3
PE 14 3.8 37,7
PE 17 3,0 40,1
PE 18 2,9 40,2
PE 19 3,5 39,6
PE 20 2,5 42,1
PE 21 3,4 41,7
PE 29 3,3 44,9
PE 30 3.4 39,6
PE 32 2,9 40,5
PE 37 2,2 42,5
PE 40 3,1 44,7
PE 41 2,4 42,7
PE 45 3,3 40,5

concentracdo DNA (ng/ uL) e cycle threshold (Ct)
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4.4. PCR em Tempo Real para DNA-HBV das amostras individuais que constituiam

os pools positivos

Apos a andlise de quantificagdo dos pools positivos do grupo I e II, identificamos as
amostras que compunham os respectivos pools. Cada amostra de soro dos pools positivos
foram individualmente submetida a extragdo do DNA e quantificadas por espectrofotometria
(concentracdo variou de 0,6 ng/ uL a 8,7 ng/ ul.) para realizagdo dos ensaios de PCR em
tempo real em paralelo com a curva padrao e o painel de quantificagdo do HBV. Na deteccao
do DNA-HBYV por PCR em tempo real em amostras individuais dos grupos de estudo pode-

se observar:

No grupo I, no qual 9 pools foram reativos para DNA-HBV e cada pool continha 6
amostras, 54 amostras que compunham estes pools positivos foram testadas individualmente.
Dentre elas, trés amostras foram positivas para o DNA-HBV (Figura 10) resultando numa
prevaléncia de hepatite B oculta nestes 294 doadores de sangue da FHEMOAM de 1,0%.
Dentre os trés doadores com amostras DNA-HBYV positivas, 2 eram do género feminino e 1

do género masculino (Tabela 3).
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Figura 10: gqRT-PCR “in house” para DNA-HBV: curva de fluorescéncia das amostras de
doadores da FHEMOAM com Hepatite B oculta.
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No grupo II (Eirunepé/Am), no qual 25 pools foram reativos para DNA-HBV e cada
pool continha 6 amostras, 150 amotras que compunham estes pools positivos foram testadas
individualmente. Dentre elas, nove (3,1%) amostras foram positivas para o DNA-HBV
(Figura 11) sendo que 22,2% (2/9) eram anti-HBc isolado, 77,8% (7/9) tinham anti-HBs
associado acima de 100UI/ml. Dentre os 9 participantes de Eirunepé/AM identificados como
casos de hepatite B oculta, 6 eram do género feminino e 3 eram do género masculino ¢ a

mediana de idade era 43 anos ( Tabela 4).
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Figura 11: qRT-PCR “in house” para DNA-HBV: curva de fluorescéncia das amostras de

individuos de Eirunepé/AM com Hepatite B oculta.



Tabela 3: Dados de pacientes com HBO entre doadores da FHEMOAM.

Caracteristicas Grupo I (n=294)
Dl D3
Sexo M
Idade 21 31
Procedéncia Benjamim
Manaus/AM Jacunda/PA Constant/AM
Anti-HBc Positivo
(S/CO)? 8.87 10.75
DNA-HBV (Ul/ml) 1.679 49.48

ACMIA — quimioluminescéncia; S/CO — ponto de corte (cut-off) valores > 1 sdo reativos;

F: feminino; M: masculino
D1-D3: Doadores FHEMOAM com HBO

Tabela 4: Dados individuais dos moradores de Eirunepé/Am identificados com hepatite B
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oculta.
Grupo II (n =288) Caracteristicas
Identificacao Sexo Idade Anti-HB¢ (+) ? Anti-HBs (+) ® DNA HBV (Ul/ml)
DO DO
896 F 45 0.068 3000 678.5
719 F 27 0.042 3000 23.4
780 F 38 0.050 2031 21.2
777 F 41 0.058 1704 33.7
824 F 32 0.044 3000 7.42
906 M 46 0.063 1507 6,37
920 F 43 0.037 3000 953.6
1085 M 64 0.040 N 302.5
919 M 43 0.051 N 333

*ELISA — ensaio Murex, cut-off <l sio considerados positivos; "ELISA — cut-off > 100 ¢ positivo; N: negativo;

DO: densidade otica
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5. DISCUSSAO

A regido Amazonica Brasileira ¢ considerada uma area de alta endemicidade para o
HBV. Além do diagnostico classico de infec¢do pelo HBV, definida pela presenga de HBsAg,
a hepatite B oculta, definida pela presenca de DNA- HBV, na auséncia do HBsAg com ou
sem a presenca de anticorpos anti-HBc, ou anti-HBs fora do periodo de janela imunologica,
embora considerada rara, pode também ocorrer. Entretanto, pouco se sabe sobre a prevaléncia
de hepatite B oculta nesta regido. Em bancos de sangue, a infec¢do pelo virus da hepatite B
por transfusdes ¢ bem documentada ®%. Entre doadores a HBO ¢ particularmente importante
visto que pode estar associada ao risco adicional de transmitir hepatite B por doacdo de
sangue ou hemoderivados, transplante hepatico, hemodialise, transplante de células tronco
hematopoiéticas ®. Sabe-se que portadores de hepatite B oculta sdo fontes provaveis de

transmissdo do HBV em transfusdes sanguineas (6% %85,

Nossos resultados em subgrupo de doadores do FHEMOAM HBsAg negativos e anti-
HBc positivos mostraram prevaléncia de 1% de HBO e a sotologia anti-HBc positiva foi mais
frequente em jovens adultos (52%). Estudos sobre prevaléncia de HBV oculto entre doadores
de sangue no Brasil sdo escassos. Estudo recente realizado por Moresco et al. (2014),
identificou uma prevaléncia de 2,7 % (8/294) entre doadores de sangue (HBsAg negativos e
anti-HBc+ e ou anti-HBs+) do interior do Amazonas, dos quais todos os casos eram do género
masculino. Importante a observacao quanto a caracteristica soroldgica dos doadores do estudo
citado, pois dentre os 8 doadores HBO, seis eram anti-HBs positivos (=100 Ul/ml),
reafirmando que a presenca de anti-HBs com titulos >100 ndo assegura auséncia de DNA-
HBV (13 Na cidade de Porto Alegre trés estudos mostraram diferentes taxas de prevaléncias
entre doadores de sangue: Silva et al. (2005) estudaram 150 doadores de sangue anti-HBc
+/HBsAg negativos identificando uma prevaléncia de hepatite B oculta de 3,3 % (9. O
segundo estudo no entanto !> ndo detectou DNA-HBV positivo em nenhuma das 158
amostras de doadores de sangue HBsAg negativos. O terceiro estudo realizado no estado do
RS (16 registrou uma prevaléncia de 6% de HBO em 100 doadores de sangue HBsAg-/anti-
HBc +. Em um estudo realizado por Arraes et al. (2003) em Recife avaliando 120 amostras
anti-HBc reativas, a prevaléncia de HBO foi estimada em 2,5% ('7, Em geral todos estes
estudos seja no Rio grande do sul ou no Amazonas, indicam a existéncia de HBO em

doadores de sangue em baixa prevaléncia.
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Nossos achados no segundo grupo de estudo com os morados do municipio de
Eirunepé a prevaléncia de HBO foi de 3,1% o que corresponde a uma taxa semelhante a
encontrada no sul do pais. Taxa semelhante também foi identificada entre imigrantes
estrangeiros na Italia ¥, Taxa de prevaléncia de HBO de 4,8% (' foi descrita em doadores
de sangue italianos apesar do baixo indice de HBV neste pais. Outros estudos realizados em
areas consideradas altamente endémicas para o HBV como a India, China, Ird mostraram
taxas bem mais elevadas de HBO. No nordeste da China (29 entre 359 individuos saudaveis
(HBsAg negativos com anti-HBc positivo associado ou ndo ao anti-HBs) a prevaléncia de
HBO observada foi de 10,6%. No Laos a prevaléncia de HBO em 320 doadores de sangue foi
de 10,9% (2D, Estudo realizado na india em 220 doadores HBsAg -/anti-HBc + descreveu
taxa de HBO de 30% 2?2, Em estudo recente realizado entre 100 doadores de repeti¢do no
Sudeste da Nigéria o achado de HBO foi de 8% (!?*). Desta forma, embora as taxas de HBO
observadas entre moradores de Eirunepé/AM tenha sido mais altas que a identificada entre os
doadores da FHEMOAM, estas taxas podem ser consideradas baixas quando comparadas com

resultados de outros paises endémicos para HBV.

Estratégias para diagnosticar o HBV e reduzir a transmissao do virus por transfusao de
sangue nos hemocentros incluem testes sorologicos (HBsAg/ anti-HBc/ anti-HBs), programas
de vacinagdo e mais recentemente, a realizacdo de testes moleculares que detectam o DNA-
HBV por NAT em minipools (MP) ou em amostras individuais (ID) &5 124-127) A
obrigatoriedade do NAT na hemorrede Nacional e privada, veio através da portaria
2.712/2013, de 12 de novembro de 2013. Antes disso estes testes eram realizados apenas em
alguns centros privados e poucos hemocentros como FHEMOAM que iniciou implantando
NAT para deteccdo do HIV e HCV em pools de 6 amostras. A rotina de triagem das bolsas de
sangue pelo NAT na FHEMOAM iniciou em Junho de 2012 e em Dezembro/2014 a
FHEMOAM foi contemplada para a realizagdo do teste NAT para HBV. Novos algoritimos
devem ser discutidos sobre a classificacdo de amostras HBsAg negativas, anti-HBc e ou anti-
HBs positivas e DNA-HBV negativas pois a Amazdnia brasileira ¢ uma area de alta
prevaléncia do HBV e que apresenta taxas de anti-HBc que variam de 5% a 76% (7> 10:49) A
eficacia da implantagdo do NAT para o HBV na FHEMOAM ainda ndo foi avaliada mas
certamente esta medida vem contribuindo para a segurancga transfusional pois desde do inicio

de sua implantacdo varios casos de doadores com HBO foram indentificados (informasio pessoal

FHEMOAM)
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A politica adoatada pelo MS ¢ descartar todas as bolsas de sangue anti-HBc reativas
colocando em risco o suprimento do estoque de sangue principalmente no interior do estado
onde as taxas sdo elevadas. Uma vez identificada a positividade para anti-HBc o doador ¢
considerado inapto definitivo. Os EUA estimaram que cerca de 500.000 doadores foram
excluidos devido a reatividade do anti-HBc isolado. A positividade anti-HBc isolada pode
estar associada tanto a infecgdes resolvidas, em que os niveis de anti-HBs decaem nao sendo
detectado por testes sorologicos como pode refletir estagio final de infecgdes cronicas nao
sendo detectado HBsAg ©®. Nos EUA 65% dos casos anti-HBc positivos era devido a
resultados falso-positivos, e em outros estudos na América do Norte e na Europa constou-se
que 90% dos doadores de sangue tinham anti-HBs associado ao anti-HBc e os 10% restante

eram anti-HBc falso - reativos devido a baixa especificidade dos ensaios ¢

Sabe-se que o anti-HBs ¢ um anticorpo de protecdo contra o HBV, refletindo uma
resposta vacinal ou resposta de um infec¢do pelo HBV resolvida (129, Estudos anteriores
sugeriram que as unidades de sangue com titulos de anti-HBs >100 mUI/mL eram seguros
para transfusdo 2%, No nosso estudo ndo foi possivel a avaliagdo do anti-HBs nos doadores
de sangue que carreavam anti-HBc sendo a maioria jovens adultos (52%). No grupo de
moradores de Eirunepé¢/AM, 92% dos individuos apresentavam anti-HBc associado a anti-
HBs com titulos acima de 100 mUI/ml sendo a maioria jovens adultos (55%) o que corrobora
com varios outros estudos % 97 102,113, 122) ‘Sendo assim ¢ possivel contestar a seguridade de
unidades de sangue com titulos de anti-HBs >100 mUI/mL uma vez que estes apresentam
DNA-HBV mesmo que em baixos titulos, podendo transmitir HBV por transfusdes

sanguineas, hemoderivados, transplante de figado 7129 130),

O teste para a deteccdo de acidos nucléicos (NAT) do HBV veio contribuir para
segurancga transfusional tendo sido introduzido a partir de 1990 em alguns paises como
Europa e no Japao. O objetivo do NAT para DNA-HBV ¢ de detectar unidades infectantes de
HBV em individuos na fase aguda da infeccdo e em portadores cronicos e foram
originalmente realizados em pools 16 a 96 doagdes (3! 132 A sensibilidade dos testes
realizados em minipools (MP) de 96 doacdes passou a ser questionada para deteccdo de
agentes infecciosos, devido as baixas cargas virais encontradas em doadores cronicamente
infectados pelo HBV, sendo mais eficaz quando se ¢ realizado a deteccdo individualmente
(NAT-ID) 131 133O Japdo optou por reduzir o tamanho do pool para 20 doagdes por

acreditar que unidades de sangue em fase tardia de infec¢do pelo HBV poderiam ndo ser
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detectadas por MP-NAT, comprovando através de ensaios realizados em pools de 50 doagdes
e depois de 20 doagdes 3. No nosso estudo testamos pools contendo entre 6 a 12 amostras
evitando assim a dilui¢do de DNA-HBYV originalmente em baixa concentragdo quando se testa
pools com um grande numero de amostras. Novas estratégias para melhorar a deteccdo de
agentes infecciosos, com mair sensibilidade e especificidade e menores custos se tornaram
possiveis mediante uso de ensaios comerciais em formato multiplex (HIV, HCV e HBV) por

plataformas automatizadas (13,

O NAT para o HBV no Brasil foi implantado at¢ o momento apenas em alguns
hemocentros nacionais, utiliza plataformas automatizadas com kits comerciais fabricados pela
Biomanguinhos em MP-6 doagdes. Estudos no Brasil relacionados a transmissao do HBV por
transfusoes sanguineas, transfusdo de orgdos, prevaléncia de HBO sdo ainda escassos. NoOs
aplicamos a estratégia para deteccdo do DNA-HBV em MP-6 doagdes utilizando a técnica de
PCR em tempo real “in house” para deteccdo de pelo menos duas regides do genoma como ¢
recomendado pela literatura ®®. No grupo dos doadores de sangue da FHEMOAM dos 48
MP-6 doagoes, 9 pools foram positivos para DNA-HBV. Quando esses 9 pools foram abertos,
54 amostras individuais foram rastreadas para pesquisa do DNA-HBV onde apenas 3 foram
positivas. Isso evidencia um possivel risco de transmissdo do HBV por doadores de sangue
com HBO assintomaticos, pois este estudo ndo avaliou o potencial de infecciosidade destas

particulas virais.

Em um recente estudo na Italia, foi realizada a pesquisa do DNA-HBV utilizando PCR
em tempo real ““ in house” em amostras que estavam armazenadas de uma soroteca em MP de
6 doacdes e amostras de acompanhamento e que inicialmente foram negativas para o DNA-
HBV. Os pesquisadores investigaram 70 minipools de 6 doagdes que foram inicialmente
reativos pelo NAT, testaram novamente “in house” e confirmaram que 25 pools eram
positivos e 18 amostras se mostraram DNA-HBYV positivas. Este estudo analisou também 28
amostras de soro de doagdes anteriores de 13 doadores identificados como casos de HBO
registrando que o NAT em MP-6 doagdes nao conseguiu detectar DNA-HBV em 14/28 (50%)
amostras que foram liberadas para transfusdo. Neste estudo italiano os casos de HBO eram em
doadores de repeticdo assim como em nosso estudo em doadores da FHEMOAM. No estudo
italiano foram identificados 2 receptores que receberam transfusdo de hemoderivados de um
doador com HBO e 5 meses apds a transfusdo apresentaram marcadores soroldgicos para

HBV (129),



56

Um estudo realizado no Japao detectou 265 doagdes com sorologia e MP-NAT
positivas para HBV, dentre 685.844 doadores de repetigdo. O NAT individual (NAT-ID)
detectou 13 doagdes DNA-HBV positivas dentre as 265 doagdes. Foi observado também que
1 receptor transfundido com componentes de sangue de um desses doadoares com HBO foi
identificado como caso de transmissdo do HBV por transfusdao, mostrando uma frequéncia de
transmissdo por HBO de aproximadamente 1/53.000 doagdes neste pais (139, Em outro estudo
no Japao foram analisadas 789 amostras de sangue que foram triadas pelo NAT em MP-20
doagdes, e revelou que 75 e 85% das infecgdes pelo HBV transmitidas por transfusdo
surgiram a partir de doadores em periodo de janela imunoldgica e de doadores com HBO,
respectivamente. A seguranca transfusional teria sido aumentada com o uso do NAT-ID. Este
estudo investigou também a relagdo entre os titulos do anti-HBc e a propor¢do de doadores
virémicos em 4.742 doadores de sangue com baixos titulos para anti-HBc e anti-HBs através
de NAT-ID. Esta andalise mostrou que 1,94% das doacdes com baixos titulos de anti-HBc e
anti-HBs eram virémicos e que os titulos de anti-HBc e a frequéncia de viremia ndo se
correlacionam (37, Nosso estudo ndo correlacionou os titulos de anti-HBc com estado
virémico dos doadores de sangue, entretanto os doadores com HBO tinham alta positividade

de anti-HBc.

No grupo de individuos de Eirunepé, dos 48 MP-6 amostras (soro), 25 pools foram
DNA-HBYV positivos e 9 amostras foram individualmente DNA-HBV positivas. Dentre as 9
amostras DNA-HBYV positivas 7 amostras tinham titulos de anti-HBs acima de 100 mUI/ml.
O Anti-HBs ¢ um anticorpo que confere imunidade contra o virus da hepatite B o resultado
positivo no teste Anti HBs, acima de 10 mUI/ml, significa que a pessoa estd imunizada contra
o virus da hepatite B, por ter tomado a vacina ou por ter tido contato com o virus HBV no
passado. No Japao as unidades de sangue com titulos de anti-HBs acima de 200 UI/L sao
aceitas independentemente da titulacdo do anti-HBc, e as unidades de sangue com titulos
baixos anti-HBc também sdo aceitas independentemente dos titulos de anti-HBs e amostras de
sangues com altos positividade do anti-HBc e baixos titulos de anti-HBs (<200 UI/L) sao
descartados (37, Os anticorpos totais contra antigeno nuclear da hepatite B aparecem na
circulagdo ap6s HBsAg e podem persistir por muitos anos apos o desaparecimento do HBsAg.
Anti HBc positivo pode ser o tnico sinal sorolégico de exposi¢do ao HBV durante o periodo
da janela imunolédgica (negativagdo HBsAg, positivagdo do anticorpo anti-HBs). Em paises
cuja prevaléncia de HBV é moderada como na Itlia a triagem para anti-HBc ndo ¢é realizada,

utilizando somente testes para detecgdo do HBsAg e o NAT para o HBV em minipools de 6
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ou 20 doagdes. Este procedimento foi questionado por Spreafico et al. (2015) num recente
estudo que relatou a transmissdo do HBV por transfusdo a partir da ndo deteccdo do DNA-
HBV em testes NAT em minipools. Diante destes resultados os autores recomendaram a
exclusdo de doadores anti-HBc positivos ou a substituicdo por um NAT mais sensivel
aplicado a amostras individuais ao invés de pools (!?9), No Brasil todas as unidades de sangue
reativas para anti-HBc sdo excluidas, gerando um forte impacto na manuten¢do do estoque de
sangue. No nosso estudo com o grupo de doadores de sangue da FHEMOAM das 294

amostras anti-HBc positivas testadas 3 amostras se mostraram DNA-HBYV positivo.

Nosso estudo realizado nos 288 individuos de Eirunepé/AM observamos uma
prevaléncia de hepatite B oculta relativamente baixa (3,1%) para uma area considerada de
média a alta prevaléncia para o HBV. Em um estudo realizado em 314 pacientes atentidos em
um hospital de emergéncia de Uganda/Africa, a prevaléncia de hepatite B oculta foi de 30%
(94/314), regido esta também altamente endémica para o HBV. Em nosso estudo a maioria
dos individuos era adulto jovem do género feminino (57%) e tinham anti-HBc associado a

anti-HBs semelhante aos individuos africanos estudados (13,

Nosso estudo apresenta limitacdes como o reduzido numero amostral. Além disso nao
dispomos de dados sécio-demograficos, vacinacdo para HBV, presenca de membros da
familia acometidos por HBV, exposi¢des de risco (transfusdo de sangue, cirurgias, uso de
bebidas alcéolicas) e nem todos doadores foram avaliados quanto a deteccdo de anti-HBs.
Devido a baixa carga viral caracteristica da HBO o ideal seria a realizagdo dos testes de PCR
em tempo real individualmente em todos participantes (doadores de sangue e individuos de
Eirunepé/AM). A baixa carga viral também ndo permitiu a realizagdo do sequenciamento e

genotipagem das amostras classificadas como HBO.

E possivel a observacdo de transmissdo do HBV por transfusio de sangue a partir de
individuos com HBO com baixos niveis de DNA-HBV no soro sendo potencialmente
infectante como observado em muitos estudos e que permanece em discussdo até hoje 71> 85
129, 134, 137, 139) Pesquisas sobre a prevaléncia de HBO em doadores da Amazonia Brasileira
sdo importantes para dimensionar o impacto da HBO na seguranca transfusional em
hemocentros de referencia para regido norte/ FHEMOAM. Esse estudo confirma a existéncia
de HBO em doadores de sangue da FHEMOAM e em individuos do interior da Amazonia
Brasileira, reforcando a importincia da implementagdo do NAT para o HBV neste

hemocentro
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6. CONCLUSAO

A prevaléncia de Hepatite B oculta entre os doadores de sangue da FEHMOAM foi de 1,0%

(3/294): 2 casos HBO no género feminino, 2 doadores de primeira vez.

Aprevaléncia de Hepatite B oculta nos individuos de Eirunepé/Amazonas foi de 3,3% (9/288),

sendo 6 casos em mulheres.

Entre os 9 individuos com HBO de Eirunepé, 7 apresentaram titulagdo do anti-HBs acima de

100 mUI/mL.

Este estudo evidenciou baixa prevaléncia de HBO em subgrupo de doadores de sangue da
FHEMOAM e moderada prevaléncia no grupo de moradores de Eirunepé/Amazonas com
HBsAg negativo. Embora baixa, esta prevaléncia indica que transmissdo por HBO pode
ocorrer na FHEMOAM. Estes resultados reforcam a importancia da implementa¢do de
métodos mais sensiveis para detec¢ao da infecgdo pelo HBV, como NAT em uso desde Junho
de 2012 permitindo assegurar melhor seguranca transfusional na FHEMOAM e util para

triagem de doadores de areas endémicas do interior do estado do Amazonas.
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