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RESUMO



A elevada porcentagem de positividade para o anti-HBc pode resuitar em excessiva perda
de doadores em uma determinada regido geografica, podendo afetar o suprimento de
sangue. Como a realizagdio do anti-HBc foi introduzida nos bancos de sangue como
marcador indireto da hepatite C, que hoje possui um teste especifico, passou-se a questionar
a necessidade dessa obrigatoriedade. Alguns estudos mostram a correlagfo entre a presenca
de anti-HBc¢ no doador e infecglo pelo VHB no receptor. Recentemente, com o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a determinagfio do
DNA do VHB, que de certa maneira auxilia a investigacdo dos pacientes anti-HBc

isoladamente reagentes.

Como os pacientes anti-HBc reagentes podem apresentar infec¢fio oculta pelo VHB,
procuramos avaliar a ocorréncia da mesma nos nossos doadores e por existir um potencial
de transmisséo do VHB procuramos avaliar se a vacinagfo seria capaz de levar os pacientes
com DNA-VHB positivo a eliminar esse VHB residual, pois podem soroconverter quando
recebemn a vacina contra a hepatite B. Essa conduta poderia ser usada para diminuir a

transmissio do VHB em areas altamente endémicas.

Sabe-se também que a infecgio oculta pelo VHB ocorre em altas freqliéncias entre
pacientes com HVC crbnica. Por isso avaliamos também uma amostra com esses pacientes.
Ao final, comparamos os resultados das prevaléncias de infecgfio oculta pelo VHB, de
soroconversio para o anti-HBs e de negativagio do DNA-VHB, em grupos com diferentes

graus de risco para aguisicdio da HVB.

Neste trabalho foram avaliados 587 doadores de sangue provenientes do Hemocentro
Campinas bloqueados na triagem de sangue do servigo de hemoterapia por apresentarem
positividade para o anti-HBc quando da primeira doac3io de sangue. Todos eram negativos
para o anti-HCV e anti-HIV. Foram identificados, responderam a um questionario
especifico e tiveram amostras de sangue coletadas para a realizagio de testes bioquimicos,
uma nova pesquisa dos marcadores da hepatite B e uma pesquisa do DNA do VHB pela
PCR.

Convocamos os pacientes com o resultado anti-HBc reagente/anti-HBs nfo reagente a

retornarem ac Ambuiatério para serem vacinados
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Ao final, obtivemos trés grupamentos: um de doadores de sangue anti-HBc ndo reagente,
provavelmente falso-positivos (grupo A); um constituido por doadores de sangue anti-HBc¢
reagentes/anti-HBs reagentes (grupo B); e outro por doadores de sangue anti-HBc
reagente/anti-HBs ndo reagente (grupo C). Nestes foi realizada a pesquisa do DNA do VHB
utilizando o soro da primeira coleta pela técnica da PCR “in house”. As amostras positivas
foram submetidas a nova pesquisa quantitativa do DNA-VHB com o teste Amplicor HBV
Monitor (Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ). Em 50 pacientes do grupo B,
também foi realizada a pesquisa do DNA do VHB pela PCR “in house”.

Quando do retorno dos pacientes do grupo C, faziamos a primeira dose (D1) da vacina
Engerix B®. Na época da segunda dose (D2) da vacina, cerca de 30 dias apés D1, e da
terceira dose (D3), cerca de 5 meses ap6s D2 coletdavamos nova amostra de sangue para a

realizacio de novas pesquisas do anti-HBs e do DNA-VHB.

Foi seleciopado também um grupo HBsAg negativo, anti-HBc reagente/anti-HBs néo
reagente/HCV reagente, constituido por 50 pacientes. 22 deles (10 DNA-VHB + e 12
DNA-VHB -) receberam as trés doses da vacina e pesquisou-se a soroconversio e a
negativagdo do DNA-VHB (grupo D). Para efeito de comparacio com o grupo D,
selecionamos um grupo de 26 pacientes HBsAg negativo/anti-HBc nfio reagentes/HCV

reagentes {grupo E).

Apos cada dose de vacina foi quantificado o anti-HBs. Foram classificados como
respondedores do tipo primario os que, apds D1, apresentaram dosagens de anti-HBs entre
10 a 100 mUI/mL. Os que apés D1 apresentaram dosagens de anti-HBs > 100 mUI/mL

foram classificados como respondedores do tipo anamnéstico (“booster”).

Definimos a resposta vacinal de acordo com a quantificagio do anti-HBs apés 3 doses de
vacina ¢ classificamos os pacientes em: nfio respondedores — soro ndo reagentes (S.N.R.)
(anti-HBs < 10 mUl/mL); pacientes com soroconversdo (anti-HBs 10 — 99 mU/mL}; e
pacientes com soroprotecio (anti-HBs > 100 mUI/mL).

Néo houve diferenca significativa entre os grupos A, B e C com relagfio ao sexo (p>0,05).

Houve diferenga significativa quanto 2 raga (p<0,05), com predominio da branca no grupo
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A. Houve taxas significativamente maiores de pardos e negros nos grupos B e C quando
comparada ao grupo A, que apresentou menor idade com relacfio aos outros £rupos
{(p<0,05).

Em relagio aos fatores de risco para a aquisi¢fo do VHB, foi pesquisado nos grupos A, B e
C os riscos de aquisico do VHB por via sangue, via sexual, sangue/sexual ou contato

domiciliar nfio sexual.

No grupo C, realizou-se em 100 doadores a pesquisa do DNA do VHB pela PCR. 6/100
(6%) pacientes HBsAg negativo/Anti-HBc reagentes/Anti-HBs ndo reagentes apresentaram
positividade para 0 DNA do VHB no soro, enquanto nenhum caso de positividade para o
DNA do VHB foi observado nos 50 pacientes HBsAg negativo/Anti-HBc reagentes, que ja

apresentavam positividade para o anti-HBs (p>0,05).

Apos D1 houve soroconversdo para o anti-HBs em 3/6 (50%) doadores que eram DNA do
VHB (+) € em 56/94 (59,6%) doadores DNA do VHB (-), (p>0,05). Apds D2, do total de
vacinados, soroconverteram 4/6 (66,7%) com DNA do VHB (+) e 79/94 {84%) com DNA
do VHB (-), (p>0,05). Apos D3, houve soroconversio acumulada em 6/6 (100%) doadores
DNA do VHB (+) ¢ em 84/94 (89,4%) doadores DNA do VHB (-), (p>0,05). No final,
10/94 (10,6%) DNA do VHB (-) ndo soroconverteram ap6s D3. Os 6/6 (100%) pacientes
DNA do VHB (+) pré-vacinal negativaram DNA do VHB apos D1, D2 e D3.

No grupo D, a pesquisa do DNA do VHB foi positiva em 12/50 (24%). Apbs D1
observou-se soroconversio para o anti-HBs em 5/10 (50%) pacientes DNA do VHB {(+)e
em 6/12 (50%) DNA do VHB (), (p>0,05). Apds D2 haviam soroconvertido 7/10 (70%)
pacientes DNA do VHB (+) e 8/12 (66,7%) DNA do VHB (-), {(p>0,05}. Apos D3, houve
soroconversdo acumulada em 9/10 (90%) pacientes DNA do VHB (+) e em 9/12 {(75%)
DNA do VHB (-), (p>0,05). Do total, 1/10 (10%) paciente DNA do VHB (+) e 3/12 (25%)
pacientes DNA do VHB (-) nfio soroconverteram apés D3.

Dos 10 pacientes infectados pelo VHC que eram positivos para o DNA do VHB, houve a
negativagio respectivamente em 77,8% (IC 95%: 50,6% - 100%), 87.5%
(I1C 95%: 64.,6% - 100%) e 90% (IC 95%: 71,4% - 100%) ap6s D1, D2 e D3.
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No grupo E, apés D1 houve soroconversio em 4/26 (15,4%; IC 95%: 1,5% - 29,3%), apds
D2 em 9726 (34,6%; IC 95%: 163 — 3529%) e apés D3 em 17/26
(65,4%; 1C 95%: 47,1% - 83,7%). Portanto, 17/26 (65,4%) apresentaram Soroconversio

acumulada, sendo que 9/26 (34,6%) pacientes ndo apresentaram Soroconversio.

Entre os 48 pacientes com hepatite C {grupos D+E), apés D1 observou-se que 15 (31,2%)
soroconverteram para o anti-HBs. Apds D2, 24/48 (50%) soroconverteram e apos D3,

35/48 (72,9%) apresentaram soroconversio acumulada.

Comparando-se os resultados dos grupos D e E, apés D1 observou-se soroconversio para o
anti-HBs em 11/22 (50%) pacientes do grupo D e em 4/26 (15,4%) do grupo E (p<0,05).
Apos D2 haviam soroconvertido 15/22 (68,2%) do grupo D ¢ 9/26 (34,6%) do grupo E
(p<0,05). Apos D3 houve soroconversio acumulada em 18/22 (81,8%) do grupo D e em
17/26 (65,4%) do grupo E (p>0,05).

Comparando-se 0s grupos C e D, a pesquisa do DNA do VHB feita em soro coletado antes
de DI foi positiva em 6/100 (6%) pacientes do Grupo C e em 12/50 (24%) pacientes do
Grupo D (p<0,05). No Grupo C, todos os 100 pacientes receberam a vacina e no grupo D,
22 pacientes receberam a vacina (10 DNA do VHB+). No total, apés D1 observou-se
soroconversdo em respectivamente 59/100 (59%) individuos do grupo C e em 11/22 (50%)
do grupo D. Apos D2, 83/100 (83%) individuos do grupo C e 15/22 (68,2%) do grupo D
soroconverteram. Apés D3, 90/100 (90%) individuos do grupo C apresentaram
soroconversdo acumulada contra 18/22 (82%) do grupo D (p>0,05).

No Grupo C, 6 (100%) pacientes DNA do VHB (+) negativaram apos as trés doses da
vacina. No Grupo D, dos 10 pacientes DNA do VHB (+), 9 (90%; IC 95%: 71,4% - 100%)

negativaram apos 3 doses da vacina.

Na soroconversdo para o anti-HBs nos vérios grupos estudados, houve aumento do
percentual de pacientes com soroconversio com o aumento da estimulacdio vacinal. O

grupo E apresentou soroconversio significativamente menor que 0s demais grupos apds D1
{(p<0,05), D2 (p<0,05).
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Quando comparamos a resposta vacinal apdés D1 dos pacientes do grupe C
(anti-HBc+/anti-HCV-) com a do grupo D (anti-HBc+anti-HCV+) notamos que houve
41%, 34% e 25% de ndo respondedores, respondedores do tipo primério e respondedores
do tipo anamnéstico, respectivamente; contra 50%, 36% e 14%, entre pacientes
co-infectados pelo VHC (p>0,05). A resposta do tipo anamnéstica foi apresentada por
25/100 (25%) pacientes anti-HBe(+)/anti-HCV(-), contra 3/22 (13,6%) pacientes anti-
HBc(+)/anti-HCV(+), (p>0,03).

Quando comparamos a resposta vacinal de acordo com a quantificagio do anti-HBs apés 3
doses da vacina, nos doadores do grupo C observou-se 10%, 50% e 40% de ndo resposta,
soroconversdo e soroprotecdo, respectivamente. Nos pacientes anti-HBc reagentes com

HCYV (grupo D) essas taxas foram 36%, 27% ¢ 36% (p<0,05).

Apos 3 doses de vacina houve diferenca significativa quando comparamos os 3 grupos de

acordo com o status sorologico para o anti-HBc¢ e o anti-HCV (p < 0,05).

Observou-se que 36,4% dos pacientes do grupo D nfo responderam as 3 doses de vacina,

contra 34,6% de nfo respondedores entre os pacientes do grupo E (p > 0,05).

Com este estudo, esperamos ter contribuido para um melhor entendimento da problemética
dos doadores anti-HBc isoladamente reagentes. Como podemos notar, esses individuos
podem apresentar infec¢fio oculta pelo virus B, principalmente quando estio co-infectados
pelo virus C, numa porcentagem significativa. Consideramos que novos estudos utilizando
a vacina contra o virus B precisam ser realizados para avaliarmos sua capacidade de
proteger os individuos com hepatite C, bem como eliminar, possivelmente, 0 VHB residual

em pacientes com infec¢o oculta pelo virus B.
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ABSTRACT



A high percentage of pesitivity for anti-HBc can result in excessive loss of donors in some
geographic regjons, and consequently could affect blood supplies. As anti-HBc testing was
originally implemented in blood banks as an indirect marker of hepatitis C, which now has
a specific test, there are now questions about the necessity for including this test. Some
studies have shown a correlation between anti-HBc in the donor and infection with HBV in
the receptor. Recently, with the advent of molecular biclogy techniques, it has become
possible to detect HBV DNA, which can help in the investigation of patients that are

anti-HBc reactive alone,

Since anti-HBc reactive patients can present occult infection with HBV, we decided to
evaluate the occurrence of this condition in our blood donors. As there individuals with
anti-HBc alone can potentially transmit HBV, we evaluated via PCR if vaccination is
capable of eliminating this residual HBV in patients who are HBV-DNA positive, as they
can seroconvert when they are vaccinated against hepatitis B. This could be a strategy to

reduce the transmission of HBV in highly endemic areas.

It is also known that occult infection with HBV occurs at high frequencies among patients
with chronic HCV. Consequently, we also evaluated a cohort of these patients. F inally, we
compared the results on prevalence of occult infection with HBV, seroconversion to
anti-HBs, and negativation of HBV-DNA, in groups with different degrees of risk for
acquiring HBV.

We made an ambulatory study of 587 blood donors attended at the Campinas Blood Center,
who were rejected by blood screening as they were positive for anti-HBc at the time of the

first donation. All of them were negative for anti-HCV and anti-HIV.

In this first stage of the study, the blood donors were identified and they responded to a
specific questionnaire. Also, on the day of the first visit, blood samples were collected to

make biochemical tests, to retest for hepatitis B markers and investigation of HBV DNA
with PCR.

We had three groups; there was a group of blood donors who were anti-HBc non-reactive,
based on the new tests done at our service. These were probably false positives (group A).

Group B was constituted of individuals who were anti-HBc reactive /anti-HBs reactive.
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Group C was constituted of blood donors who were anti-HBc reactive /anti HBs
non-reactive. An investigation for HBV DNA was done on these individuals, using serum
from the first blood collection, via “in house” PCR. The samples that were positive were
then evaluated quantitatively for HBV DNA, using a commercial test
(Amplicor HBV Monitor, Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ).

HBV DNA was also tested for in 50 randomly selected group B patients, via “in house”
PCR.

When the group C patients returned, we gave them the first dose (D1) of the vaccine
Engerix B®. At the time of the second dose (D2) of vaccine, about 30 days after D1, we
took another blood sample to test again for anti-HBs and for HBY DNA. The patients who
seroconverted after D1 did receive additional doses of vaccine. The second dose was

administered approximately one month after D1 and a third dose (D3), five months after
D2.

Another group of 50 HBsAg negative, anti-HBc reactive /anti-HBs non reactive /HCV
reactive patients was also included in the study, to investigate if there was occult infection
with hepatitis B virus. Among these 50, 22 patients (10 HBV DNA + ¢ 12 HRV DNA - )
were vaccinated for hepatitis B, and seroconversion and negativation of HBV-DNA were

then investigated. These patients were given the three doses of vaccine (group D).

For comparison with group D, we selected a group of 26 patients HBsAg
negative/anti-HBc non-reactive /HCV reactive, who were also being studied in our

ambulatory clinic (group E).

The individuals who had anti-HBs levels from 10 - 100 mIU/mL after D1 were classified as
primary type responders. Those who had anti-HBs > 100 mlU/mL after D1 were classified

as anamnesis (booster) type responders.

We defined vaccine response by quantifying anti-HBs afier three doses of vaceine, and we
classified the patients as non responders ~ serum non  reactive
(SN.R) - (anti-HBs < 10 miU/ml), patients with  seroconversion
(anti-HBs 10 — 99 mIU/mL) and patients with seroprotection (anti-HBs > 100 miU/mL}.
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There was no significant difference between the sex ratios of the groups (P>0.05).
However, there was a significant racial effect (P<0.05), with a greater predominance of
whites in group A. There were significantly more mulattos and blacks in groups B and C
compared to group A. Group A patients were significantly younger than those of the other

groups (P<(.05).

In the investigation of risk factors for acquiring HBV, we evaluated in the groups A, B and
C risks for blood borne HBV, via sexual contact, via blood/sexual and through non sexual

contact in the home.

One hundred group C donors responded to the request to participate in this project, and they
were examined for HBV DNA via PCR. In this group, 6/100 (6%) HBsAg
negative/ Anti-HBc reactive /Anti-HBs non reactive patients were positive for HBV DNA in
the serum, while none of the 50 patients, who were HBsAg negative/Anti-HBc¢ reactive
who already were positive for anti-HBs, tested positive for HBV DNA, though this

difference was not significant (P>0.05).

After D1 there was seroconversion for anti-HBs in 3/6 (50%) HBV DNA+ donors and in
56/94 (59.6%) HBV DNA-~ donors (P>0.05). After D2, among those who were vaccinated
4/6 (66.7%) HBV DNA+ and 79/94 (84%) HBV DNA- seroconverted (P>0.05). After D3,
there was accumulated seroconversion in 6/6 (100%) HBV DNA+ donors and in 84/94
{89.4%) HBV DNA~ donors (P>0.05). After the third vaccination, 10/94 (10.6%) HBV
DNA-— had not seroconverted. The 6/6 (100%) patients who were HBV DNA+ before the
vaccinations tested negative for HBV DNA after D1, D2 and D3.

HBV DNA was found in 12/50 (24%) of group D patients. There was seroconversion to
anti-HBs after D1 in 5/10 (50%) HBV DNA+ patients and in 6/12 (50%) HRBV
DNA- patients (P>0.05). After D2, 7/10 (70%) HBV DNA+ patients and 8/12 (67%) HBV
DNA~ had seroconverted (P>0.05). After D3, there was accumulated seroconversion in
9/10 (90%) HBY DNA+ patients and in 9/12 (75%) HBV DNA- patients (P>0.05). Among
these, 1/10 (10%) HBV DNA-+ patient and 3/12 (25%) HBV DNA- patients did not

seroconvert afier D3,
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In our mvestigation of negativation of HBV DNA in patients with HCV, we noted that
among the 10 patients infected with HCV who were positive for HBV DNA, there was
negativation in 77.8% (CI 95%: 50.6% - 100%), 87.5% (CI 95%: 64.6% - 100%) and 90%
(CT 95%: 71.4% - 100%) after D1, D2 and D3.

In group E, there was seroconversion after D1 in 4/26 (15%; CI 95%: 1.5% - 29.3%), after
DZ in 926 (35%; CI 95%: 163 — 52.9%) and after D3 in 17/26
(65%; CI1 95%: 47.1% - 83.7%). Therefore, 17/26 (65%) had accumulated seroconversion.

Among the 48 patients with hepatitis C (groups D+E), 15 (31%) seroconverted to anti-HBs
after D1. After D2, 24/48 (50%) seroconverted, and after D3 35/48 (73%) had accumulated

seroconversion.

Comparing the results of groups D and E, after D1, we found seroconversion to anti-HBs in
11/22 (50%) patients of group D and in 4/26 (15%) of the group E patients (P<(.05). After
D2 15/22 (68%) group D patients and 9/26 (35%) group E patients had seroconverted
(P<0.05). After D3, there was accumulated seroconversion in 18/22 (82%) group D patients
and in 17/26 (65%) group E patients (P>0.05).

Comparing groups C and D 6/100 (6%) group C patients and 12/50 (24%) group D patients
were initially HBV DNA positive (P<0.05). In Group C, all 100 patients were vaccinated,
and in group D, 22 patients were vaccinated (10 were HBV DNA+). After D1 there was
seroconversion in 59/100 (59%) group C patients and in 11/22 (50%) group D patients.
After D2, 83/100 (83%) group C patients and 15/22 {68%) group D patients seroconverted.
After D3, 90/100 (90%) of the individuals in group C had accumulated seroconversion,
compared to 18/22 (82%) in group D (P>0.05).

In group C, 6 (100%) HBV DNA+ patients negativated for HBV DNA after three doses of
vaccine. In Group D, among the 10 HBV DNA+ patients, 9 (90%; CI 95%: 71.4% - 100%)

patients negativated after 3 doses of vaccine.

In the seroconversion for anti-HBs in the various groups, there was an increase in the
percentage patients who seroconverted as the number of vaccinations increased. Group E
had significantly less seroconversion than the other groups afier D1 (P<0.05) and D2
(P<0.05).
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When we compared the response to vaccine afiter D1 in group C patients
(anti-HBc+/anti-HCV-) with those of group D (anti-HBc+anti-HCV+), we found 41%,
34% and  25% non responders, primary responders and  anamnestic responders,
respectively, compared to 50%, 36% and 14% among patients co-infected with HCV
(P>0.05).  An anamnestic type response was found in  25/100 (25%)
anti-HBc+/anti-HCV-- patients, compared to 3/22 (13.6%) anti-HBe+/anti-HCV+ patients
(P>0.05).

When we compared the response to vaccine by quantifying anti-HBs afier three doses of
vaccine, we found 10%, 50% and 40% non responders, seroconversion and seroprotection,
respectively. Among the patients who were anti-HBc reactive and had HCV (group D),
these rates were 36%, 27% and 36%, respectively (P<0.05).

After three doses of vaccine there were significant differences among the three groups in

their serological status for anti-HBc¢ and anti-HCV (p < 0.05).

Taking into consideration only those patients with hepatitis C {groups D and E) it was
found that 36.4% of the patients in group D did not respond to the three doses of vaccine,
compared to 34.6% who did not respond among group E patients (p>0.05).

We hope to have contributed, through this study, to a better understanding of the problems
that are posed by biood donors who are anti-HBc reactive. We found that such individuals
can have occult infection with hepatitis B virus, especially when they are co-infected with
hepatitis C virus. We suggest that further studies should be made with B virus vaccine to
determine its capacity to protect against hepatitis C, as well as the possibility of eliminating

residual HBV in patients who have occult infection with hepatitis B virus.
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1.1 - BREVE HISTORICO

As hepatites provocadas por virus sdo hoje doengas bem caracterizadas dos
pontos de vista clinico, laboratorial e epidemiolégico. Desde as primeiras descrices dessa
doenga, ainda na Grécia Antiga, muito se discutiu sobre a etiologia das mesmas. A partir de
1939, com o advento da biépsia hepatica, associou-se a doenca hepatite a alteracdes

inflamatodrias dos hepatécitos.

Em relacéio & hepatite transmitida por soro humano, a primeira descriciio clara
aconteceu em 1885, quando ocorreram casos de ictericias apds a vacinacio antivariélica de
trabalhadores alemaes (AACH, 1981). A ocorréncia dessas ictericias relacionadas ao uso de
plasma humano em soros e vacinas propiciou evidéncias para que ele fosse considerado
como o agente transmissor, o que foi reforgado com a observacfio de casos de ictericias em

receptores de sangue ou derivados (BEENSON, 1943).

Em 1965, BLUMBERG ¢ colaboradores descobriram um antigeno no soro de
um aborigene australiano que reagia com soros de hemofilicos, sendo inicialmente
associado as leucemias. Mais tarde foi encontrado em mongoléides, em hansenianos e em
doentes com hepatites virais (BLUMBERG, 1967), além dos leucémicos. No Japio,
OROCHI & MURAKAMI (1968) estabeleceram a associagdo entre a presenca do antigeno
Australia em doadores de sangue, e o desenvolvimento de hepatite pos-transfusionais nos
receptores de unidades positivas para esse antigeno. Posteriormente, o antigeno Australia
foi finalmente associado &s hepatites agudas e cronicas e aos portadores sdos, sendo
proposta a sua pesquisa rotineira, por imunodifusfio, para triagem dos doadores de sangue
(BLUMBERG et al, 1969).

1.2 - O VIRUS DA HEPATITE B, SEUS ANTIGENOS E ANTICORPOS

A caracterizacdio do virus da hepatite B (VHB), de seus antigenos e dos
anticorpos associados ficou praticamente completa no inicio dos anos 70. Isso possibilitou
estabelecer perfis sorologicos da infecgio pelo VHB, bem como permitiu diferenciar casos
de hepatites produzidas pelo virus da hepatite A (VHA) (FEINSTONE et al, 1973).
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Sabe-se agora que VHB pertence & familia de virus denominado hepadnavirus.
Come observado por Dane, & microscopia eletrénica, no soro de individuos infectados pele
VHB, ¢ possivel encontrar trés tipos de particulas. A menor delas ¢ esférica, com 22 nm de
didmetro, e representa o antigeno de superficie (HBsAg) com seu envoltorio lipidico. Essa
mesma particula, quando vista no ME, em outra incidéncia, apresenta o mesmo filamento
de HBsAg envolto por lipideos medindo 22 - 200 nm de comprimento por 22 nm de
didmetro. Estas particulas nfo sfo infecciosas e s@o produzidas em grande quantidade
durante a infec¢fio viral. As particulas de Dane propriamente ditas sfo esferas com 42 nm
de didmetro e constituem o virion completo (DANE er al, 1970). Essas particulas do VHB
séo constituidas por um envoltério lipidico que contém o antigeno de superficie do VHB
(HBsAg) e uma estrutura central densa (core). Essa estrutura central possui uma proteina
(HBcAg) que induz a formacdo de anticorpos especificos (anti-HBcAg) pelos individuos
infectados. O antigeno do core (HBcAg) nido € secretado, sendo por isso muito dificil sua
detecclio no sangue circulante, diferentemente do que ocorre no figado doente, onde ¢
muito abundante. O HBcAg ¢ encontrado nos hepatocitos de doentes aguda ou
cronicamente infectados pela técnica da imunoperoxidase. Na zona central da particula de
Dane, observa-se ainda a presenca do acido nucléico viral (DNA-VHB). Esse DNA, que
forma a matriz genética do virus, possui uma dupla cadeia, disposta circularmente, ¢
contém 3.200 nucleotideos. No genoma ainda se enconfram enzimas como a
DNA-polimerase e a fosfoquinase (DEINHART, 1991). Na parte central do virus estd
presente ainda um outro antigeno, denominado antigeno “¢” (HBeAg), que € secretado ¢
que, diferentemente do HBcAg, pode ser facilmente detectado no sangue
{(MAGNIUS ef al, 1972). Esse antigeno associa-se a replicacio e infectividade viral e induz
a formac@o de anticorpo especifico (anti-HBeAg), normalmente relacionado 4 parada da
replicacd@io viral (ALEXANDER, 1990).

No genoma do VHB identificam-se quatro estruturas génicas principais: S, P, C
e X, que possuem diferentes fungdes (Figura 1). O gene S € dividido em trés sitios de
iniciagio, 0 que levé.ré a formacfio de trés diferentes proteinas de superficie com suas
formas glicosiladas (GERLICH er i, 1991): a p25 (proteina de cadeiz curta ou S), a p33
{proteina de cadeia média, pré-52 ou M) e a p30 (proteina de cadeia longa, pré-Siou L).

Entre esses peptideos, a p25 ¢ predominante e representa o principal antigeno de superficie

Introducio
46



(HBsAg) que induzird a formacio do anticorpo anti-HBsAg. Esse peptideo é encontrado

em niveis elevados nas fases aguda ou crdnica da HVB.

O gene S do DNA do VHB, quando inserido em células fangicas, pode
programa-las para produzir o HBsAg da vacina utilizada hoje, prevenindo infecgGes pelo
VHB. A protecfo contra a infeccfio parece ser conferida primariamente pela formacdo de
anticorpos contra o determinante antigénico “a”. Alguns variantes do virus da hepatite B,
com mutagdes nesse determinante antigénico, tém sido descritos em individuos vacinados
ou imunizados passivamente contra a hepatite B. Tais variantes apresentam uma
substituicdo do aminodcido (glicina ou arginina) na posicio 145 da proteina S, ¢ acredita-se
que resultem de uma alteragfio comum decorrente do processo de transcrigio do genoma
viral, que sofreu uma pressdo seletiva ao infectar esses individuos. Portanto, a protegdo
grupo “a” especifica induzida pelas vacinas de hepatite B, pode nfio proteger contra esse
escape viral, resultando em falha vacinal. A freqiiéncia desses eventos e suas possiveis
implicag8es quanto ao sucesso das estratégias de vacinagdio contra a hepatite B ainda nio
estdo esclarecidos (CARMEN ez al, 1990).

A penetragio do virus da hepatite B nas células hepéticas parece ser mediada
por seqiiéncias de amino4cidos encontrados nas regides pré-S1 e pré-S2. Na regido pré-S2
fol descrito um receptor para a albumina polimerizada humana (pHSA), que também seria
encontrado nos hepatdcitos. Sugere-se que a pHSA funcione como ponte de ligacfo,
proporcionando a captagBo do virus pela célula. As evidéncias de que as proteinas L e M
podem aumentar a imunogenicidade do HBsAg tém levado vérios autores a realizarem
estudos  adicionando essas proteinas 4s  vacinas contra a hepatite B
(LEROUX-ROELS et al, 1997).

O gene C e a regifio pré-C (pré-core) que o precede codificam o antigeno do
core do VHB (HBcAg) ¢ o HBeAg respectivamente. Rotineiramente, podemos pesquisar o
HBcAg no tecido hepatico e 0 HBeAg no soro, dada a sua solubilidade. Podem ocorrer
mutagSes na regido pré-C, produzindo regides C inativas que resultam em replicagdio viral
contintada, incapaz, porém, de produzir e expressar o HBeAg solivel
(GERLICH et al, 1991).
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O gene P codifica a DNA-polimerase, uma enzima especifica para duplicar o
DNA, que também possui atividade de transcriptase reversa. Issc permite que ¢ DNA-VHB
seja produzido a partir do RNA precursor (RAYMOND et al, 1993). A replicacdo do VHB

ocorre predominantemente no hepatdcito.

No genoma do VHB encontramos ainda o gene X, cuja funcio € desconhecida.
Esse gene produz o antigeno X (HBxAg), que parece estar associado ao processo de
replicaglio viral, particularmente na etapa de transcrigdo do VHB. Sua possivel associagdo

com o desenvolvimento de carcinoma hepatico tem sido motivo de controvérsias
(FEITELSON, 1992).

GEMEC

DHA-POL MERARE

Figura 1 - Constituico do genoma do VHB com suas estruturas génicas.
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1.3 - DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA INFECCAO PELO VHB

A confirmaco diagnéstica de infec¢fo pelo VHB pode ser realizada tanto pelos
testes soroldgicos (ensaios imunoenzimdticos ou EIA e radioimunoensaio ou RIA), que
buscam identificar no soro os antigenos (HBsAg e HBeAg) e anticorpos
(Anti-HBcAg, Anti-HBeAg e Anti-HBsAg) presentes nessa infecgfo, como pelos testes
moleculares (pesquisa quantitativa ¢ qualitativa do DNA do VHB). Além disso, pode ser
realizada a pesquisa de antigenos HBsAg e HBcAg no tecido hepatico

(marcadores virais teciduais) pela imuno-histoquimica.

Ap0s o periodo de incubagfio, que varia de 50 a 180 dias, e duas a seis semanas
antes do aparecimento da ictericia, j4 podem ser detectados no soro os antigenos HBsAg e
HBeAg, que indicam, em tltima andlise, a presenca do VHB replicante e infectante. O
HBeAg ¢, portanto, um marcador de replicagdio e infectividade do VHB. Sua presenca
associa-se, usualmente, A positividade do DNA do VHB no soro e a um maior risco de
transmissdo da infec¢do. O antigeno HBcAg € um antigeno intracelular e insolivel, nfo
podendo ser detectado no soro. Nesse periodo pré-ictérico, ocorre elevagio gradativa dos
niveis de AST e ALT, expressando a les@o hepatocitica progressiva. No inicio do periodo
ictérico as dosagens dessas enzimas alcancam seus niveis mais altos. No periodo ictérico,
além dos sintomas da doenca aguda, nota-se também o aparecimento, em concentragoes
crescentes, do anticorpo Anti-HBcAg, dirigido contra o antigeno do core do VHB
(HBcAg). Anticorpos IgM contra o HBcAg (anti-HBc-IgM) normalmente sio considerados
imporiantes marcadores para o diagnostico de hepatite B recente, sendo o primeiro
anticorpo que surge no soro desses pacientes cerca de um més apds o aparecimento do
HBsAg (LEMON et al, 1981; HOLLINGER, 1996). Essa fragio IgM também pode estar
elevada, de maneira intermitente, em pacientes com hepatite B cronica HBeAg positivos,
gue apresentam periodos de ¢levagdio de ALT (“flares” de ALT) durante os episédios de
reativacdo da doenca (HOLLINGER, 1996; SJOGREN er al, 1985). O anti-HBcAg total
geralmente persiste por toda a vida do individuo infectado pelo VHB. O aparecimento do
anti-HBeAg evidencia que o individuo estd caminhando para a recuperagdo, pois o mesmo
¢ indicativo de diminuicio de replicagfo, com conseqiiente queda na infectividade. Na fase

de convalescéncia ocorrerd aumento progressivo das concentragdes do Anti-HBsAg que,
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associado ao anti-HBcAg, indica cura da infeccdo pelo VHB, com o conseqiiente
desenvolvimento de imunidade para esse virus. Como se observa na fase aguda, a ictericia,
se presente, diminui conjuntamente com as concentragdes do HBsAg, do HBeAg e da ALT
no soro do paciente. Existe um periodo chamado janela imunoldgica, onde nfo se detecta o
HBsAg no soro, tampouco o Anti-HBsAg. Nesse periodo o diagnodstico de infecgio pelo
VHB ¢ evidenciado pela pesquisa de anticorpos, principalmente o Anti-HBcAg total. O
Anti-HBcAg pode, portanto, ser detectade durante a fase de antigenemia do HBsAg
(fase aguda), na fase intermedidria (janela imunolégica) e a de convalescéncia ¢ de
imunidade, associado ao Anti-HBsAg. Nos casos de infecgdio pelo VHB, quando o HBsAg
estd diminuindo, sua concentracdo se apresenta em niveis circulantes abaixo do limite de
deteccio dos testes laboratoriais (RIE e ELISA), sendo essa impossivel
(DIENNSTAG, 1983). Nesses casos, o anti-HBc pode ser o unico indicador de
infectividade. Existem relatos de transmissio do VHB através de individuos
HBsAg-negativos, principalmente quando o anti-HBc for positivo em altos titulos
(GONCALES JR. et al, 1993; HOOFNAGLE et al, 1974)

O anti-HBc positivo isolado também pode representar baixo nivel virémico,
perda de Anti-HBs muitos anos apdés a recuperacgio, ou resultado faiso-positivo. O
individuo serd considerado curado e estarad imune a reinfeccio pelo VHB somente apds o
aparecimento do anti-HBsAg no soro. Raras vezes, o HBsAg e o anti-HBsAg podem ser
concomitantemente encontrados no soro, pela incapacidade do anti-HBsAg em neutralizar
os antigenos circulantes. Em tais casos o individuo deve ser considerado portador do virus
VHB.

Nos pacientes gue evoluem para hepatite crdénica, o HBsAg permanecerd
detectavel no soro por mais de seis meses. Nesses casos de infecgfio crénica o individuo
podera permanecer reagente para © HBeAg por varios anos ou apresentar S010Conversio em
um periodo de tempo varidvel. Essa caracteriza-se pelo surgimento do anticorpo
anti-HBeAg, com o consegliente desaparecimento do antigeno HBeAg associado 2
negativacio do DNA do VHB no soro; ¢ associa-se com parada da replicaclo e
significativa reducio da infectividade do soro, o que usualmente leva a normalizacdo dos

niveis de aminotransferases. Em decorréncia desses fatores, havera progressiva remissfo da
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doenca hepatica. Uma pequena percentagem de pacientes anti-HBeAg positivos pode
continuar a apresentar doenca hepdtica ativa com positividade para o DNA do VHB,
decorrente de uma baixa replicagdo residual do virus selvagem, apesar de ji ter ocorrido
soroconversdo para o HBeAg. Isso também pode ser observado nos casos de surgimento de
cepas do VHB com mutagBes na regidio pré-core. A fase de convalescenga da infeccio,
caracterizada pela perda do HBsAg e pelo desenvolvimento do anti-HBsAg, pode ocorrer
em um numero restrito de pacientes com infecgfo crdnica pelo VHB. O fendmeno parece
ser particularmente comum em pacientes em hemodialise (7%), quando comparados com
outros pacientes HBsAg positivos (2%) (FOUTCH et al, 1983). A presenca de anti-HBs

nesses pacientes parece ndo ter importéncia clinica.

Pacientes vacinados contra o VHB apresentam um padriio soroldgico tipico,
com desenvolvimento apenas dos anticorpos contra o antigeno de superficie (anti-FHBsAg).
Raras vezes o HBsAg e o anti-HBsAg podem ser concomitantemente encontrados no soro,

pela incapacidade do anti-HBsAg em neutralizar os virus circulantes.

1.4 - DIAGNOSTICO MOLECULAR DE INFECCAO PELO VHB

Os recentes avangos no diagnoéstico das infecgdes virais, conseqiientes ao
desenvolvimento de novos testes e métodos de biologia molecular, tém propiciado um
aumento consideravel da nossa capacidade em diagnosticar novas formas de infecgfio pelo
VHB. Receniemente, tornou-se possivel a deteccdio do DNA do VHB no soro e no tecido
hepatico, para a qual foram desenvolvidas técnicas de hibridizagiio molecular, a partir de
1980. A técnica da reagfio em cadeia da polimerase (PCR), posteriormente introduzida, é
um método altamente sensivel e especifico que permite a amplificacdo de um fragmento
especifico de DNA, através de um processo enzimdtico que utiliza um par de
polinucleotideos especificos (“primes™) que flanqueiam a regifio a ser amplificada, cuja
concentragdo final excede em milhares de vezes a do restante do DNA presente na amostra
analisada. A detecc8o do DNA-VHB por este ensaio foi descrita por LARZUL ef af (1988),
THIERS ef o/ (1988) e KANEKO et af (1990).
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1.5 - AINFECCAO OCULTA PELO VHB

Em locais de baixa endemicidade do VHB se tem notado que cerca de 10% dos
pacientes que apresentam o padrdo soroldgico de positividade isolada do anti-HBcAg
{(janela imunolégica) sio positivos para 0 DNA do VHB pela PCR. O padrio laboratorial
dessas infecgbes ocultas pelo VHB € a auséneia de positividade para o HBsAg no soro,
associada & presenca dos anticorpos contra o VHB, particularmente o anti-HbcAg, e a
presenca de baixo nivel de DNA do VHB circulante (CACCIOLA er a/, 1999; BRECHOT
et al, 2001; CHAZOUILLERES et al, 1994; FONG er al, 1993; LORIOT ef al, 1997).
Essas infeccdes tém sido confirmadas por estudos que utilizam os testes da PCR in house
para pesquisar o DNA do VHB, comumente mais sensiveis que os testes comerciais
automatizados disponiveis. O limite de detecgfio dos testes da PCR in house tem variado de
10 a 100 copias/mL, enquanto os testes automatizados apresentam menores sensibilidades
(geralmente acima de 400 copias/mL). Para se diagnosticar a infecciio oculta pelo VHB.
tem-se procurado utilizar testes moleculares cada vez mais sensiveis, capazes de detectar
um nimero menor de copias. Como os testes automatizados sfio menos sensiveis que os
testes “in house”, muitos casos de positividade para 0 DNA do VHB acabam ndo sendo

detectados.

Recentemente, alguns autores tém relatado a ocorréncia de infecgfo oculta pelo
VHB em  pacientes co-infectados com o virus da  hepatite C
(CACCIOLA et al, 1999; BRECHOT er al, 2001; BAGINSKI ef al, 1992; UCHIDA et al,
1997, GONCALES JR. ef al, 2003). O fdnico parmetro laboratorial desta infeccio é a
presenga do anti-HBcAg (FOUTCH er af, 1983; SHIOTA e al, 2000;
SANCHEZ-QUIJANG er al, 1993; JEANTET ez al, 2002). Hoje existern evidéncias
crescentes de que, para esses pacientes HBsAg-negativos, a infecgfio pelo VHB nio deve
ser considerada resolvida, podendo inclusive ser transmitida para outros individuos. Ha
relatos de transmissdo para contactantes sexuais; por via parenteral (mfe-filho); por
transfusbes de sangue; em estudos experimentais, para chimpanzés; ¢ em casos de
transplantes de oOrgios provenientes desses doadores (BRECHOT e al, 2001;
SHIOTA, ef ai, 2000; THIERS er o/, 1988; JEANTET e al, 2002).
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Muitos autores tém pesquisado a presenga do DNA-VHB nos soros com o
anticorpo anti-HBc isoladamente positivo, relatando grande variagfio na freqgiiénecia desse
achado (SHIH er al, 1990; LUO er al, 1991; KROES er al, 1991; SUMAZAKI et al, 1989).
Em um estudo realizado na China, em 1991, o DNA-VHB foi detectado em 74 de 214
(34,6%) individuos com anti-HBc isolado (LUO ez al, 1991). Em outro estudo, realizado
também na China, nfo foi encontrado em nenhum dos individuos anti-HBc positivos o
DNA-VHB (SHIH ez al, 1990). Na Holanda, em 1991, outro estudo demonstrou que 5 de
52 (9,6%) individuos que eram anti-HBc reagentes apresentavam o DNA-VHB no soro
(KROES et al, 1991).

SUMAZAKI ef al, em 1989, relataram o encontro de DNA-VHB pela técnica

da PCR em 60% dos doadores com anti-HBc isoladamente.

No Brasil, Arraes e colaboradores encontraram, dentre 1.000 doadores de
sangue estudados, 120 (12%) com positividade para o anti-HBc. Desses, 10 apresentavam o
HBsAg ¢ eram DNA-VHB positivos. A pesquisa do DNA-VHB foi realizada em 110
doadores de sangue HBsAg negativos, sendo encontrados 3 casos positives, dos quais 2

eram anti-HBsAg positivos.

A pesquisa do DNA-VHB estendeu-se para os casos de doadores anti-HBs
positivo, com o objetivo de se avaliar a possibilidade desses individuos retornarem para o
grupo de doadores de sangue, pois a presenga do anti-HBs positive configuraria o perfil de
imunidade & hepatite B e portanto cura da infece@io (SHIH er al, 1990; WANG ef al, 1991;
ZHANG et al, 1993). Esses estudos demonstraram a presenca de DNA do VHB,

pesquisado pela PCR, em soros anti-HBs positivos, com a freqiiéncia variando de 4 a 56%.

1.6 - VACINA CONTRA A HEPATITE POR VIRUS B

O primeiro passo para o desenvolvimento de uma vacina para prevenir a
infecclo pelo virus da hepatite B foi dado por KRUGMAN, ao demonstrar que, quando
aquecido por um minuto, o soro diluido de um paciente infectado, contendo particulas

contaminantes de hepatite B (cepa MS-2), perdia sua infectividade, mas prevenia ou
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modificava o curso da infeccio em aproximadamente 70% dos vacinados. Baseado nesse
mesmo principio, HILLEMAN elaborou uma vacina derivada de plasma de portadores
cronicos contendo particulas de HBsAg infectantes, que foram inativadas por formalina. O
teste inicial da vacina foi feito em chimpanzés e, posteriormente, em humanos, mostrando

resultados favoraveis quanto a seguranga e imunogenicidade (SZMUNESS ez af, 1980).

Em meados de 1976 surgiram os primeiros resultados de eficicia da vacina
contra a hepatite B inativada, testada em humanos e obtida a partir de soro de doadores
infectados (MAUPAS et al, 1976).

Na década de 80 a tecnologia do DNA recombinante foi responsavel por
transformacgdes radicais nos conceitos da virologia da hepatite B. O entendimento da
organizacdo do genoma, transcricio e replicagdo do virus levaram a producdo de novas
vacinas, através de técnicas de engenharia genética altamente eficazes e seguras. Essas
vacinas resultam da recombinacio de um segmento do genoma do virus da hepatite B, que
codifica a principal proteina de superficie viral, a proteina S, ou antigeno HBsAg
(HADLER et al, 1992).

Estudos vém sendo realizados com dois outros polipeptideos de alto peso
molecular existentes no envelope viral: as proteinas M e L. A primeira contém em sua
extensdo 44 aminoacidos em comum com a segunda, denominada de regido pré-S2. A
proteina L. possui 108 ou 119 adicionais (dependendo do subtipo do virus B), de regido
pré-S1. E sugerido que a adigio de regides pré-S 2 proteina S poderia levar a um aumento
da mmunogenicidade vacinal (NEURATH er al/, 1986). Entretanto, alguns estudos recentes
ndo tém demonstrado que a adigo dessas seqiiéncias 4 vacina de hepatite B aumente a
resposta de anticorpos (LERQUX-ROELS ef al, 1997).

Existem dois tipos de vacinas para a imunizacio contra a hepatite B, estando

disponivel no mercado o segundo tipo:

1. Vacmas derivadas do plasma humano, também denominadas vacinas de
primeira geracfio: consistem predominantemente de particulas purificadas nfio infecciosas

de 22 nm do HBsAg, obtidas a partir de um pool de plasma de portadores do virus da
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hepatite B, tratados pelo calor ou por processos quimicos, inativando o VHB residual ou
outros agentes bioldgicos eventualmente presentes. Essas vacinas também incluem

quantidades variaveis de antigenos pré-S1 ou pré-S2.

2. Vacinas obtidas por tecnologia de DNA recombinante, ditas de segunda
geragio: envolvem a inserco do segmento do genoma do VHB, que codifica o HBsAg em
plasmideos, utilizando como sistema amplificador uma levedura
(Saccharomyces cerevisiae) ou culturas de células  de mamiferos

(ovarios de hamsters chineses), que expressam o HBsAg (HADLER er al, 1992).

As vacinas contra a hepatite B utilizadas em nosso meio sfo produzidas por
biologia molecular e possuem a proteina de superficie (HBsAg) do virus, porém nfo
possuem as proteinas pré-S1 e pré S2, presentes na primeira geracdo de vacinas contra a
hepatite B. Ambos os tipos de vacina s3o considerados igualmente imunogénicos,
produzindo uma resposta imune humoral contra o epitope “a” do HBsAg. O anticorpo
anti-HBsAg protege contra todos os subtipos do VHB, exceto o raro mutante por escape do

-

epitopo “a”.

Apés a vacinagfo, os titulos de anti-HBsAg superiores a 10 mUI/mL sfo
considerados protetores contra o virns da hepatite B. Porém, alguns estudos tém
demonstrado que individuos com titulos de anti-HBsAg entre 10 e 99 mUImL
(baixa resposta) em um periodo de 5 anos apés a vacinagfic apresentaram hepatite B
assintomatica. O mesmo néo ocorreu com individuos com titulos de anti-HBsAg superiores
a 100 mUl/mL (soroprotego) (WN ez al, 2000). Esses dados levam a pensar que titulos de
anti-HBsAg superiores a 10 mUI/mL seriam expressdo de soroconversio e que titulos

superiores a 100 mUI/mL seriam indicativos de soroprotecéio.

A vacina contra o VHB apresenta eficacia de 85 a 95% em prevenir a infecgio
em adultos jovens. A porcentagem de soroconversdo ocorre inversamente 2 idade, de modo
que niveis protetores de anticorpos sdo encontrados em apenas 70% das pessoas que tém
entre 50 e 39 anos e em 50 % daqueles com mais de 60 anos de idade
(HOLLIGER, 1989; DENIS er al, 1984; PEARL er al, 1993). A soroconversdo também
diminui com a presenga de insuficiéncia renal (NAVARRO er af, 1994; JAISWAL e 4l

Imtroducio
35



1995), diabetes, doenga hepatica cronica, infec¢fio pelo virus da imunodeficiéncia humana,
tabagismo e obesidade (HOLLINGER, 1989; CHOUDHURY ef al, 1995). As mulheres
apresentam taxas de soroconversio discretamente maiores gque os homens
(HOLLINGER et ai, 1986; STRUVE, 1992). Entre aqueles que nfio obtiveram resposta
vacinal adequada apds as trés doses iniciais, 25 a 40% respondem apds uma tnica dose

adicional e 50 a 70% respondem a um novo esquema de ré€s doses
(GARDNER ef al, 1993; DIENSTAG, 1994).

Como regra geral, a imunizaciio com a vacina da hepatite B € considerada
eficaz quando a concentragdo do anticorpo contra o antigeno de superficie € igual ou
superior a 10 mUI/mL. A velocidade da queda do titulo de anticorpos para niveis
considerados nfio protetores (abaixo de 10 mUI/mL) depende da concentragic méxima
atingida apds a vacinagio (HADLER et al, 1986; HALL, 1993).

A duragdio da mmunidade conferida pela vacinacdo contra o VHB nfio estéd
completamente estabelecida. As observagBes mais recentes sugerem que a proteglo
permanece pelo tempo em que for possivel detectar o anticorpo contra o HBsAg na
circulagio. Cinco anos apds a aplicacio, cerca de 90% dos vacinados ainda mantém
anticorpos detectaveis e em aproximadamente 80% os niveis de anticorpos sio
considerados protetores (McKINNEY er al, 1991; POOVORAWAN er al, 1992;
FORTUIN et af, 1993). O desaparecimento do anti-HBs apds a vacinagfo, entretanto, nfo
implica necessariamente em perda da protecio. Mesmo nos casos em que o anti-HBs se
torna indetectavel apds a imunizaco primdria, a exposigio natural ao VHB tempos apds a
vacinacio resulta em uma imediata resposta “booster-like”: uma rea¢fio anamnéstica, que se
traduz por aumento nos titulos de anti-HBs em concentragdes suficientes para proteger
contra a infecgfo. Mesmo sete anos apds a vacinacfo, quando uma grande proporgio de
vacinados ndo possui anti-HBs detectavel, uma dose de reforgo leva & resposta
anammnéstica, sugerindo que a exposicio natural ao VHB estimularia ¢ sistema imune, que
mostraria resposta semelhante (DIENSTAG, 1994).

Apesar de as vacinas disponiveis contra a2 hepatite B serem altamente
imunogénicas e protetoras, ainda existem algumas limitacBes, como um percentual de
pessoas {2 a 5%) que nfio apresentam soroconversio apds a vacinacdo, ou inconveniéncias

posolégicas, como a necessidade de maltiplas doses (CHALASANI er al, 1997).
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1.7. A ABORDAGEM DOS INDIVIDUOS ANTI-HBcAg REAGENTES

Como ja referido, a interpretagio do encontro de anti-HBc positivo depende da
presenga de outro marcador. Quando associado & positividade do HBsAg, indica infecciio
ativa. Quando associado a positividade do anti-HBs, configura o perfil de imunidade 2
hepatite B (HOOFNAGLE, 1981). Algumas vezes esse marcador ¢ encontrado de forma
isolada. Seu encontro pode ocorrer com freqiiéncia varidvel conforme a regifio estudada:
0,1% em 4dreas de baixa endemicidade pelo VHB (EUA) até 13,2% e 20% em &reas
hiperendémicas (Xangai e Senegal, respectivamente). No Brasil também varia de acordo
com a regido estudada, chegando a 50% na Amazdnia (STARUSS, 1995), 11% em
Campinas (GONCALES JR. et al, 1993) e 16,4% no Rio de Janeiro. (LEITE ef al, 1992).

O encontro de positividade isolada para o anti-HBc ¢ passivel de diferentes
interpretagdes (HOOFNAGLE, 1981):

1. Trata-se de um portador do VHB com niveis séricos de HBsAg muito baixos,

que ndo seriam detectados pelos métodos habituais de pesquisa;

2. Trata-se de um individuo imune & hepatite B, no caso de infeccio remota,

com baixos titulos de anticorpo, nfio detectados pelos métodos de rotina;
3. Trata-se de um resultado falso-positivo;

4. Trata-se de um periodo de janela imunclégica, ou seia, j&4 ocorreu o

desaparecimento do HBsAg, porém ainda ndio surgiu ¢ anticorpo anti-HBsAg.

Em termos praticos, a elevada porcentagem de positividade para o anti-HBc
pode resultar em excessiva perda de doadores em uma determinada regific geografica,
podendo afetar o suprimento de sangue. No Brasil, a pesquisa do anti-HBc e a dosagem de
ALT s8o realizadas em alguns bancos de sangue desde 1989, tornando-se obrigatéria a
partir de 1993, por recomendacio do Ministério da Satide (portaria 1376 de 19/11/93).
Como a realizagdo do anti-HBc foi introduzida nos bancos de sangue como marcador
indireto da hepatite C, que hoje possui um teste especifico, passou-se a questionar a

necessidade de continuar sendo obrigatéria a realiza¢do desse procedimento.
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O encontro do anti-HBc isolado em bancos de sangue suscita muitas diavidas
em sua interpretagfio em relacfio 4 probabilidade de transmissiio do VHEB. Muitos estudos
foram realizados e alguns mostraram a correlacio entre a presenga de anti-HBc no doador ¢
iﬁfecgéio pelo VHB no receptor (LANDER, 1978; RAKELA, 1980; DIKE, 1982; LARSEN
et al, 1990; HOPKINS, 1992). Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular,
tornou-se possivel a determinacdo do DNA do VHB, que de certa maneira auxilia a

investigacio dos pacientes anti-HBc isoladamente reagentes.

1.8 - VACINACAO DE INDIVIDUOS ANTI-HBcAg REAGENTES

A resposta vacinal em individuos com a presenga do Anti-HBc¢ isoladamente
reagentes tem demonstrado uma soroconversio de 72 a 80%. Um estudo realizado em
nativos do Alasca relatou a freqiiéncia de 78,8% de respondedores 4 vacina contra a
hepatite B em adultos sadios com anti-HBc isolado, com menos de 50 anos de idade
(McMAHON er al, 1992). Nesse estudo também foi demonstrado que 8,1% dos individuos

apresentaram resposta anamnéstica.

LOK ef al, em 1988, relataram que ap6s 4 doses da vacina 71,9% dos
individuos anti-HBc isoladamente reagentes responderam & vacina. Outros estudos
relataram o desenvolvimento de resposta anamnéstica 34 vacina contra hepatite B com
freqiiéncia variando de 10 a 16% entre os portadores de anti-HBc¢ isolado
(DRAELOS ef al, 1988).

No Brasil, Souto € colaboradores estudaram 33 doadores de sangue que eram
anti-HBc¢ isoladamente reagentes e receberam a vacina, sendo que 39% soroconverteram
com 1 dose, 75% com duas doses e no total 88% apresentaram soroconversio. Desses

pacientes, em 24 foi pesquisado o DNA-VHB, tendo o mesmo sido negativo em todos.

Em outro recente estudo brasileiro, de Almeida Neto e colaboradores, foram
vacinados contra o VHB 77 doadores de sangue que apresentavam anti-HBc isoladamente
reagente. Observou-se que 34% soroconverteram apés uma dose da vacina. Nos 39

individuos que nfo soroconverteram a pesquisa do DNA-VHB foi negativa.
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1.9 - VACINA CONTRA A HEPATITE POR VIRUS B EM INDIVIDUOS COM
HEPATITE C CRONICA

A vacina contra a hepatite por virus B € indicada em pacientes com risco de
exposi¢iio ao virus, assim como em pacientes com doenca hepatica crénica de outras
etiologias. Portanto, pacientes com hepatite C devem receber a vacina contra a hepatite por
virus B. Em co-infecgbes pelos virus das hepatites B e C, de maneira geral, a replicaciio do
virus da hepatite B reduz a replicagdo do virus C (ZARSKI ef al, 1998), mas em ambos 0s
casos aumenta a severidade da hepatite e os riscos de cirrose hepdtica e carcinoma
hepatocelular (SIMONETTI er al, 1992).

Wiedmann e colaboradores vacinaram pacientes mfectados com o virus da
hepatite C contra 0 VHB e compararam os resultados com um grupo controle. Observaram
que 31% dos pacientes com infeccdo pelo VHC nfio responderam 4 vacina, contra 9% dos
controles sadios {p<0,005). A nfo soroconversdo nio estava relacionada com a presenca de

cirrose, concentragdo do RNA do VHC ou com a presenga de antigenos da classe HLA.

Em um estudo realizado em hemodialisados com e sem hepatite C, que
receberam vacina contra a hepatite B, demonstrou-se a ocorréncia de soroconversdo
(anti-HBs>10 mUL/mL) em 80,5% dos pacientes. Porém, houve diferenca significativa
quando se analisou os titulos de anti-HBs superiores a 100 mUI/mL (soroprotecio), 33,3%
versus 70,3% (p<0,03), respectivamente (NAVARRO ef o, 1994).

Em outro estudo, avaliando pacientes com hepatite C vacinados contra a
hepatite B e comparados com um grupo controle, demonstrou-se soroconversio em 72%
versus 92%, respectivamente (p<0,05). Porém, nio foram observadas diferencas
significativas quando esses grupos foram comparados quanto & soroprotegio: 51% vs 54%
(IDILMAN et al, 2002).

Ainda em relagfio aos pacientes com hepatite C, a resposta & vacinagio contra a
hepatite B parece ser significativamente menor em pacientes com cirrose quando

comparados a no cirréticos. (IDILMAN ef af, 2602; DE MARIA et al, 2001)
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No Brasil, tem sido varidvel a prevaléncia do anti-HBc isolado de acordo com a
regifo estudada. Ha alguns anos atras ela chegava a 50% na Amazénia (STRAUSS, 1995).
Em Campinas, no inicio da década de 90, essa positividade chegou a cerca de 11%
(GONCALES JR. er al, 1993), contra 16,4% observada no Rio de Janewo
(LEITE et al, 1992). Atualmente, no Hemocentro Campinas, 4 a 5% dos doadores séo
positivos para ¢ anti-HBc. Como os pacientes anti-HBc reagentes podem apresentar
infeccdo oculta pelo VHB, procuramos avaliar a ocorréncia dessa infeccdo na nossa
populaciio de baixo risco, constituida pelos doadores de sangue. Havendo um potencial de
transmissdo do VHB por individuos com padrio sorologico anti-HBc isolado, procuramos
avaliar, através da PCR, se a vacinacio seria capaz de levar os pacientes com DNA-VHB
positivo a eliminar esse VHB residual. Como se sabe, esses individuos anti-HBc
isoladamente reagentes podem soroconverter quando recebem vacinagdo contra a hepatite
por virus B. Essa conduta poderia ser usada para diminuir a transmissdo do VHB em areas

altamente endémicas, como € o caso da regifo norte do pais.

Como a infecglio oculta pelo VHB ocorre com maiores fregiiéncias entre
pacientes com HVC crénica, avaliamos também uma amostra com esses pacientes, por
representarem um grupo de alto risco. Ao final, comparamos os resultados das ocorréncias
de infecgdo oculta pelo VHB, de soroconversdo para o anti-HBs e de negativacdo do

DNA-VHB nos grupos com diferentes graus de risco para aquisigéo de hepatites virais.
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2- OBJETIVOS
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1. Determinar os perfis sorologicos e a freqiiéncia de falso-positivos entre
doadores de sangue anti-HBc reagente bloqueados em servicos de

hemoterapia;

2. Determinar a prevaléncia da infecgiio oculta peloc VHB em doadores de
sangue HBsAg negativo/anti-HBc reagente e em pacientes com esse perfil
infectados pelo VHC

3. Pesquisar a soroconversio para o anti-HBs ¢ a negativacio do DNA do VHRB
entre doadores de sangue e pacientes com hepatite C isoladamente reagentes

para o anti-HBc apos a vacinagio.
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3 - CASUISTICA E METODOS




3.1 - CASUISTICA

Este estudo iniciou-se em janeiro de 1999 e estendeu-se até setembro de 2003,
periodo no qual foram avaliados, no Ambulatério do Grupo de Estudo das Hepatites Virais
da Disciplina de Doencas Transmissiveis do Departamento de Clinica Médica da
FCM — UNICAMP, 587 doadores de sangue provenientes do Hemocentro Campinas que
foram blogueados na triagem sorolégica desse servigo por apresentarem positividade para o
anti-HBcAg, quando da primeira doagiio de sangue. Todos eram nio reagentes para o

HBsAg, anti-HCV e anti-HIV e haviam sido aprovados na triagem médica.

Na primeira abordagem ambulatorial esses doadores foram orientados sobre o
resultado dos exames de triagem do banco de sangue e sobre a proposta de receberem a
vacina¢do contra a hepatite B, se fossem anti-HBc isoladamente reagentes, em nova
investigacdo laboratorial. Esse protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Nessa primeira fase do estudo os doadores foram identificados de acordo com
nome, procedéncia, sexo, idade € cor. Todos eles responderam a um questiondrio
especifico, contendo perguntas relacionadas com as hepatites virais, com o objetivo de
avaliar seu comportamento sexual, a ocorréncia de transfusdes sangiiineas no passado, o
uso de agulhas ou seringas ndo descartaveis, praticas de acupuntura ou tatuagem, o uso de
drogas ilicitas por via endovenosa ou inalatdria e a ocorréncia de episddios de ictericia
prévia (Apéndice 1). Essas entrevistas foram realizadas por uma tGinica investigadora. Ainda
no dia da primeira consulta, no préprio Ambulatério, foram coletadas amostras de sangue
em 2 tubos do tipo vacutainer, devidamente etiquetados, sendo um deles encaminhado ao

Laboratorio Central do HC-UNICAMP para a realizacio dos seguintes exames:
- Testes bioquimicos: AST, ALT, gama-GT, fosfatase alcalina e hemograma;

- Pesquisa dos marcadores da hepatite B: HBsAg, anti-HBcAg e anti-HBsAg
quantitativo. Os marcadores HBeAg ¢ anti-HBeAg somente foram pesquisados nos

pacientes anti-HBcAg reagentes que eram anti-HBs nio reagentes.
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Um outro tubo, apds a retragdio do coagulo, foi centrifugado 3 temperatura
ambiente e o soro distribuido em duas aliquotas de 1,5 ml, armazenadas em freezer a

-20°C, para proceder-se a pesquisa do DNA do VHB pelo teste da PCR.

Apoés os resultados da sorologia para a hepatite B, comunicamos através de
carta pessoal o resultado das sorologias e solicitamos aos pacientes com resultado anti-HBc
reagente/anti-HBs nfio reagente que retornassem ao Ambulatorio para serem vacinados em

dia pré-determinado (Apéndice 2).

Ao final, tivemos trés grupamentos distintos: um grupo de doadores de sangue
que eram anti-HBc ndo reagentes segundo a pesquisa realizada em nosso servigo, que
provavelmente eram falso positivos (grupo A). Esses foram esclarecidos e receberam alta
ambulatorial. Os outros pacientes anti-HBc¢ reagentes foram subdivididos em dois grupos
(grupos B e C), de acordo com a presenca do anti-HBs. O grupo B foi constituido por
doadores de sangue anti-HBc reagente/Anti-HBs reagente e foram igualmente esclarecidos
e tranqiiilizados quanto ao fato de terem sido bloqueados na friagem soroldgica do

Hemocentro. Depois disso também receberam alta ambulatorial.

O grupo C foi constituido por doadores de sangue anti-HBc reagente/anti HBs
ndo reagente. Nesses pacientes foi realizada a pesquisa do DNA do VHB, utilizando o soro
estocado da primeira ¢oleta, pela técnica da PCR “in house”. As amostras positivas para o
DNA do VHB foram submetidas posteriormente 4 pesquisa do DNA do VHB quantitativo,
utilizando-se um teste comercial (Amplicor HBYV Monitor, Roche Diagnostic Systems,
Branchburg, NI).

Em 50 pacientes do grupo B, selecionados aleatoriamente, também foi realizada
a pesquisa do DNA do VHB, pela PCR “in house”.

Quando do retorno dos pacientes do grupo C, administravamos a primeira dose
(D1) da vacina Engerix B®. Na época da segunda dose (D2) da vacina, cerca de 30 dias
apos D1, coletavamos nova amostra de sangue para realizar novas pesquisas do anti-HBs e
do DNA do VHB. Os pacientes que scroconverteram apos DI nfo receberam doses

adicionais da vacina. A segunda dose foi administrada aproximadamente I mésaposDlea
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terceira dose (D3) 5 meses apds D2. Nos doadores que apresentaram-se positivos para o

DNA do VHB na amostra pré-vacinal, novas pesquisas foram realizadas pelo teste da PCR

apos os mesmos receberem a vacinagio.

Foi selecionado também um grupo HBsAg negativo, anti-HBc
reagente/anti-HBs nfo reagente/HCV reagente, constituido por 50 pacientes que estavam
sendo seguidos nc Ambulatério das Hepatites Virais do HC da Unicamp, com o objetivo de
pesquisar nos mesmos a presenga de infecgio oculta pelo virus da hepatite B, por
representarem um grupo de maior risco para a aquisi¢dio de hepatite B do que o grupo dos
doadores de sangue. Esses pacientes receberam vacinagdo contra o virus da hepatite B e
pesquisou-se a soroconversio e a negativacio do DNA-VHB. A vacinacio foi realizada
como no grupo C, porém esses pacientes receberam todas as 3 doses da vacina,
independentemente da soroconversdo. Assim foi constituido o grupo D, com 22 pacientes
que responderam a convocagio e completaram o esquema vacinal. Desses, 10 eram DNA

do VHB positivos e 12 eramn DNA do VHB negativos.

Para efeito de comparag8io com o grupo D, selecionamos um grupo de pacientes
HBsAg negativo, anti-HBc ndo reagente/HCV reagente que igualmente estava sendo
seguido em nosso ambulatério. Esse grupo, denominado E, foi constituido por 26 pacientes
que também completaram o esquema vacinal.

As caracteristicas dos diferentes grupos estfio colocadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas dos diferentes grupos estudados

Grupo HiisAg Anti-HBe Anti-HBs Anti-HCV Vacina DBNA-VHB

A Megative Nioreagente Naoreagente Nio reagente Nio NR
(=90}

B Negativo Reagente Reagente Nio reagente Nio Sim
(n=337)

C Negativo Reagente Nioreagente  Nio reagente Sim Sim
(n=140)

D Negativo Reagente Nio reagente Reagente Sim Sim
{n=50)

E Negativo Nioreagente Nio reagente Reagente Sim N.R.
{n=26)

MN.R.= nio realizado
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Apés cada dose foi gquantificado o anti-HBs. Foram classificados como
respondedores do tipo primdrio & vacinagfo os individuos que apés D1 apresentaram
dosagens de anti-HBs entre 10 a 100 mUL/mL. Os pacientes que ap6s D1 apresentaram
dosagens de anti-HBs superiores a 100 mUI/ml foram classificados como apresentando

resposta do tipo anamnéstica (“booster”).

Definimos a resposta vacinal de acordo com a quantificagfio do anti-HBs apds 3
doses de vacina e classificamos os pacientes em: nfo respondedores — soro nfo reagente
(SN.R) ~ (anti-HBs < 10 mUI/mL), pacientes com  soroconversdo
(anti-HBs 10 — 99 mUL/mL) e pacientes com soroprotecfo (anti-HBs > 100 mUI/mL).

3.2 - METODOS
3.2.1 - Testes sorologicos

A pesquisa dos marcadores da hepatite B HBsAg, anti-HBc, anti-HBs, HBeAg
e Anti-HBe, foi realizada através de um imunoensaio enzimatico de microparticulas
(MEIA) de terceira geracio utilizando-se o analisador automitico AXSYM
{ABBOTT Laboratories, North Chicago, IL). Os detalhes técnicos encontram-se no
Apéndice 3.

3.2.1.1 - Determinacio do Antigeno de Superficie do Virus da Hepatite B
{HBsAg)

A presenca ou auséncia de HBsAg na amostra foi determinada pela comparacio
da taxa de formag8o de produto fluorescente com uma taxa de cutoff determinada a partir
de uma calibragfio. Se a taxa de formacfo de produto fluorescente da amostra for superior

ou igual & taxa de cutoff, a amostra ¢ considerada reativa para o0 HBsAg.

Casufstice 2 Métodos
70



3.2.1.2 - Determinaciio Quantitativa do Anticorpo para o Antigeno de
Superficie do Virus da Hepatite B (Anti-HBs)

A concentracdo de Anti-HBs na amostra foi determinada usando-se uma curva
de calibragio feita previamente. Se a concentragfio da amostra fosse igual ou superior a 10

mUI/ml., a amostra era considerada reativa.

3.2.1.3 - Determinacio do Anticorpo contra o Antigeno “Core” do Virus
da Hepatite B (Anti-HBc)

A presenca ou auséncia de Anti-HBc na amostra foi determinada pela
comparacio da taxa de formagfio de produto fluorescente com uma taxa de cutoff
determinada a partir de uma calibragfo. Se a taxa de formagio de produto fluorescente da
amostra fosse inferior ou igual 4 taxa de cutoff, a amostra era considerada reativa para o
Anti-HBc.

3.2.1.4 - Determinacdo do Antigeno “e” do Virus da Hepatite B (HBeAg)

A presenga ou auséncia de HBeAg na amostra foi determinada pela comparacio
da taxa de formacfio de produto fluorescente com uma taxa de cutoff determinada a partir
de uma calibracdo. Se a taxa de formagdo de produto fluorescente da amostra fosse superior

ou igual a taxa de cuioff, a amostra era considerada reativa para o HBeAg.

3.2.1.5 - Determinacio do Anticorps para o Antigeno “¢” do Virus da
Hepatite B (Anti-HBe)

A presenca ou auséneia do Anti-HBe na amostra foi determinada pela
comparacio da taxa de formagfo de preduto fluorescente com uma taxa de cutoff
determinada a partir de uma calibragfio. Se a taxa de formagio de produto fluorescente da
amostra fosse inferior ou igual 4 taxa de cutoff, a amostra era considerada reativa para o
Anti-HBe.
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3.2.2 - Testes bioguimicos

Os testes bioquimicos realizados foram as dosagens das aminotransferases

(AST e ALT), da Gama GT e Fosfatase Alcalina.

Essas dosagens foram realizadas através de um ensaio cinético quantitativo a
37°C, utilizando-se o analisador automatico Hitachi 917 (Roche Laboratories). Os detalhes

técnicos estdo descritos no Apéndice 4.

3.2.2.1 - Dosagens das aminotransferases
3.2.2.1.1 - Alanina Aminotransferase (ALT)

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) e o valor de referéncia, de até

40 U/L para homens e até 30 U/L para mulheres.

3.2.2.1.2 - Aspartato Aminotransferase (AST)

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) e o valor de referéncia, de até

37 U/L para homens e até 31 U/L para mulheres.

3.2.2.2 - Dosagem da Gama Glutamiltransferase (GGT)

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) € o valor de referénciade 9 a

40 U/L para homens e de 9 a 35 U/L para mulheres.

3.2.2.3 - Determinac@io da Fosfatase Alealina (ALP)

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) & o valor de referéncia, de até

269 U/L para homens ¢ até 239 U/L para mulheres.
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3.2.3 - Analise molecular
3.2.3.1 - Teste da PCR “in House”

A pesquisa do DNA do virus da hepatite B foi realizada pela técnica da PCR
descrita por KANEKO, FEINSTONE, MILLER (1990), por nés modificada.

3.2.3.1.1 - Preparaciio da Amostra:

10 ulL. de soro foi pipetado em um tubo de microcentrifuga de 0,5 mL ¢
mcubado com 2,5 pL de NaOH 0,5 N a 37°C por 60 minutos. Apés esse periodo de

incubagéo a solugfo foi neutralizada com adigdo de 2,5 pl. de HC1 0,5 N. Essa amostra foi

utilizada para amplificacio.

3.2.3.1.2 - Primers:
Foram utihizados 2 pares de plfimers, sendo:
1763 5°-GCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAA-3’ (sense)
2032 R 5-CTGACTACTAATTCCCTGGATGCTGGGTCT-3’ (anti-sense)
1778-E 5’-GACGAATTCCATTGACCCGTATAAAGAATT-3’ (sense)

2017R-B 5’-ATGGGATCCCTGGATGCTGGGTCTTCCAAA-3’ (anti-sense)

3.2.3.1.3 - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA foi amplificado em 100 pL da solugo que continha 2,5 U de Taq
polimerase (Bethesda Research Laboratories, Life Technologies Inc., Gaithersburg,

Maryland), 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfato, 1 uM de cada primer
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(1763 e 2032R), 30 mM KCl, 50 mM Tris - HCI (pH-8,3), 1,5 mM MgCI2. A reagdo foi
submetida a 25 ciclos com variagio de temperatura, em um termociclador
(Perkin Elmer Cetus, Foster City, Ca, USA) — inicialmente, 4 temperatura de 94°C por 1
minuto e 30 segundos para a desnaturacfio das moléculas de cadeias duplas do DNA e
resfriamento a 42°C por 1 minuto e 30 segundos, intervalo esse que permitiria o
anelamento do primer com sua respectiva cadeia de DNA. Finalmente, foi feita a incubacio
por 3 minutos a 72°C, temperatura 6tima para a atividade da polimerase com consegiiente
extensdo da cadeia do DNA. Ao final da primeira reagio de PCR, 10 uL do produto foi
reamplificado (nested), substituindo-se apenas os primers 1778-E e 2017 R-B.

Uma aliquota de dgua foi utilizada como controle negativo da reacdio. Uma
amostra de soro de um individuo HBsAg reagente pela reagdo de ELISA e quantificada
pelo teste de PCR quantitativo (Amplicor HBV Monitor Roche Diagnostic Systems,
Branchburg, NJ), contendo 4,0x10° copias/mL, foi utilizada como controle positive. A
padronizacfio da técnica e determinaciio do limite minimo de detecciio do método foi feita
utilizando-se amostras em diluicdes seriadas do painel HBsAg low Titer Performance
Panel (PHA 105 — Boston Biomedica INC, MA). Foi possivel estabelecer o limite minimo
de detecgdo do método de PCR “in house™ utilizado em nosso estudo em 107 copias/mL. O
produto final foi entdio examinado por Eletroforese em gel de agarose a 1,8% contendo
Brometo de Etidio em seu preparo, visualizado sob luz ultravioleta e fotografado com uma
Polaroid (Figura 2).
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LEGENDA:

L - Ladder

H20 - Controle Negativo (H2(0)
- Paciente — DNA-VHB ()
- Paciente — DNA-VHB (+)
~ Paciente — DNA-VHB (+)
- Paciente — DNA-VHB (+)
- Paciente — DNA-VHRE (-)

[« BT - P

- Paciente — DNA-VHBE (-)

L H20 -' 2 3 4 5 6

Figura 2 - Fotografia da PCR do DNA do VHB em gel de agarose 1,8% com brometo de

etidio, visualizado por luz U.V.

3.2.3.2 - Teste da PCR Amplicor Monitor (Roche Laboratories)

O teste da PCR foi realizado nas amostras de pacientes positivos para 0 DNA

do VHB pelo teste de PCR “in house™. Esse teste baseia-se em quatro processos principais:

3.2.3.2.1 - Preparaco da amostra;

3.2.3.2.2 - Amplificagio do DNA alvo por PCR usando iniciadores

complementares especificos do VHRB;

3.2.3.2.3 - Hibridizagiio dos produtos amplificados por sondas

cligonucleotidicas especificas do(s) alvo(s);

3.2.3.2.4 - Detecclo dos produtos amplificados e fixes 4 sonda por

determinacio colorimétrica.
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O teste automatizado utilizado em nosso estudo (Amplicor HBV Monitor
Roche Diagnostic Systems, Branchburg, NJ) possuia um limite minimo de detecgio de 10°
cHpias/mL..

Os detalhes técnicos encontram-se no Apéndice 5.

3.2.4 - Vacina contra o virus da hepatite B

O esquema proposto para a vacinagfo consistia em trés doses, aplicadas com

intervalo de 30 e 180 dias (de intervalo inicial), pela via intramuscular.

Utilizamos a vacina produzida por engenharia genética Engerix B, que contém
20 ug/mL de HBsAg. A vacina foi aplicada no musculo deliéide na dose de 20 pg

(1,0 mL). A aplicagdo foi realizada de acordo com os procedimentos técnicos

recomendados.
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4 - ANALISE ESTATISTICA



4.1 - METODOLOGIA ESTATISTICA

Para descrever o perfil da amostra, segundo as diversas variaveis em estudo,
foram feitas tabelas de freqiiéncia das varidveis categdricas (sexo, raca, etc.) e estatisticas
descritivas (média, desvio padrio, minimo e maximo) das varidveis continuas

(idade, pardmetros bioquimicos, etc.).

Para comparar as varidveis categoricas entre grupos foi utilizado o teste
Qui-Quadrado ou, quando necessario (valores esperados menores que 5), o teste exato de
Fisher. Para analisar a evolugdo da soroconversdo e a negativagiio do DNA entre os
momentos de vacinaciio foi utilizado o teste de McNemar. Para a estimativa da prevaléncia

de soroconversdo em D1 foi utilizado o intervalo de confianca de 95% para proporgéo.

Para comparar as varidveis continuas entre os grupos foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis.

O nivel de significincia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05.
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5 - RESULTADOS
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5.1 - PRIMEIRA FASE

Dos 587 doadores de sangue anti-HBc reagente (Anexo 3) re-testados pelo
método de ELISA, 90 (15,3%) apresentaram-se anti-HBc nfio reagentes, sendo provéveis
falso positivos {Grupo A) e 497 (84,7%) apresentaram-se repetidamente reagentes para o
anti-HBc. Desses, 357 (71,8%) apresentaram-se anti-HBs reagentes (Grupo B) e 140
(28,2%), anti-HBs nélo reagentes, sendo portanto classificados como anti-HBc isoladamente

reagentes (Grupo C), segundo € mostrado no Quadro 2.

A relagfo completa desses doadores estd apresentada nos apéndices 6, 7 e 8,
respectivamente, com os resultados da sorologia para hepatite B, das provas bioquimicas,

idade, sexo, cor € provavel grupo de risco.

Como se nota no Quadro 2, o grupo A apresentou 52 (57,8%) individuos do
sexo masculino, sendo 69 (76,7%) de cor branca e com média de idade de 32,4 + 10,6 anos.
O grupo B apresentou 241 (67,5%) individuos do sexo masculino, sendo 225 (63%) de cor
branca e com média de idade de 38 = 9,8 anos. O grupo C apresentou 102 (72,9%)
mndividuos do sexo masculino, sendo 99 (70,7%) de raca branca e com média de idade de
39.3 £ 10,7 anos. A anilise estatistica demonstrou que nfio ha diferenca significativa entre
os grupos com relagdo ao sexo (p=0,101; Teste Qui-Quadrado). Ha diferenca significativa
quanto & raga (p=0,023; %), com predominio da raca branca no grupo A. Houve taxas
significativamente maiores de pardos ¢ negros nos grupos B e C quando comparadas as do

grupo A. O grapo A apresentou menor idade com relago aos outros grupos. (p<0,001; %)
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Quadro 2 - Caracteristicas dos doadores de sangue anti-HBc reagente encaminhados para

avaliag@o (n=587)

Grupos Doadores Sexo M Cor Branca Idade (amos)
n (%) a (%) ;| {%e)

Grupo A

anti-HBo{-)Yanti-HBs(-) 90 {15,3) 52 (57.8) 69 {76, 7) 32,4110,6
Grupo B

anti-HBc(+) anti-HBs(+) 357 {60,8) 241 67,5) 225 (63) 38+98
Grupo C

anti-HBc(+Yanti-HBs(-) 140 (23.9 102 (72,%) 99 70,7) 39.3+10,7

No Quadro 3, pode-se observar os fatores de risco para a aquisicio do VHB nos

grupos estudados. No grupo A, 5 (5,6%) apresentaram risco para a aquisi¢io do VHB por

sangue, 3 (3,3%) por via sexual, 1 (1,1%) por via sangue/sexual e em 81 (90%) nio foi

possivel caracterizar a presenca de um possivel fator de transmissio. No grupo B, 31

(8,7%) podem ter sido contaminados via sangue, 67 (18,8%) via sexual, 7 (2,0%) via

sangue/sexual, 7 (2,0%) por contato domiciliar nfio sexual e em 245 (68,6%) ndo foi

possivel caracterizar a via de transmissdo. No grupo C, 13 (9,3%) por via sangue, 31

(22,1%) por via sexual, 9 (6,4%) por via sangue/sexual, 3 (2,1%) por contato domiciliar

ndo sexual e em 60% néo foi possivel caracterizar uma via de transmissio (p<0,001; x°).
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Quadro 3 - Presenca de fatores de risco para HVB entre os doadores de sangue anti-HBc

reagente
Grupos Sangae Sexual Sangue/sexual Domiciliar ~ Desconhecida
nio sexual
N (% N (%) N (%) N % N Y%
Grupo A
anti-HBe(-Yanti-HBs(-) 5 5,6 3 3,3 1 1,1 - - 81 90
{=90)
Grupo B
anti-HBc(+Yanti-HBs(+) 31 8,7 67 1338 7 2,0 7 2,0 245 68.6
(n=357)
Grupo C
anti-HBe(+)/anti-HBs(-) 13 9,3 31 221 9 6.4 3 21 84 60
(n=140)

Em relacdo aos exames bioquimicos realizados a AST apresentou-se elevada
em 5/90 (5,6%) no grupo A, 10/357 (2,8%) no grupo B e 7/140 (5.0%) no grupo C
(p=0,327; Teste Qui-Quadrado). A ALT apresentou-se elevada em 6/90 (7,0%) no grupo A,
27/357 (7,6%) no grupo B e 8/140 (5,7%) no grupe C (p =0,327, ¥°). A ALP apresentou-se
elevada em 1/90 (1,1%) no grupo A, 19/357 (5,3%) no grupo B e 9/140 (6,4%) no grupo C
(p=0.128: ¥»). A GGT apresentou-se elevada em 11/90 (12,2%) doadores do grupo A,
64/357 (17,9%) doadores do grupo B e 33/140 (23,6%) doadores do grupo C (p=0,074, %)
(Quadro 4).
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Quadro 4 - Perfil bioquimico dos doadores de sangue anti-HBc¢ reagente

Grapos g AST>1 q ALT>1 q ALP>1 g GGT>1
n (%} n (%) n (%) n (%}
Grupo A
anti-HBc(-)/anti-HBs(-) 3 5.6 6 7,0 1 11 11 12,2
{(n=90)
Grupe B
anti-HBc{+)/anti-HBs(+) 10 2.8 27 7.6 19 5.3 64 17,9
{(n=357)
Grupe C
anti-HBc(+)/anti-HBs(-) 7 5,0 8 5,7 9 6,4 33 23,6
{n=140)

5.2 - SEGUNDA FASE

Dos 140 doadores de sangue do grupo C, 100 atenderam a convocagiio para
participar do projeto e realizou-se a pesquisa do DNA do VHB pela PCR, no soro. Como
observamos na Tabela 1, 4% (6/150) dos doadores de sangue HBsAg negativo/anti-HBc
reagente (grupes B ¢ C) apresentaram positividade para o DNA do VHB no soro. Quando
analisamos ¢ grupo B (anti-HBs reagente) nfio encontramos nenhum caso de positividade
para ¢ DNA-VHB. Quando analisamos o grupo de doadores de sangue do grupo C
(anti-HBs no reagente), 6% (6/100) apresentaram positividade para o DNA do VHB no
soro (p=0,179; Teste exato de Fisher).

Apés DI observou-se soroconversdo para o anti-HBs em 3/6 (50%) pacientes
que eram DNA do VHB (+) e em 56/94 (59,6%) pacientes DNA do VHB (-)
(p=0,687; Teste exato de Fisher). Apés D2, do total de vacinados apresentaram
soroconversdo 4/6 (66,7%) com DNA do VHB (+) e 79/94 (84%) DNA do VHB (-)
{(r=0,269; Teste exato de Fisher). Apés D3, houve soroconversio acumulada em 6/6
(100%) pacientes com DNA do VHB (+) e em 84/94 (89.4%) DNA do VHB (-)
(p=1,0; Teste exato de Fisher). No final, 10/94 (10,6%) DNA do VHB (-) nfo

soroconverteram apds D3 (Figura 3).
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Os 6/6 (100%) doadores de sangue DNA do VHB (+) pré-vacinal tornaram-se
DNA do VHB (-} apés D1, D2 e D3.

Tabela 1 - Resultados da pesquisa do DNA-VHB entre doadores de sangue HBsAg

negativo/anti-HBc reagente

Grupos DBNA-VHB(+) DNA-VHB(-) Total
N {%) N {%) N (%)
Grupo C ) (6) 94 (94} 1060 (100)

anti-HBo(+)/anti-HBs(~)
Grupe B - - 50 {100) 50 {104)
anti-HBo(+)/anti-HBs(+)

Total 6 (4) 144 (96) 150 (100)

DNA-VHB (+)
EIDNA-VHB (-)

Ap6s D1 Apés D2 Apés D3

p>0,05

Figura 3 - Soroconversdio para o anti-HBs ap6s estimulacfio vacinal dos doadores anti-HBc

reagentes (Grupo C), de acordo com a presenca ou auséncia do DNA-VIIB
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5.3 - TERCEIRA FASE

No grupo D, a pesquisa do DNA do VHB feita em soro foi positiva em 12/50
(24%) dos pacientes.

Nesse grupo, apos D1 observou-se soroconversdo para o anti-HBs em 5/10
(50%) pacientes DNA do VHB (+) e em 6/12 (50%) DNA do VHB (-
(p=1,0; Teste de Qui-Quadrado). Apds D2 haviam soroconvertido 7/10 (70%) pacientes
DNA do VHB (+) e 8/12 (66,7%) DNA do VHB {-), (p=1,0; Teste exato de Fisher). Apés
D3, houve soroconversdo acumulada em 9/10 (90%) pacientes DNA do VHB (+) ¢ em 9/12
(75%) DNA do VHB (-) (p=0,594; Teste exato de Fisher). Do total, 1/10 (10%) paciente
DNA do VHB (+) e 3/12 (25%) pacientes DNA do VHB (-) nio soroconverteram ap6s D3

(Figura 4).

80

%

71 DNA-VHB (+)
B DNA-VHB (- )

Apos D1 Apés D2 Apods D3

p>0,05

Figura 4 - Sorcconversfio para o anti-HBs em pacientes com HCV (Grupo D) apos

estimulac@io vacinal de acordo com a presenca ou auséncia do DNA-VHB no

SO0
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Em relagdo & negativacio do DNA-VHB nos pacientes com VHC notamos que,
ap6s D1, 7/9 (77,8%) deles tornaram-se DNA do VHB (-), 2/9 (22,2%) continuaram DNA.
do VHB (+) e em 1 paciente nfio foi possivel realizar essa pesquisa. Apés D2, 7/8 (87,5%)
pacientes tornaram-se DNA do VHB (-), 1/8 (12,5%) permaneceu positivo e em 2 pacientes
ndo foi possivel realizar essa pesquisa. Apos D3, 9/10 (90%) tornaram-se DNA do VHB (-)
e 1/10 (10%) permaneceu positivo. Portanto, 1/10 (10%) paciente permaneceu DNA do

VHB (+) apés as trés doses da vacina.

Assim, dos 10 pacientes infectados pelo VHC que eram positivos para a
presenca do DNA do VHB observamos a negativagio respectivamente em 77,8%
(IC 95%: 50,6% - 100%); 87,5% (IC 95%: 64,6% - 100%) e 90% (IC 95%: 71,4% - 100%),
apos D1, D2 e D3 (Figura 5).

87.5 80

%

negativacao
DNA-VHB

e

Apés D1 Apés D2 Apés D3

Figura 5 - Negativagiio do DNA-VHB entre pacientes anti-HBc¢ isoladamente reagentes,

co-infectados com o VHC (grupo D), apés estimulacio vacinal
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No grupo E, apés DI, houve soroconversio em  4/26
(15,4%; IC 95%: 1,5% - 29,3%); apds D2, em 9/26 (34,6%; IC 95%: 16,3 - 52,9%); e apos
D3, em 17/26 (65,4%; 1C 95%: 47,1% - 83,7%). Portanto, 17/26 (65,4%) apresentaram
soroconversdo acumulada, sendo que 9/26 (34,6%) pacientes ndo apresentaram
soroconversio.

Entre os 48 pacientes com hepatite C (grupos D+E), apos D1 observou-se que
15 (31,2%) soroconverteram para o anti-HBs. Apds D2 24/48 (50%) soroconverteram e
apos D3 35/48 (72,9%) apresentaram soroconversdo acumulada.

Compararando-se os resultados dos grupos D e E, apés D1 observou-se
soroconversdo para o anti-HBs em 11/22 (50%) pacientes do grupo D e em 4/26 (15,4%)
pacientes do grupo E (p=0,010; ¥°). Ap6és D2 haviam soroconvertido 15/22 {68,2%)
pacientes do grupo D € 9/26 (34,6%) pacientes do grupe E (p=0,020; ¥*). Apés D3 houve
soroconversdo acumulada em 18/22 (81,8%) pacientes do grupo D e em 17/26 (65,4%)
pacientes do grupo E (p=0,202). Esses resultados podem ser vistos na Figura 6.

81,8

 Anti-HBc (+)
= Anti-HBc {-)

%

o

AposDA(*) ApésD2(*)

Apds D3

* (p=0,01/ p=0,02); 15
Figura 6 - Comparacfic da soroconversfio para o anti-HBs em pacientes com HCV de

acordo com a presenca ou auséneia do anti-HBe
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Comparando-se os grupos C e D observa-se que a pesquisa do DNA do VHB,
feita em soro coletado antes de D1, foi positiva em 6/100 (6%) pacientes do Grupo C e em
12/50 (24%) pacientes do Grupo D (p=0,014; 2.

No Grupo C, todos os 100 doadores de sangue receberam a vacina e no grupo
D, 22 pacientes (10 DNA do VHB+) a receberam. No total, apoés D1 observou-se
soroconversdo em 59/100 (59%) individuos do grupo C e em 11/22 (50%) do grupe D.
Apos D2, 83/100 (83%) individuos do grupo C e 15/22 (682%) do grupo D
soroconverteram. Apoés D3, 90/100 (90%) individuos do grupe C apresentaram
soroconversdo acumulada, contra 18/22 (82%) do grupo D (Figura 7) (p>0,05).

B anti-HBc¢ (+)/HCV{-)

B anti-HB¢ (+)/HCV(+)

Ap6s D1 Apds D2 Apébs D3

p>0,05

Figura 7 - Comparagio da soroconversio para o Anti-HBs em pacientes anti-HBc

reagentes de acordo com a presenga ou auséneia de infecciio pelo VHC
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Ap6s D1, observou-se soroconversdo para o Anti-HBs em 3/6 (50%) pacientes
do grupo C e em 5/10 (50%) pacientes do grupo D que eram DNA do VHB (+)
(p=1,0; Teste exato de Fisher), em 56/94 (59,6%) pacientes do grupo C e em 6/12 (50%)
pacientes do grupo D que eram DNA do VHB(-) (p=0,549; Teste exato de Fisher). Ap6s
D2, haviam soroconvertido 4/6 (66,7%) pacientes do grupo C, 7/10 (70%) pacientes do
grupo D DNA do VHB(+) (p=1.0; Teste exato de Fisher), 79/94 (84%) pacientes do grupo
C e 8/12 (66,7%) pacientes do grupo D DNA do VHB (-) (p=0,222; Teste exato de F isher).
Apés D3, no Grupo C, houve soroconversio acumulada em 6/6 (100%) pacientes e, no
grupo D, em 9/10 (90%) pacientes que eram DNA do VHB(+); em 84/94 (89,4%) pacientes
do grupe C e 9/12 (75%) pacientes do grupo D que eram DNA do VHB(-)
(p=0,164; Teste exato de Fisher). No total, 10/94 (10,6%) pacientes que eram DNA do
VHB (-) no Grupo C ¢ 3/12 (25%) pacientes que eram DNA do VHB (-) no grupo D nfo

soroconverteram apés D3,

No Grupo C, 6 (100%) pacientes DNA do VHB (+) tornaram-se DNA do VHB
(-) apbs as trés doses da vacina. No Grupo D, dos 10 pacientes DNA do VHB (+), 9
(90%; IC 95%: 71,4% - 100%) pacientes negativaram apés 3 doses da vacina. Esses

resultados podem ser visto na Figura 8.
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N = 100 ~ N=50
Doadores de sangue | - Pacientes HCV-RNA+
HBsAg (-)/ Anti-HBcAg(+) | . HBsAg (-)/ Anti-HBcAg(+)
' DNA-VHB (PCR) | ' DNA-VHB (PCR)
6(6%) | 94(94%) 12(24%)* 38 (76%) |
DNA-VHB(+) = | DNA-VHB () | - DNA-VHB(+) DNA-VHB () |
*p<0105
' D13/6(50%) | | D156/94 (596%) = | D15M0(50,0%) | D16/12 (50,0%)
- D24/6(86,7%) | D279/94 (84%) D27/0(70,0%) | D282 (66,7%)
 D36/6(100%) |  D384/94 (89,4%) = D39/10(90,0%)  D39/12(75,0%) |

DNA-VHB(-) | DNA-VHB()
100% apés - D170 (77,8%)

. D27/8 (87.5%)
D3 9/10 (90,0%)

Figura 8 - Soroconverso e negativagio do DNA-VHB em doadores de sangue {(Grupo C)

¢ pacientes corn HCV/anti-HBc reagentes (Grupo D} apés estimulagfio vacinal

A soroconversio para o anti-HBs nos vérios grupes estudados esta resumida na
Figura 9. Como se observa, houve aumento do percentual de pacientes com soroconversio
com o aumento da estimulagdc vacinal O grupo E apresentou soroconversdo
significativamente menor que os demais grupos ap6s D1 (p=0,025; Teste exato de Fisher) e

D2 (p=0,004; Teste exato de Fisher), quando comparado aos demais.
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AHBc+DNA+HCV-

CIAHBc+DNA-HCV-

B AHBc+DNA+HCV+

AHBc+DNA-HCV#+

AHBc-DNA-HCV+

Apds D1(*) Apés D2(%) Apés D3

* (p=0,028, p=0,004; Teste exato de Fisher)

Figura 9 - Soroconversio para o anti-HBs nos diferentes grupos estudados de acordo com a

presenca ou auséncia do DNA do VHB, e do anti-HBc, co-infectados ou nio
pelo VHC

No Quadro 5 estfic listados os resultados relativos ao tipo de resposta vacinal,

de acordo com a quantificacdo do anti-HBs ap6s 1 dose da vacina.

Quando comparamos a resposta vacinal apés D1 dos pacientes do grupo C
(anti-HBeHHCV-) com os do grupo D (anti-HBc+/HCV+), notamos que houve
respectivamente 41%, 34% e 25% de nfio respondedores, de respondedores do tipo primério
e de respondedores do tipo anamnéstico; contra 50%, 36% e 14%, respectivamente, entre
pacientes co-infectados pelo VHC (p>0,05). Em relagéio 4 resposta do tipo anamnéstica,

apresentaram-na 25/100 (25%) pacientes anti-HBo(+)/HCV(-), contra 3/22 (13,6%)
pacientes anti-HBe(+YHCV(+) (p>0,05).
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Quadro 5 - Tipo de resposta vacinal de acordo com a quantifica¢do do anti-HBs apods 1

dose da vacina

Anti-HBe(+/HCV(H)  Anti-HBe(/HCV(H)
Anti-HBe(+/HCV(-) n=100

Anti-HBs =22 N=26
Grupo C
Grupoe D Grupo E
Nio Respondedor
41 (41%) 11 (50%) 22 (85%)
< 10mUl/mL
Resposta Primdria
34 (34%) 8 (56%) 2(7,5%)
10 — 100 mUl/mL
Resposta Anamnéstica
25 (25%) 3 (14%) 2 (7.5%)
> 100 mUY/mL :
p>0,05

Os resultados da resposta vacinal de acordo com a quantificacfio do anti-HBs

apos trés doses da vacina estdio listados no quadro 6.

Quadro 6. Resposta vacinal de acordo com a quantificagio do anti-HBs apos 3 doses da

vacina (soroconversio acumulada)

AHBe(HHCV() GrupsD+E  AHBe(H/HCV(H)  AHBe(/HCV(D

Anti-HBs n=108 n=48 a=22 m=26
Grupe C HCV(H) Grupo B Grupo E
<10 mUUmi
10 (10%) 17 (35%) 8§ (36,4%;) 9{34,6%)
Nio respondedores
102 99 mUV/mL
5G (50%) P (23%) 6 (27.3%) 53(19,2%)
Soroconversio
=160 mULl/mL
4¢ (40%) 20 {42%) 8 (36,4%) 12 {46,2%)
Soroprotecio
P<8,65
Resultados
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Como se nota, nos doadores do grupo C observou-se 10%, 50% e 40% de ndo
resposta, SoTocONVersao ¢ soroprotecio, respectivamente. Nos pacientes anti-HBc reagentes

com HCV (grupo D) essas taxas foram, respectivamente, 36%, 27% e 36% (p=0,0050).

Apobs 3 doses de vacina houve diferenca significativa quando se compara os 3

grupos de acordo com o status soroldgico para o anti-HBc¢ e ¢ anti-HCV (p < 0,05).

Considerando-se apenas os pacientes com hepatite C (grupos D e E),
observou-se que 36,4% dos pacientes do grupo D ndo responderam as 3 doses de vacina,

contra 34,6% de ndo respondedores entre os pacientes do grupo E (p > 0,03).

Resultados
96



6 - DISCUSSAO




Estudos em doadores de sangue no Brasil tém mostrado que a prevaléncia do
anti-HBc, até recentemente, era uma das mais altas da América do Sul, atingindo 27,6% em
algumas regides, colocando-nos bem acima dos 5,3% encontrados no Chile e sendo menor,
apenas, que a observada na Reptblica Dominicana (81%) e no Suriname (37,9%)
(HADLERS et al, 1987). Em indigenas da Amazdnia, o anti-HB¢ mostra prevaléncias
altissimas, geralmente maiores que 90% (FRANCO ef al, 1985). Em um amplo
levantamento realizado com mais de 100.000 doadores de sangue nos EUA, a prevaléncia
do anti-HBc variou regionalmente, numa taxa de 0,55 a 6,38%. com uma média obtida de
2,6% (KLINE et al, 1987). Quanto aos paises europeus, os doadores de sangue exibem
prevaléncias para o anti-HBc de 1,85% na Inglaterra (KITCHEN er al, 1988); 1,15% na
Noruega (HETLAND et al, 1990) e 2,4% na Holanda (KATCHAKI et af, 1982). Na
Espanha encontrou-se uma prevaléncia bastante elevada para o anti-HBc¢, 17.3%
(HOYOS et al, 1989), o que sem diivida foge aos padrSes do continente. J4 no Japdo, a
prevaléncia € de 9,7% (OHTO er al, 1989), bem proxima da de Campinas (11%) e bastante
distante da notificada em Taiwan, que supera a faixa de 80% nos individuos adultos
(LIN-CHUN et al, 1990). Entre os doadores de sangue brasileiros procedentes de SHo
Paulo, observou-se ha alguns anos a prevaléncia de 8,6% no Hospital Israelita Albert
Einstein (SOUZA et al, 1990) e de 8,8% no Hospital Samaritano (LUZZI et al, 1990). Nos
hospitais Sirio Libanés e 9 de Jultho, na mesma cidade, a prevaléncia também era alta,
atingindo 10,2% (WENDEL et al, 1991). No Hospital da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (RJ), a prevaléncia era de 14,8% (NOGUEIRA et dl, 1990G). A encontrada no
Hemocentro de Campinas situava-se entre esses extremos (GONCALES er al, 1993).
Atualmente, de 4 a 5 % dos doadores de sangue sdo positivos para o anti-HBc em nossa

regifo.

Um relatorio de abrangéneia nacional feito pela ANVISA mostrou que os
indices de positividade para o anti-HBc no Brasil, no ano 2000, eram: 8,79% para a regifio
norte; 5,83% para a regifio nordeste; 3,78% para a sudeste; 3,44% para a centro-oeste e 6,92
para a regifio sul. A prevaléncia do anti-HBc, portanto, diminuiu nos Gltimos anos em nosso

pais.
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Em Campinas, GONCALES et af (1993) observaram que 81,9% dos seus
doadores de sangue exibiam o padrdo imunolégico anti-HBc positivo/anti-HBs positive.
Essa co-positividade ¢ préxima dos 75,8% encontrados nos doadores do Rio de Janeiro
(NOGUEIRA et al, 1990); dos 80,2% de Ribeirdo Preto (DE SANTOS ef al, 1990); dos
77% encontrados nos EUA (KOZIOL et al, 1986; STEVENS ef al, 1984) e dos 82,15%
observados na Espanha (HOYOS er a/, 1983), demonstrando que a maioria dos doadores
anti-HBc positivos, nos bancos de sangue, sfo individuos que foram acometidos pelo VHB

no passado.

No presente estudo, avaliamos 587 doadores de sangue provenientes do
Hemocentro Campinas, bloqueados na triagem soroldgica desse servigo, por apresentarem
positividade para o anti-HBc. Ao serem retestados, 15,3% apresentaram-se anti-HBc¢ nio
reagentes (sendo provaveis falso-positivos), 71,8% apresentaram-se anti-HBs reagentes e
28,2% anti-HBc isoladamente reagentes. Esses dados tém sido historicamente encontrados
na popula¢do de doadores de sangue da nossa regido, sendo, portanto, a casuistica

representativa de nossa populagio regional.

Almeida Neto e colaboradores (ALMEIDA NETO ef al, 2001) observaram uma
porcentagem de 16% de doadores de sangue Anti-HBc falso-positivos em Sio Paulo,

semelhante a encontrada em nosso estudo.

Alguns autores consideram que ¢ encontro de altas prevaléncias para o
anti-HBc, pelo método de ELISA, pode dever-se 4 ocorréncia de resultados falso-positivos
que necessitam ser confirmados pelo teste de radioimunoensaio (RIE)
(HANSON et al, 1987; SCHMIDT et al, 1988). Outros (TROISI er al, 1987) consideram
que os testes atuais de RIE e de ELISA, preparados pela tecnologia de DNA recombinante,
s&o comparaveis ac teste original de RIE para a pesquisa do anti-HBc entre os doadores de
sangue. Sabemos que a maior incidéncia de falso-positivos ¢ encontrada no grupo de
doadores de sangue com resultados fracamente positivos ou inconclusives pelo ELISA; por
1830, € importante a realizacdo dos testes em duplicata, para que se confirmem os valores
obtidos e se diminua o erro inerente & propria técnica. Em nosso servico, esses testes foram
feitos em duplicata ¢ somente quando eram repetidamente reagentes os individuos foram

considerados positivos.
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Em nossa casuistica (Quadro 2}, a maioria dos doadores de sangue era do sexo
masculino {67%), com idade média variando de 32,4 a 39,3 anos. Quando foram analisadas
as caracteristicas dos 3 grupos, notou-se que houve diferenca significativa quanto a raca.
Houve proporcionalmente mais individuos nfio brancos nos grupos sabidamente positivos
para marcadores da hepatite B (grupos B e C) quando comparados aos falso-positivos
(grupo A). E licito supor que o determinante racial nfic branco associcu-se a maiores
prevaléncias do anti-HBc, talvez refletindo fatores econémico-sociais inerentes a esse

grupo, que deve estar mais exposto, temporalmente, ao VHB.

E interessante notar que, avaliando uma provdvel via de transmissdo
(Quadro 3), em 90% dos falsos positivos nfio houve caracterizagio da mesma. Ja nos
anti-HBs positivos, ndo foi possivel determinar a via de transmissio em cerca de 68% dos
doadores ¢ nos anti-HBc isoladamente positivos, em 60%. Nesses 2 grupos, houve
predominio do risco de transmissdo sexual (18,8% x 22,1%), quando comparado com os
3,3% de risco de transmissdo sexual observado nos anti-HBc¢ falso-positivos. Notamos que
uma maior taxa de falsos positivos associou-se & populagio de menor risco para a aquisicio
de hepatite B, quando comparada com a observada entre os anti-HBc repetidamente

reagentes.

Apesar de ser aplicado um questiondric no banco de sangue para excluir os
doadores de sangue com algum antecedente positivo para hepatites, pudemos observar que
no grupo anti-HBc reagente/anti-HBs reagente, 18,8%; ¢ no grupo anti-HBe¢ isoladamente
reagente, 22,1% foram provavelmente contaminados pela via sexual. Devemos destacar que
¢ relativamente comum nos bancos de sangue o individuo negar pertencer a grupamento de
risco. Gongales e al (1998) observaram que doadores de sangue anti-HCV reagentes
negaram usar drogas E.V. quando entrevistados no banco de sangue, porém relataram seu

uso quando a entrevista foi feita no Ambulatério de Hepatites do HC da UNICAMP.

Até recentemente, a negatividade do HBsAg era considerada indicativa de
resolu¢do bioquimica e histologica da hepatite B (CHOO et ai, 1989). 10 a 20% dos
mdividuos que j4 tiveram hepatite B possuem o anti-HBc como tinico marcador de infecgéo
(BRECHOT et al, 2001). Isso foi confirmado por nés neste trabalho, pois cerca de 28% dos

nossos doadores eram anti-HBc isoladamente reagente. Desde o desenvolvimento da
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técnica da PCR tornou-se possivel detectar 0 DNA-HBV no soro de aproximadamente 10%
dos pacientes que sio HBsAg negativo/anti-HBc reagente (GROB er al, 2000). Neste
trabalho, encontramos 6% de positividade para 0 DNA-VHB em populagio similar. Esse
valor menor talvez se explique por trabalharmos com uma populagio de baixo risco, a dos
doadores de sangue. De qualquer maneira, a negatividade do HBsAg nfo indica
necessariamente auséncia de infecgfio, que pode ser detectada pela PCR dada sua maior

sensibilidade quando comparada com o teste de ELISA.

Chama-se infecgio oculta a presenca de DNA-HBV em pacientes sem HBsAg
detectavel no soro, pelos métodos sorologicos habituais (GROB et al, 2000). Nos Estados
Unidos e em algumas regiSes da Europa, onde a endemicidade para a hepatite B ¢ baixa,
aproximadamente 10% dos pacientes HBsAg negativos foram positivos para 0 DNA-VHB
pela reacdo da PCR. Em nossa regifio, a prevaléncia de infecciio pelo VHB entre doadores
de sangue atualmente € baixa, com o HBsAg e o Anti-HBc reagentes em 0,9% e 4% dos
doadores, respectivamente. Esse percentual varia dependendo do grupo de risco envolvido,

sendo mais alte entre os usudrios de drogas e os homossexuais.

A principal caracteristica da infec¢@io oculta ¢ o baixo nivel de DNA-VHB
detectado no sangue e no tecido hepatico (BRECHOT er al, 1989; FUKUDA et al, 2001).
Isso também foi observado em nossos pacientes anti-HBc reagentes. Como se sabe, a PCR
“in house” € mais sensivel que os testes comerciais disponiveis. Em nosso estudo foi
utilizado um teste muito sensivel para a PCR “in house™, com um limite de detecgio de 100
copias/mL. NOs re-testamos todas as amostras utilizando a PCR “in house™ e somente
foram consideradas positivas aquelas que apresentaram resultado positivo em pelo menos
duas rotinas diferentes. As amostras com testes positivos foram submetidas a um teste
comercial quantitativo que apresenta um limite de detecgiio de 1.000 copias/mL. Como
todos os resultados quantitativos foram negativos pelo teste de PCR comercial,
consideramos que nossos pacientes positivos tinham mais que 100 e menos que 1.000
copias/ml.. Isso confirma a baixa carga viral do VHB presente no soro desses pacientes
com infecglo oculta pelo VHB.
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Todos os pacientes de nossos grupos tinham provavelmente apresentado a
infecgdo hé longo tempo, eram assintométicos e negavam ictericia. Consideramos portanto

bastante plausivel que apresentassem baixos niveis de DNA-VHB circulantes.

Em recente estudo, entre pacientes HBsAg negativos com doenca hepética
crbnica, de etiologia desconhecida, 0 DNA-VHB foi detectado, pela PCR ultra-sensivel, no
soro e no tecido hepatico de 30% deles (CHEMIN et ai, 2001 (1), CHEMIN ez al, 2001
(I1)). Com uma excecfio, todos os pacientes eram positivos para DNA-VHB em baixos
niveis (10* copias/mL ou menos) e 53% foram negativos pelo ensaio comercial Amplicor
HBV (< 400 genomas equivalentes/mL) (KOIKE er al, 1998). Recentemente um valor
arbitrario superior a 10° copias/mL foi estabelecido como um critério de atividade para a
hepatite B cronica (LOK et al, 2001 (1), LOK et al, 2001 (II)). De acordo com esse critério,
nossos pacientes com hepatite B oculta nfio tinham hepatite B em atividade e ndo
necessitavam de tratamento, pois apresentavam, conforme detectamos, baixos niveis séricos
do DNA-VHB.

Nossos resultados demonstram que ndo houve diferenca significativa quando
pesquisamos o DNA-VHB em doadores de sangue anti-HBc reagentes, de acordo com a
presenca ou auséncia do anti-HBs. Em 100 doadores de sangue anti-HBc isoladamente
reagentes em que foi realizada a pesquisa do DNA-VHB, 6% apresentaram-se positivos
(Tabela 1). Em 50 doadores de sangue anti-HBc reagente/anti-HBs reagente, nenhum caso
de positividade foi encontrada. No total, 4% dos doadores de sangue anti-HBc reagente
mostraram-se¢ positivos para a presenca do DNA-VHB. Esse achado foi similar ao
encontrado em doadores de sangue na Sui¢a e na Alemanha, onde a positividade para o
DNA-VHB foi de 3,9 e 7,4%, respectivamente (GROB et al, 2000; JILG er al, 2001:
KHERFOUCHE et al, 1999). Isso confirma o fato de serem menores as prevaléncias de
infecgdo oculta pelo VHB nas populacdes anti-HBc teagentes de baixo risce, como € o caso

dos doadores de sangue.

No Brasil, Largura e colaboradores estudaram doadores de sangue do estado do
Parand ¢ notaram a auséncia do DNA-VHB em 50 pacientes. Esses pacientes eram
anti-HBc reagentes; 42 deles eram anti-HBs reagentes e 5 eram anti-HBs nfio reagentes. A

sensibilidade do teste de DNA-VHB por eles utilizado era de 300 genomas/mL. Essa
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sensibilidade foi semelhante 4 do nosso teste e os resultados so semelhantes aos nossos,

uma vez que em 50 doadores de sangue anti-HBs reagente n3o observamos casos de

positividade para o DNA-VHB.

Arraes e colaboradores (ARRAES er af, 2003) encontraram somente 2,5% de
doadores de sangue anti-HBc reagente que foram positivos para ¢ DNA-VHB, sendo que

esses eram tambeém positivos para o anti-HBs.

A positividade do anti HBc ¢ uma importante causa de descarte de sangue. A
pesquisa do HBsAg nfo pode ser considerada completamente protetora e portanto a
pesquisa do anti-HBc permanece necessaria como teste de triagem para o VHB em
unidades de sangue. A presenga do anti-HBs ndo ¢ indicativa da auséncia do virus, pois,

como pudemos observar na literatura, pacientes anti-HBs reagentes podem ser positivos
para o DNA-VHB. (ARRAES et a/, 2003).

Gongales er a/ (2003) avaliaram a possibilidade do possivel efeito protetor do
anticorpo anti-HBs, em infec¢des persistentes pelo VHB, comparande a prevaléncia da
infecgdo oculta entre os individuos anti-HBc¢ isoladamente reagentes com os anti-HBc
reagentes/anti-HBs reagentes em diferentes populac¢des. Em doadores de sangue, a infecgio
ocuita nfio foi significativamente maior enire os anti-HBc isoladamente reagentes (6%)
quando comparada com a prevaléncia encontrada entre os doadores anti-HBc
reagentes/anti-HBs reagentes (0%). O mesmo ocorreu entre os pacientes que eram
anti-HCV no reagentes/HIV reagentes com esses dois perfis soroldgicos de infecgio pelo
VHB, com freqliéncias semelhantes de positividade para 0 DNA-VHB (6,7% x 7,1%). Foi
possivel detectar a infeccdo oculta pelo VHB em taxas similares entre pacientes
co-infectados ou ndo pelo HIV, independente da presenga do anticorpe protetor anti-HBs.
Entre individuos HIV ndo reagentes/HCV reagentes, a infeccdo oculta pelo VHB foi
enconirada em 24% dos pacientes anti-HBc isoladamente reagentes, comparada a 5,4%
dessa infecgdo em individuos anti-HBc/anti-HBs reagentes. Portanto, em pacientes
imunocompetentes infectados pelo VHC, a auséneia do anti-HBs foi associada com uma
significativa taxa de infecclio oculta pelo VHB. Por outro lado, entre pacientes
co-infectados com HIV e VHC, n3o houve diferenca significativa entre os pacientes

anti-HBc 1soladamente reagentes e anti-HBc/anti-HBs reagentes (3,3% x 3,5%). Por algum
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mecanismo desconhecido, a interacfio entre esses trés virus (VHB, VHC, HIV) parece

modificar o perfil usual de infec¢io observado nos pacientes com VHB e co-infectados
com o VHC.

Tem se observado, também, uma apreciavel taxa de infecgfio oculta pelo VHB
em pacientes co-infectados com o virus da hepatite C (CACCIOLA ef al, 1999; BRECHOT
et al, 2001; BAGINSKI ef al, 1992; UCHIDA et al, 1997). Depois que o virus da hepatite
C foi identificado e um ensaio laboratorial foi desenvolvido, uma alta porcentagem de
pacientes com hepatite C que apresentavam anti-HBc¢ isoladamente reagente foi detectada.
Em nosso servico, aproximadamente 44% dos pacientes infectados pelo VHC possuem o
anti-HBc reagente (GONCALES ef al, 1993). Pacientes co-infectados podem ter uma baixa
atividade de replicacdo viral, indicando mutua interferéncia
(BRECHOT e al, 1989; JEANTET et al, 2002; REHERMANN e al, 1996;
SCHARSCHMIDT et al, 1992; THIERS et ai, 1988; ZIGNEGO ef al, 1997). Estudos sobre
co-infec¢do indicam haver uma matua interferéncia viral entre o VHB e o VHC, sugerindo
que o VHC exerce um maior efeito de supresso. (CHEMIN er qlf, 2001 II;
BLANPAIN er al, 1998; BORTOLOTTI ef al, 1998; BRECHOT et al, 1985;
CARMAN er al, 1991). Outros autores atribuem um papel dominante ao VHB
(JEANTET et al, 2002; OON et al, 1999; ZARSKI ef al, 1998). Outros, ainda, consideram
que a replicagdo do VHB ¢ mais afetada, sugerindo que o VHC inibe 0 VAB mais do que o
VHB inibe a replicagiio do VHC (OHKAWA er al, 1995). Esses dados corroberam com
uma demonstracio in vitfro (KEW et al, 1986) onde se notou gue a proteina do core do
VHC liga-se a0 RNA mensageiro do VHB e suprime a expresso génica e a replicacio do
VHB (JEANTET et al, 2002). Os niveis séricos de DNA-VHB sdo significativamente
menores em pacientes com altos niveis de RNA-VHC do que em pacientes com niveis

indetectaveis de RNA-VHC, e vice-versa (JEANTET et al, 2002).

Quando comparamos o grupo dos doadores de sangue com o grupo
co-infectado com a hepatite C, encontramos 24% de positividade para o0 DNA-VHB nesta
populagfio. Essa fregiiéncia de infeccio oculta entre pacientes com hepatite C foi cerca de 4
vEZes malorT que a observada nos nossos doadores de sangue. Isso se explica, a nosso ver,

por serem os doadores de sangue uma populagdio de menor risco. A principal via de
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transmissfio da hepatite C em nossa regido ¢ o uso compartilhado de seringas ¢ agulhas
pelos usudrios de drogas EV. GONCALES er o/ (1999), estudando pacientes com hepatite
C, encontraram o uso de drogas endovenosas como o principal fator de risco isolado para a
aquisicdo de hepatite C em 23% dos doadores de sangue anti-HCV reagente. Essa
populagdo adquire concomitantemente ou seqiiencialmente as hepatites B e C,
diferentemente dos doadores de sangue, que apresentam uma menor exposicio. Na nossa

casuistica, praticamente nfio existiram doadores que confirmassem o uso de drogas.

A causa da infeccfio oculta pelo VHB ainda permanece desconhecida. Acredita-
se que o encontro de HBsAg negativo associado a positividade do DNA-VHB possa ser
conseqliéncia de um progressivo declinio na replicagdo e expressfio do genoma do VHB
(BRECHOT ef al, 2001). Talvez o HBsAg pudesse ser detectado no soro desses individuos
HBsAg negativos/anti-HBc reagentes, se testes soroldgicos mais sensiveis estivessem

disponiveis (BRECHOT er al, 2001; KEW et al, 1986).

O encontro do anti-HBc¢ isoladamente reagente nos bancos de sangue suscita
muitas ddvidas quanto a seu significado e conduta a ser adotada. Como dito anteriormente,
o encontro de positividade isolada para o anti-HBc ¢ passivel de vérias interpretacées.
Assim, alguns pesquisadores vacinaram os individuos anti-HBc isodalamente reagentes, na
busca de respostas para esse perfil. McMahon e colaboradores (McMAHON et al, 1992)
realizaram um estudo com nativos do Alasca que eram anti-HBc isoladamente reagentes,
testados pelo método radioimunoensaio e enzimaimunoensaio, e observaram a resposta tipo
*booster” (definida como o nivel de anti-HBsAg > 50 SRU um més apos receber uma dose
de vacina) em 34% dos pacientes que possuiam anti-HBs<10 SRU e em 6% daqueles que
eram negativos para o anti-HBs, | més apds a 1* dose de vacina. Para os pacientes
reagentes somente pelo método enzimaimuensaio, 8,1% apresentaram resposta tipo
“booster”. Daqueles que completaram o esquema vacinal e nfio apresentaram resposta

anamneéstica, 78,8% soroconverteram um més apds a 3* dose.

Lok e colaboradores (LOK er al, 1988) observaram em 32 pacientes com
anti-HBc isoladamente reagente que, apos receberem 4 doses de vacina contra a hepatite B,
56% apresentaram resposta do tipo primaria (anti-HBsAg positivo em altos niveis apos 4

doses de vacina), 16% apresentaram resposta anamnéstica (anti-HBs reagente em altos
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niveis apos 1 dose de vacina) e 28% nfo soroconverteram. Com isso concluiu-se que pode
ocorrer falsa positividade para o anti-HBc de acordo com o teste utilizado e propds-se que

mesmo individuos anti-HBc reagentes em baixos niveis devem ser vacinados.

Na segunda fase deste trabalho, vacinamos os doadores de sangue e
acompanhamos sua resposta vacinal (soroconversio para o anti-HBs). Dos 140 doadores de
sangue, 100 completaram o esquema vacinal. Pudemos observar que 59% responderam na
primeira dose da vacina, 83% na segunda dose e 90% tiveram soroconversio acumulada
aps a terceira dose da vacina contra a hepatite B. Somente 10% dos pacientes nio
apresentaram soroconversdo. Tal padrdo de resposta nos leva a pensar que provavelmente
esses doadores poderiam ser imunes & hepatite B, com baixos titulos de anticorpos, ndo

detectados pelos métodos habituais.

No Brasil, Souto e colaboradores (SOUTO et al, 2001) estudaram 33 doadores
de sangue anti-HBc isoladamente reagentes que receberam a vacina, sendo que 39%
soroconverteram apos 1 dose, 75% apos duas doses € que, no total, 88% soroconverteram.
Desses pacientes, em 24 foi pesquisado o DNA-VHRB ap6s as duas doses de vacina e o

mesmo foi negativo em todos.

Almeida Neto e colaboradores (ALMEIDA NETO ef al, 2001) estudaram 77
doadores de sangue anti-HBc¢ isoladamente reagentes e, apés uma dose de vacina contra a
hepatite B, 34% soroconverteram. Nos 39 pacientes que nfio soroconverteram foi realizada

a pesquisa do HBV-DNA e todos foram negativos.

Procuramos também relacionar a resposta vacinal com a presencga ou auséncia
do DNA-HBV nos pacientes HBsAg negativos/anti-HBc reagentes (grupo C). Como
podemos ver na Figura 3, apds D1 observou-se soroconversiio para o anti-HBs em 50% dos
pacientes com DNA do VHB (+) e em 59,6% dos pacientes com DNA do VHB (-). Apos
D2, apresentaram soroconversdo 66,7% dos pacientes com DNA do VHB (+) e 84% dos
pacientes com DNA do VHB (~). Apés D3, houve soroconversio acumulada em 100% dos
pacientes com DNA do VHB (+) e em 89,4% dos pacientes com DNA do VHB (-). No
final, 10,6% dos doadores DNA do VHB (-) nfio soroconverteram apds D3. Nio houve
diferenca significativa entre as porcentagens de soroconversio entre os dois grupos

avahiados.
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Desse modo, pensando nas diferentes interpretages para o encontro do
anti-HBc isolado, poderiamos avaliar que a positividade do DNA-VHB nesse grupo poderia
refletir um portador do VHB com niveis séricos de HBsAg muito baixos, que nio seriam
detectados pelos métodos habituais de rotina. Seria interessante também notar que, mesmo
com a positividade para 0 DNA-VHB, esses pacientes tiveram soroconversdo semelhante a

dos DNA-VHB negativos.

100% dos pacientes com DNA do VHB (+) pré-vacinal tornaram-se DNA do
VHB (-) nas pesquisas realizadas apos D1, D2 e D3, o que nos leva a pensar que a
estimulacfio vacinal pode ter diminuido a carga viral a ponto de n3o ser mais detectada pela
PCR. Podemos considerar que a presenca de uma quantidade muito pequena de VHB com
uma replicacio residual seria mncapaz de estimular o sistema imune a produzir anti-HBs em
maior quantidade. A inoculagdo vacinal do antigeno de superficie do VHB teria feito essa
estimulacio e com isso levado & producfio de anti-HBs em maiores quantidades. Nos

trabalhos citados, somente houve a pesquisa do DNA-VHB apés a vacinacéo.

Estimular o aparecimento ou reaparecimento do anti-HBs através da vacinacio
¢ um modo de constatar o desenvolvimento do estado de imunidade contra ¢ VHB ¢
provavel eliminacfio do agente infecciose (SOUTOQ er al, 2001). Essa conduta poderia ser
usada para diminuir a transmissfo do VHB em 4reas endémicas e tornar o doador rejeitado

dessas dreas apto a doag8o, diminuindo o problema com o suprimento de sangue.

A negativacio do DNA-VHB demonstrada pelo nosso teste de PCR “in house”
com boa sensibilidade (100 copias/ml.) pode indicar que possivelmente conseguimos

eliminar o VHB residual nos pacientes com infecgfio oculta.

Como pudemos observar, os individuos com infecgdo oculta pelo VHB
possuem baixissimas viremias. E discutivel se esses baixos niveis de VHB seriam capazes
de transmitir a doenga a outros. Somente modelos animais poderiam responder a questfo.
Do ponto de vista da saide puablica, devemos comnsiderar todo paciente HBsAg

negativo/anti-HBc reagente como um possivel transmissor do VHB.
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Wiedmann et af vacinaram pacientes com HCV contra a hepatite B,
comparando os resultados com um grupo controle. Observaram que 31% dos pacientes com
infeccdo pelo VHC nfio responderam & vacina, contra 9% de nfio resposta nos controles
sadios (p<0,005). A auséncia de soroconversdo ndo estava relacionada com a presenca de
cirrose, com a concentragdo do RNA do VHC ou com a presenca de antigenos da classe
HLA. Os autores concluiram que nos pacientes com hepatite C ha menor soroconversio
quando comparada a observada entre pacientes sadios, sem hepatite C. Além disso, nos
pacientes com hepatite C que apresentaram resposta vacinal contra o virus da hepatite B,
essa foi quantitativamente menor quando comparada 4 resposta observada em controles. Na
nossa casuistica, entre os 22 pacientes com hepatite C anti-HBc reagentes que receberam 3
doses da vacina, notamos que 4 (18%) haviam apresentado soroconversdo apds a 12 ou 2°
dose, porém ndo mantiveram titulos de anti-HBs superiores a 10 mUI/mL ap0s a terceira
dose. Isso sugere que haveria uma perda precoce de anticorpos. Se medissemos a
soroconversdo apos 3 doses, como Wiedmann ef al, ndo teriamos detectado esses pacientes

com soroconversio temporaria.

Em um estudo realizado em pacientes hemodialisados com ou sem hepatite C
que receberam vacina contra a hepatite B, demonsirou-se a ocorréncia de soroconversio
(anti-HBs>10 mUl/mL) em 80,5% dos pacientes. Porém, houve diferenca significativa
quando se analisou os titulos de anti-HBs superiores a 100 mUl/mL. (soroprotecio), sendo
esses 33,3% versus 70,3%, dos pacientes com e sem infeccio pelo virus da hepatite C,

respectivamente (NAVARRO ef al, 1994).

Em outro estudo realizado em pacientes com hepatite C, vacinados contra a
hepatite B e comparados com um grupo controle, demonstrou-se soroconversio em 72%
versus 92% do grupo controle (p<0,05). Porém, nio foram observadas diferencas
significativas quando esses grupos foram comparados quanto 4 soroprotegio: 51% versus
54%, respectivamente (IDILMAN ez al, 2002).

A resposta a vacinago contra a hepatite B parece ser significativamente menor

em pacientes com hepatite C com cirose, quando comparados a ndo cirréticos.
(IDILMAN er af, 2002; DE MARIA ef 4, 2001).
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Na terceira fase deste estudo, vacinamos um grupo de pacientes anti-HBc
reagentes ¢ anti-HBc nfo reagentes, co-infectados com o virus da hepatite C e
acompanhamos a resposta vacinal. De acordo com a Figura 6, comparando-se os 2 grupos
apoés D1, observou-se soroconversdo para o anti-HBs em 350% X 15,4% dos pacientes,
respectivamente. Apés D2 haviam soroconvertido 68,2% X 34,6% dos pacientes. Apos D3
houve soroconversio acumulada em 82% X 654% dos pacientes. Nio houve
soroconversdo em 18% X 34,6% dos pacientes com hepatite C, respectivamente anti-HBc
reagentes e anti-FHBc nfo reagentes. A soroconversio apds D1 e D2 foi significativamente
menor no grupo anti-HBc ndo reagente/HCV reagente, quando comparado ao grupo
anti-HBc reagente/HCV reagente, o que era esperado, uma vez que esses pacientes nfo
haviam entrado em contato com o virus da hepatite B. Ja ap0s a terceira dose ndo houve
diferenca significativa. Esse dado ¢é semelhante ao observado na literatura. Nio
encontramos na literatura relatos de vacinago em pacientes anti-HBc reagentes/HCV

reagentes.

Entre pacientes anti-HBc reagentes com e sem hepatite C observamos taxas de
soroconversdo de respectivamente 82 e 90%, o que deve indicar que esses pacientes, co-
infectados ou ndo com o viras C, irfio soroconverter independentemente da presenca ou néo
desse agente. Em outras palavras, o virus C nfio inibiu a producio do anti-HBs nos

pacientes com hepatite C que ja possuiam o anticorpo anti-HBc.

Quando analisamos a presenca ou auséneia do DNA-VHB no grupo anti-HBc
reagente/HCV reagente (grupo D), observamos que apés D1 houve soroconversio para o
anti-HBs em 50% dos pacientes DNA do VHB (+) ¢ em 50% dos pacientes DNA do VHB
(). Ap6s D2, soroconverteram 70% dos pacientes DNA do VHB (+) e 66,7% dos pacientes
DNA do VHB (-). Apds D3, houve soroconvers3o acumulada em 90% dos pacientes DNA
do VHB (+} ¢ em 75% dos pacientes DNA VHB (-). Do total, 10% dos pacientes DNA do
VHB (+) ¢ 25% dos pacientes DNA do VHB (-) nfo soroconverteram apds D3
(Figuras 4 ¢ 9). Nesse grupo anti-HBc reagente/HCV reagente nfioc houve diferenca
significativa de soroconversdo quanto & presenca ou auséncia do DNA-VHB, como também

foi notado no grupo de doadores de sangue.
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Também nesse grupo analisamos a negativagio do DNA-VHB apés a
vacinagdo. Assim, dos 10 pacientes infectados pelo VHC que eram positivos para a
presenca do DNA do VHB observamos a negativacio em 77,8%, 87,5% e 90% apos D1,
D2 e D3, respectivamente (Figura 5).

Esse resultado foi diferente do observado nos doadores de sangue, onde 100%
soroconverteram apos 3 doses de vacina. Assim, nos pacientes com HVC, a vacinagio ndo

foi capaz, em 10% dos casos, de diminuir a carga viral ou eliminar o agente infeccioso.

Sabe-se que pacientes com hepatite C, co-infectados com o VHB ou com o
HIV, quando tratados com interferon, apresentam menores taxas de resposta sustentada
(eliminagdo viral), possivelmente como conseqiiéncia das interagbes virais. Sabe-se
também que ha menor soroconversio para o anti-HBs nos pacientes com HVC que recebem
vacina contra 0 VHB. Nido ¢ de estranhar que um paciente n3o tenha conseguido

soroconverter e eliminar o VHB residual.

Como pudemos observar na Figura 9, nic houve diferenga significativa no
percentual de soroconversdo para o anti-HBs entre os grupos estudados quanto a presenca
ou auséncia de DNA-VHB. Porém, quando comparamos os 3 grupos de acordo com o
status sorolégico para o anti-HBc e o HCV, notamos que ha uma maijor taxa de nfio
respondedores entre os pacientes HCV positivos, quando comparado aos pacientes sem

infecgio pelo VHC. Esses achados sfo semelhantes aos relatados na literatura.

Com este estudo, esperamos ter contribuido para um methor entendimento da
problematica dos doadores de sangue anti-HBc isoladamente reagentes. Como pudemos
notar, esses individuos podem apresentar infeccdio oculta pelo virus B, principalmente

quando estio co-infectados pelo virus C.

Consideramos ainda que novos estudos utilizando a vacina contra ¢ virus B
necessitam ser realizados, tanto para avaliarmos sua capacidade de proteger os individuos
com hepatite C, como para eliminar, possivelmente, o VHB residual em pacientes

anteriormente infectados pelo virus B.

Discussge

111



7 - CONCLUSAO

i3



. Observamos uma freqiiéncia moderadamente alta de falso-positivos entre
doadores de sangue anti-HBc reagente na triagem sorolégica do banco de

sangue;

. A infec¢fio oculta pelo VHB foi encontrada em 6% dos doadores de sangue
HBsAg negativo/anti-HBc reagente, valor esse 4 vezes menor que ©
observado entre pacientes HBsAg negativo/anti-HBc reagentes co-infectados
com o VHC (24%);

. Com a vacinagio, houve soroconversio em 90% dos doadores de sangue
anti-HBc isoladamente reagente ¢ esta ocorreu independentemente da
presenga ou auséncia do DNA-VHB no soro dos doadores antes da

vacinagdo;

. Observou-se soroconversio acumulada em 82% dos individuos anti-HBc¢
isoladamente reagentes HCV positivo apdés as 3 doses de vacina e essa
ocorreu independentemente da presenga do DNA-VHB no soro antes da

vacinacio;

. Houve negativagio do DNA-VHB entre doadores de sangue e pacientes com

hepatite C em respectivamente 100% e 90% dos vacinados;

. Houve menor percentual de soroconversdo (65,4%) nos individuos anti-HBc
ndo reagentes infectados pelo VHC, quando comparada & soroconversio

observada nos pacientes anti-HBc reagentes sem hepatite C (90%);

. O percentual de nio respondedores 4 estimulagdo vacinal foi maior entre os
pacientes anti-HBc reagentes com hepatite C (36,4%) do que entre os

doadores de sangue anti-HBc reagentes sem hepatite C (10%);

. G percentual de nfic respondedores a vacina¢io contra o VHB entre
pacientes com hepatite C foi de 35%, sendo semelhante tanto entre os gue
eram anti-HBc¢ reagentes (36,4%) quanto entre anti-HBc n#io reagentes
(34,6%).
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DATA: _/ /

NOME: HC:

FONE: DN.:. [/ SEXO

COR: ESTADO CIVIL: N° DE FILHOS:
PROFISSAOQ:

N°DE DOACOES: DATA DOACAO:  / /

PERFIL NA TRIAGEM SOROLOGICA: HBsAg:
DATA / /

ANTI HBc IgG:
ANTI HBsAg:

DROGAS
USOU DROGAS NO PASSADO?
[ ]SIM [ ]NAO
USAVA DROGAS POR VIA EV, SC, IM, VO, OU INALACAO?
[ 1SIM [ INAO VIA:
USAVA DROGAS EM GRUPO POR VIA PARENTERAL?
[ 1SIM [ ]INAO
ATUALMENTE VOCE:
[ ]PAROU DE USAR DROGAS HA MESES
[ ] CONTINUA USANDO DROGAS
QUAL DROGA VOCE USA?
USA DROGAS POR VIA PARENTERAL, ATUALMENTE?
QUAL(S)
[ ISIM [ INAO [ T1EMGRUPO

HABITOS SEXUAIS

SEU COMPORTAMENTO SEXUAL NO PRESENTE E:

[ ]NAO MANTEM RELACOES SEXUAIS HA (TEMPO)

[ THETEROSSEXUAL COM PARCEIRO UNICO HA (TEMPO)

[ JHETEROSSEXUAL COM MULTIPLOS PARCEIROS, EM MEDIA /MES,
SENDO TAIS PARCEIROS CONHECIDOS

[ JHETEROSSEXUAL COM MULTIPLOS PARCEIROS, EM MEDIA /MES,
SENDO TAIS PARCEIROS DESCONHECIDOS

[ ]HETEROSSEXUAL COM UM PARCEIRO FIXOE VARIAVEL(IS)
ESTE PARCEIRO VARIAVEL E GERALMENTE:

[ ]CONHECIDO [ ] DESCONHECIDO

[ ]HOMOSSEXUAL COM PARCEIRO UNICO HA (TEMPO)

[ ]HOMOSSEXUAL COM MULTIPLOS PARCEIROS, EM MEDIA /MES,
SENDO TAIS PARCEIROS CONHECIDOS

[ ]HOMOSSEXUAL COM MULTIPLOS PARCEIROS, EM MEDIA /MES,
SENDQ TAIS PARCEIROS DESCONHECIDOS

[ ]HOMOSSEXUAL COM UM PARCEIRO FIXO E OUTRO(S) VARIAVEL(IS)

NG

Apéndice I - Questiondrio
135



ESTE(S) PARCEIRO(S) VARTIAVEL(IS)SAO GERALMENTE:
[ ] CONHECIDOS [ ] DESCONHECIDOS

[ ]BISSEXUAL, VARIANDO O PARCEIRO MASCULINO

{ ]BISSEXUAL, VARIANDO O PARCEIRO FEMININO

[ ]BISSEXUAL, VARIANDO AMBOS PARCEIROS

ESTES PARCEIROS SAO:

[ ] CONHECIDOS [ 1DESCONHECIDOS

[ ]PROSTITUTOS(AS)

DOACOES DE SANGUE

E DOADOR DE SANGUE?

[ ]1°VEZ [ ]OCASIONALMENTE [ JHABITUAL
JA FEZ EXAMES PARA HEPATITES EM OUTRAS DOACOES?

[ ]SIM [ INAO [ ]NAOSABE RESULTADO:
TEM CARTEIRA DE DOADOR?
[ ]SIM [ INAO Ne
JA RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?
[ JISIM [ INAO

QUANTAS VEZES?
EM QUE DATA FOI A ULTIMA?

O SEU PARCEIRO SEXUAL JA RECEBEU SANGUE OU HEMODERIVADOS?

[ }JSIM [ ]INAO [ ]NAOSABE HA QTO TEMPO

JA RECEBEU INJECOES COM SERINGAS E/OU AGULHAS NAO DESCARTAVEIS?
[ ]SIM [ ]NAO HA QTO TEMPO?
JA FEZ TRATAMENTO COM ACUPUNTURA?
[ ]SIM [ INAO

JAFEZ TATUAGEM?

[ ]SIM [ INAO

TEVE CONTATO COM PESSOA COM HEPATITE OU ICTERICIA?
[ ]SIM [ 1NAO

QUAL O TIPO DE CONTATOXSEXUAL, SOCIAL ETC)
HA QTO TEMPO FOI ESTE CONTATO?

JA TEVE HEPATITE OU ICTERICIA?
[ ]SIM [ INAO

DESCREVA

CIRURGIAS ANTERIORES:

DATA: / /

DATA: / /

Apéndice 1 - Questiondrio
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS-UNICAMP

é“"’m HOSPITAL DE CLINICAS
- SERVICO SOCIAL

=
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Prezado doador

Quando vocé doou sangue, varios exames foram realizados. O seu exame
mostrou que vocé tem um anticorpo contra o virus da hepatite B. Isto significa que vocé

teve, em algum momento da sua vida, contato com este virus.

Com certeza vocé nfio esta doente no momento. Com os exames realizados até
agora, ndo ¢ possivel saber se vocé, embora nfio tendo doenga no figado, ainda tem a

possibilidade de transmitir este virus para outras pessoas.

Hstamos convocando vocé para realizar um outro tipo de exame de sangue, que

vai com certeza definir ¢ seu caso.

Se vocé estiver totalmente Iivre de transmitir o virus da hepatite B, serd

comunicado por carta que ndo necessita comparecer ao Hospital de Clinicas e recebera alta.

Se voct amnda nfio estiver totalmente livre de transmitir a hepatite B, serd
comunicado por carta para comparecer a0 Hospital de Clinicas para receber uma dose de

vagina.

Obrigado.
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Prezado doador,

Como foi explicado na reunifio realizada no Hospital de Clinicas da UNICAMP

realizamos a pesquisa do anticorpo protetor (Anti HBs) no seu sangue.

No seu caso o exame foi positivo e vocé esta totalmente livre da hepatite B e
também nfo estd mais transmitindo o virus da hepatite B para outras pessoas. Portanto nio
ha necessidade de vocé comparecer ao Hospital de Clinicas, ou se preocupar com este

assunto.

Como estes exames ficam positivos por muitos anos, se vocé doar sangue,

apesar de ndo ter mais o virus da hepatite B, vocé serd novamente blogueado para

investigacéo.
Aconsethamos, para evitar este problema, que vocé nfio doe sangue oulra vez.

Obrigado.
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Prezado doador,

Como foi explicado na reunifio realizada no Hospital de Clinicas da UNICAMP

realizamos a pesquisa do anticorpo protetor {(Anti HBs) no seu sangue.

No seu caso, o exame foi negativo.

Para tanto, a fim de estimularmos a produc@o deste anticorpo, e vocé ficar

protegido e livre da hepatite B estamos solicitando que vocé compareca a0 Ambulatério do

Hospital de Clinicas, na faixa marrom (no mesmo lugar onde vocé foi atendido) no

dia de . quinta-feira, as 8 horas para receber uma dose de

vacina contra o virus da hepatite B.

Obrigado.

Apéndice 2 - Cartas Enviadas aos Doadpres de Sangue
139



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS-UNICAMP
HOSPITAL DE CLINICAS

B,
g

\
"

SERVICO SOCIAL

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”, 8/N° - Caixa Postal 6142 -
13083-970 — Campinas — SP
B (019) 788-7250 - (019) 788-7460

[
2z
0
»
2
b

Prezado doador,

Como foi explicado na reunifio realizada no Hospital de Clinicas da

UNICAMP, repetimos a pesquisa do anticorpo Anti-HBc¢ no seu sangue.
Na repeticio o exame foi NEGATIVO.

Com este resultado agora confirmado ofa) Sr(a) ndo necessita mais se
preocupar com este assunto de Hepatite B na doagfo de sangue, nem comparecer ao

Hospital de Clinicas.

O seu exame era um falso positivo e nfio ha necessidade de gualquer tratamento

ou de novos exames.

Obrigado.
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1. Determinaciio do Antigeno de Superficie do Virus da Hepatite B (HBsAg)

A determinago do HBsAg foi realizada através de um imunoensaio enzimaético

de microparticulas (MEIA) de terceira geracio utilizando-se o analisador automaético
AXSYM.

As amostras e todos os reagentes do Axsym HBsAg necessarios sio
pipetados pela sonda de amostra nos vérios pogos de uma célula de reacio
(reaction vessels - RV) no centro de pipetagem. A RV ¢ imediatamente transferida para o
centro de processamento pela sonda de processamento. Pipetagens adicionais sdo realizadas

no centro de processamento pela sonda de processamento.
As reagBes ocorrem na seguinte seqiiéncia:

As amostras, as microparticulas revestidas com anticorpos Anti-HBs e os

anticorpos Anti-HBs biotinilados, combinam-se na cavidade da RV.

Quando o HBsAg estd presente na amostra, liga-se as microparticulas
revestidas de Anti-HBs ¢ ao Anti-HBs biotinilado, formando um complexo

antigeno- anticorpo numa mistura de reacio.

Uma parte da mistura de reagfio é transferida para a matriz de fibra de vidro

{matrix cell). As microparticulas ligam-se irreversivelmente & matriz de fibra de vidro.

O conjugado de anticorpos anti-biotina fosfatase alcalina é dispensado na

“matrix cell” liga-se a qualquer complexo antigeno- anticorpo ligado &s microparticulas.

A “matrix cell” € lavada de forma a remover materiais ndo ligados as

microparticulas.

O substrato 4-metilumbeliferil-fosfato é adicionado. O conjugado marcado com
fosfatase alcalina catalisa a remocfo do grupo fosfato do substrato, formando-se

4-metilumbeliferona, um produto fluorescente que ¢ medido pelo conjunto dptico MEIA.

A presen¢a ou auséncia de HBsAg na amostra ¢ determinada pela comparaciio
da taxa de formag8o de produto fluorescente com uma taxa de cutoff determinada & partir
de uma calibragfo. Se a taxa de formacdo de produto fluorescente da amostra for superior

ou igual & taxa de cutoff, a amostra ¢ considerada reativa para o HBsAg.
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2. Determinacio Quantitativa do Anticorpo para o Antigeno de Superficie do
Viras da Hepatite B (Anti-HBs)

A determina¢do do Anti-HBs foi realizada através de um imunoensaio
enzimatico de microparticulas (META) utilizando-se o analisador automatico AXSYM. As
amostras e todos os reagentes do Axsym AUSAB necessarios sfo pipetados pela probe de
amostra nos varios pogos de uma célula de reacfio (reaction vessels - RV) no centro de
amostra. A RV € imediatamente transferida para o centro de processamento pela sonda de

processamento, onde sfo feitas as pipetagens pela probe de processamento.
As reagbes ocorrem na seguinte seqiiéneia:

As amostras, ¢ as microparticulas revestidas com o antigeno de superficie

recombinante do virus da hepatite B (rtHBsAg) combinam-se em um pogo da RV.

Quando o Anti-HBs estd presente na amostra, liga-se as microparticulas

revestidas, formando um complexo antigeno - anticorpo na mistura da reagéio.

Uma parte da mistura da reacfo ¢ transferida para a matriz de fibra de vidro

(matrix cell). As microparticulas ligam-se irreversivelmente 3 matriz de fibra de vidro.

O HBsAg Biotinilado ¢ dispensado na matrix cell formando um complexo de

antigeno-anticorpo-antigeno.

A anti-biotina conjugado de fosfatase alcalina é dispensada na “matrix cell”

liga-se a qualquer complexo antigeno-anticorpo-antigeno ligado as microparticulas.

A “matrix cell” € lavada de forma a remover materiais nfio ligados as

microparticulas.

O substrato 4-metilumbeliferil-fosfato ¢ adicionado. O conjugado marcado com
fosfatase alcalina catalisa a remocio do grupo fosfato do substrato, formando-se

4-metilumbeliferona, um produto fluorescente que é medido pelo conjunto 6ptico MEIA.

A concentragdo de Anti-HBs na amostra é determinada usando uma curva de
calibracio feita previamente. Se a concentracio da amostra for igual ou superior a 10

mUV/ml., a amostra ¢ considerada reativa.
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3. Determinacio do Anticorpo contra o Antigeno “Core” do Virus da
Hepatite B (Anti-HBc¢)

A determinacio do Anti-HBc foi realizada através de um imunoensaio
enzimatico de microparticulas (MEIA) utilizando-se o analisador automaitico AXSYM. As
amostras ¢ todos os reagentes do Axsym Core necessarios sfio pipetados pela probe de
amostra nos varios pogos de uma célula de reaciio (reaction vessels - RV) no centro de
amostra. A RV ¢ imediatamente transferida para o centro de processamento pela sonda de

processamento, onde sdo feitas as pipetagens pela probe de processamento.
As reagdes ocorrem na seguinte seqiiéncia:

As amostras, o diluente de amostra e as microparticulas revestidas com o

antigeno core contra o virus da hepatite B (rHBcAg) combinam-se em um pogo da RV.

Quando o Anti-HBc estd presente na amostra, liga-se as microparticulas

revestidas de rTHBcAg, formando um complexo antigeno - anticorpo na mistura da reagfo.

Uma parte da mistura da reag#io ¢ transferida para a matriz de fibra de vidro

{matrix cell). As microparticulas ligam-se irreversivelmente 3 matriz de fibra de vidro.

O conjugado de anticorpo (humano) contra o antigeno core do virus da hepatite
B fosfatase alcalina € dispensado na matrix cell e liga-se aos sftios antigénicos rHBcAg nas

microparticulas que nfo estiverem ligados com o Anti-HBc¢ da amostra.

A “matrix cell” é lavada de forma a remover materiais nfio ligados as

microparticulas.

G substrato 4-metilumbeliferil-fosfato ¢ adicionado. O conjugado marcado com
fosfatase alcalina catalisa a remociio do grupo fosfato do substrato, formando-se

4-metilumbeliferona, um produto fluorescente que é medido pelo conjunto dptico MEIA.

A presenca ou auséncia de Anti-HBc na amostra é determinada pela
comparaglo da taxa de formagdo de produto fluorescente com uma taxa de cutoff
determinada & partir de uma calibragio. Se a taxa de formacio de produto fluorescente da
amostra for inferior ou igual 4 taxa de cutoff, a amostra ¢ considerada reativa para o

Anti-HBc.
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4. Determinacio do Antigeno “e” do Virus da Hepatite B (HBeAg)

A determinagio do HBeAg foi realizada através de um imunoensaio enzimatico
de microparticulas (MEIA) utilizando-se o analisador automatico AXSYM. As amostras e
todos os reagentes do Axsym HBe necesséarios sfo pipetados pela probe de amostra nos
varios pocos de uma célula de reaciio (reaction vessels - RV) no centro de amostra. ARV é
imediatamente transferida para o centro de processamento pela sonda de processamento,

onde sdo feitas as pipetagens pela probe de processamento.
As reacdes ocorrem na seguinte seqiiéncia:

As  amostras, as microparticulas revestidas com o Anti-HBe

(monoclonal de camundongo) e diluente de amostra combinam-se em um poco da RV.

Quando o HBeAg estd presente na amostra, liga-se as microparticulas

revestidas de Anti-HBe formando um complexo antigeno - anticorpo na mistura da reag#o.

Uma parte da mistura da reagdo ¢ transferida para a matriz de fibra de vidro

(matrix cell). As microparticulas ligam-se rreversivelmente & matriz de fibra de vidro.

O conjugado de Anti-HBe fosfatase alcalina € dispensado na matrix cell e
liga-se com o complexo  antigeno-anticorpo, formando um  complexo

anticorpo-antigeno-anticorpo.

A “matrix cell” ¢ lavada de forma a remover materiais nfo ligados as

microparticulas.

O substrato 4-metilumbeliferil-fosfato € adicionado. O conjugado marcado com
fosfatase alcalina catalisa a remocfic do grupo fosfato do substrato, formando-se

4-metilumbeliferona, um produto fluorescente que € medido pelo conjunto éptico MEIA.

A presenca ou auséncia de HBeAg na amostra é determinada pela
comparagdo da taxa de formacfio de produto fluorescente com uma taxa de cutoff
determinada a partir de uma calibragfo. Se a taxa de formagfio de produto fluorescente da
amostra for superior ou igual 3 taxa de cutoff, & amostra € considerada reativa para o

HBeAg
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5. Determinacic do Anticorpo para o Antigeno “e” do Virus da Hepatite B
(Anti-HBe)

A determinacdo do Anti-HBe foi realizada através de um imunoensaio
enzimdtico de microparticulas (MEIA) utilizando-se o analisador automatico AXSYM. As
amostras ¢ todos os reagentes do Axsym Anti-HBe necessarios sfio pipetados pela probe de
amostra nos varios pocos de uma célula de reacio (reaction vessels - RV) no centro de
amostra. A RV ¢ imediatamente transferida para o centro de processamento pela sonda de

processamento, onde sdo feitas as pipetagens pela probe de processamento.
As reac¢Oes ocorrem na seguinte seqgiiéncia:

As amostras, ¢ o reagente neutralizante (rHBeAg) sfo misturados no pogo da
RV.

Quando o Anti-HBe esta presente na amostra, liga-se ao reagente neutralizante,

formando um complexe antigeno - anticorpo na mistura da reagfo.

O diluente de amostra e as microparticulas revestidas com o anticorpo para o
antigeno “e” do virus da hepatite B (monoclonal de camungongo) sdo misturados em outro

pogo da mesma célula de reacio.

As microparticulas revestidas com o anticorpo para o antigeno “e” do virus da
hepatite B (monoclonal de camundongo diluidas sfo adicionadas ac complexo
antigeno-anticorpo. Todos os rtHBeAg nfo ligados do reagente neutralizante ira ligar-se as

microparticulas

Uma parte da mistura da reacfio ¢ transferida para a matriz de fibra de vidro

{matrix cell). As microparticulas ligam-se irreversivelmente a matriz de fibra de vidro.

O conjugado anticorpo para ¢ antigeno “e” do virus da hepatite B fosfatase

alcalina € dispensado na matrix cell e liga-se ao rHBeAg nas microparticulas.

A “matrix cell” ¢ lavada de forma a remover materiais nfo ligados as

microparticulas.
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O substrato 4-metilumbeliferil-fosfato € adicionado. O conjugade marcado com
fosfatase alcalina catalisa a remociio do grupo fosfato do substrato, formando-se

4-metilumbeliferona, um produto fluorescente que € medido pelo conjunto optico MELA.

A presencga ou auséncia do Anti-HBe na amostra ¢ determinada pela
comparacio da taxa de formacfio de produto fluorescente com uma taxa de cutoff
determinada 3 partir de uma calibracdo. Se a taxa de formagio de produto fluorescente da

amostra for inferior ou igual a taxa de cutoff, a amostra ¢ considerada reativa para o

Anti-HBe.
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1. Dosagem das aminotransferases
1.1. Alanina Aminotransferase (ALT)
A dosagem bioquimica da alanina aminotransferase (ALT) foi realizada através
de um ensaio cinético quantitativo a 37°C utilizando-se o analisador automatico Hitachi 917
(Roche Laboratories). A reagdo ocorre quando o ALT catalisa a seguinte reaciio de
equilibrio:

ALT

a-cetoglutarato + L-alanina g > L-glutamato + piruvato

O aumento do piruvato ¢ determinado numa reacfio indicadora catalisada pela
lactato-desidrogenase.

LDH
Piruvato + NADH + H+ _“" L-lactato + NAD+

Na segunda reacdo, 0 NADH ¢ oxidado para NAD. A velocidade de diminui¢io
do NADH (medido fotometricamente) ¢ diretamente proporcional & velocidade de
formac#o do piruvato e, logo, a atividade da ALT.

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) ¢ o valor de referéncia até 40

U/L para homens ¢ até 30 U/L para mulheres.

1.2. Aspartato Aminotransferase (AST)

A dosagem bioquimica da aspartato aminotransferase (AST) foi realizada
através de um ensaio cinético quantitativo a 37°C utilizando-se o analisador automético
Hitachi 917 (Roche Laboratories). A reacfo ocorre quando o AST catalisa a seguinte reacdo
de equilibrio:

AST

a-cetoglutarato+L-aspartato —# L-glutamato+oxaloacetato

O aumento do oxaloacetato € determinado numa reagfo indicadora catalisada
pela malato-desidrogenase.
MDH

Oxaloacetato + NADH + H+ < P 1-malato + NAD+
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O NADH ¢ oxidado para NAD. A velocidade de diminuicic do NADH
(medido fotometricamente) ¢ diretamente proporcional a4 velocidade de formacio do
oxaloacetato, e logo, a atividade da AST.

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) e o valor de referéncia de até

37 U/L para homens ¢ até 31 U/L para mulheres.

2. Dosagem da Gama Glutamiltransferase (GGT)
A dosagem bioquimica da gama glutamiltransferase (GGT) foi realizada através
de um ensaio cinético quantitativo a 37°C utilizando-se o analisador automatico Hitachi 917

(Roche Laboratories).

v-GT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida+glicilglicina — L-y-glutamil- glicilglicina

+ S-amino-2-nitrobenzoato

A gama-glutamiltransferase  transfere o  grupo  y-glutamilo da
L-y-ghitamil-3-carboxi-4-nitroanilida para a glicilglicina. A quantidade libertada de
5-amino-2-nitrobenzoato € proporcional a atividade de GGT e pode ser medida
fotometricamente.

O resultado foi expresso em Unidades/Litro (U/L) e o valor de referénciade 9 a

40 U/L. para homens e de 9 a 35 U/L para mulheres.

3. Determinacfic da Fosfatase Alcalina
A dosagem bioquimica da fosfatase alcalina foi realizada através de um ensaio

cinético quantitativo a 37°C utilizando-se o analisador automatico Hitachi 917

{Roche Laboratories).
ALP

p-nitrofenilfosfato + H2O0—  fosfato + p-nitrofencl
Mg*

Na presenga de fons de magnésio, o p-nitrofenilfosfato € transformado em
fosfato e p-nitrofenol pela adicfio de fosfatase. O p-nitrofenol liberado é proporcional a
atividade da fosfatase alcalina e pode ser medida fotometricamente. O resultado foi
expresso em Unidades/Litro (U/L) e o valor de referéncia até 269 U/L para homens e até
239 U/L para mulheres.
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PCR Amplicor Monitor (Roche Laboratories)

Este teste baseia-se em quatro processos principais: preparacdc da amostra,
amplificagio do DNA alvo por PCR usando iniciadores complementares especificos do HBV,
hibridizaco dos produtos amplificados por sondas oligonucleotidicas especificas do(s) alvo(s), e
deteccio dos produtos amplificados e fixos a sonda por determinagio colorimétrica.

O teste permite uma amplificacio por PCR simuitdnea do DNA alvo do HBV ¢ do
DNA do padrio interno do HBV. O reagente de mistura principal contém um par de iniciadores
especificos para 0 DNA alvo do HBV e para 0 DNA do padro interno do HBV. A quantificagdo do
DNA viral do HBV é efetuada utilizando o padrio interno do HBV, que € uma copia transcrita de
DNA n#o infecciosa que contém locais de fixa¢do ao iniciador idénticos acs do DNA alvo do HBV
e uma regido de fixacdo da sonda que permite que o amplicon do padro interno se distinga do
amplicon do HBV. O padrio interno encontra-se incorporado em cada amostra individual, num
nfimero de cépias conhecido e ¢ transportado através dos passos de amplificagdo por PCR,
hibridizacdo e detecgdo da amostra em conjunto com o HBV alvo e amplificado conjuntamente com
o HBV alvo. Os niveis de DNA do HBV presentes na amostra de teste sio determinados
comparando o sinal do HBV com o sinal do padrio interno em cada amostra. A quantificagdo do
DNA do HBV ¢ efetuada utilizando uma curva padrdio externa gerada em cada execucgdo. Seis
padries do HBV sdo incluidos em cada execugfio. O numero de cdpias de cada padrio ¢
representado graficamente contra a proporgio do HBV: padréo interno para cada padrdo para gerar
uma curva padrio. Os niveis de DNA do HBV nas amostras s&o determinados por comparagao da
proporgio do HBV: padrio interno para cada amostra com a curva padrio gerada em cada
execucdo. O padrio interno compensa os efeitos de inibigio e controla o processo de amplificaciio
visando permitir uma guantificagdo rigorosa do DNA do HBV em cada amostra.

Este teste quantifica titulos de DNA de 1x10° a 4x10” particulas virais por mL de soro.
Uma quantidade fixa de padréo interno, que ¢ incluida na mistura principal, € adicionada a cada um
dos tubos contendo a amostra processada de HBVY ou o padrio do DNA do HBV. O DNA do HBV
¢ do padrio interno sio amplificados simultaneamente com semelhante eficicia. A propor¢io do
sinal da densidade optica (DO) do HBV ao sinal da D.O. do padrio interno ¢ calculada para corrigir
guaisquer diferencas na ampliacio de tubo a fubo. A proporcéo do HBV/padrio interno para cada
amostra é depois comparada com uma curva padrio gerada  partir de padrdes de DNA do HBV
executados com cada amplificacio e reagfo de deteccfio e um ndmero de genomas virais do HBV
presentes em cada amostra € determinado 2 partir da curva padrio.

Resumidamente temos:
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1. Preparacfio do Master Mix (pré-amplificacio):

Adicionar 450 pL de MgCl, em um tubo de Master Mix {(suficiente para 16
determinacbes). Homogeneizar por inversdo 10 a 15 vezes (Nfio usar o vortex). O Master Mix
pronto para usc tem estabilidade de 4 horas conservado 2 a 8°C.

Determine o nimerc de tubos de reagdio necessarios para amostras e padroes.
Recomenda-se que os 6 padrdes sejam amplificados a cada bateria de testes.

Pipetar 75 uL. do Master Mix pronto para uso em cada tubo de reacio.

Guardar o tray em um saco plastico de 2-8°C por até no maximo 4 horas

2. Preparaciio das amostras e controles (pré-amplificacio):

Um controle negativo extra, soro humano normal podera ser usada em paralelo com as
amostras dos pacientes.
Os padrdes niio sdo extraidos.

Determine e identifiqgue o nimero de tubos de 1,5 ml com tampa de rosca para cada

amostra.
Adicionar 25 pL da solugio “A” de preparagio da amostra em cada um dos tubos.
Adicionar 50 uL de cada soro ou plasma no tubo correspondente. Tampar ¢ agitar no
Vortex por 5 segundos.

Marcar a face do tubo que ficara para a parte externa da centrifuga. Centrifugar por 5

minutos a 12.500 x g temperatura ambiente.

3. Preparaciio das amostras e controles (pré-ampiificaciio):

Descartar cuidadosamente o sobrenadante de cada tubo com um transfer tip (usando
um transfer novo para cada amostra). Remover o0 maximo de liquido possivel sem agitar o “pellet”.

Pipetar 25 pl da solugiio “B” de preparagdio da amostra em cada “pellet” usando
ponteiras com barreiras e tampar o tubo.

Agitar no Vortex por 15 segundos. O pellet” néo dissolve por completo. Nao interfere
no resultado do teste.

Incubar a 60°C por 1 hora.

Adicionar 25 pl da solugfic “C” de preparagic da amostra, agitar no Vortex por 5
segundos.

Incubar os tubos a 100°C por 10 minutos.
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4. Preparacio das amostras e controles (pré-amplificacio):

Centrifugar 0s tubos por 15 minutos na velocidade maxima (minimo de 12.000x g) a
temperatura ambiente. Se a amplificacfio e a detecgfio ndo for realizada no mesmeo dia armazenar as
amostras processadas a -20°C ou menos por até 3 meses.

Usando uma micropipeta ¢ ponteira com barreira transferir 25ul. de cada padrio de

HBYV e cada amostra preparada nos tubos de reagfo contendo o Master Mix e tampar.

5. Amplificacio e deteccio.

Colocar o “tray” no bloco de amostra do termociclador que devera conier o seguinte

programa:
HOLD Program 2 min, 50°C.
HOLD Program 5 min. 96°C.
CYCLE Program (30 ciclos) 20 seg. 96°C; 20 seg. 58°C; 30 seg. 72°C.
HOLD Program 10 min. 72°C.
HOLD Program 72°C nio ultrapassar 2 horas

Inicie o programa que terd um tempo de aproximadamente 1,5 horas.

Remover o “tray” do termociciador e tirar as tampas cuidadosamente para evitar
aerossol ¢ imediatamente pipete 100 pL do Binding Buffer (tampdo de ligacdo) e misturar com a
pipeta varias vezes. Incubar 10 minutos 4 temperatura ambiente.

O amplicon podera ser armazenado por até 3 dias a 2-8°C, se a deteccdo ndo for
realizada imediatamente.

Deixar todos os reagentes a femperatura ambiente.

Dissolver 1 tablete em 1 frasco de tampio substrato.

Remover o nimero de tiras da microplaca necessario para realizar o teste.

Transferir 2 aliquotas de 50 pl. do DNA amplificado (uma para hibridizagdc com HBV
e outra com (JS), para cada pogo da microplaca.

Deixe um pogo vazio para o “blank™ substrato. Incubar por 15 minutos & temperatura
ambiente no agitador de placa.

Adicionar 50 ul. do eluente em cada pogo. Imcubar por 1 minuto & temperatura
ambiente no agitador de placa.

Preparar a solugio de lavagem diluindo 1/10 com agua destilada ou deionizada.

Lavar 5 vezes com a sclugfo de lavagem bater bem a placa.
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Adicionar 50 pl do probe em todos os pogos. Exceto o blank substrato Adicione
HBV-probe para uma tira e QS probe para outra tira de amostras. Incubar no agitador de placa por
15 minutos & temperatura ambiente.

Lavar 3 vezes, bater bem a placa.

Adicionar 50ul conjugado Anti-DNP-AP em cada pogo exceto no blank substrato.
Agitar no agitador de placas por 15 minutos a temperatura ambiente.

Lavar $ vezes, bater bem a placa

Adicionar 100 pL da solugio substrato usando uma pipeta muiticanal para minimizar a
diferenca de tempo, e comegar marcar o tempo depois da adicio da solugio de substrato pronta na
primeira tira. Coloque a placa no agitador a temperatura ambiente. A leitura da absorbéncia ¢ feita
no espectrofotdmetro a 405 nm a 4 minutos, 10 minutos e 30 minutos contra o “blank”. Volte 2

placa para o agitador entre as leituras.

6. Interpretaciio de Resultados

Determine a média das duas leituras do blank para cada tempo de leitura
(4, 10 e 30 minutos).

Selecione o sinal HBV ¢ QS para amostras ¢ padrSes da seguinte forma:
(O sinal HBV e QS pode ser lido para diferentes pontos de tempo).

Para todas as amostras e padrdes que tenham uma absorbincia menor ou igual a 2,0
aos 30 minutos de leitura, marcar o valor da absorbancia na folha de calculo. Marque a2 média da
absorbéncia do blank para esse ponto. Marque o fator tempo como 1. Se Ays € maior que 2,0 aos
30 minutos de leitura va para a de 10 minutos.

Para todas as amostras ¢ padrfes que tenham menor ou igual a 2,0 acs 10 minutos de
leitura marque o valor da absorbéncia no folha de céleulo. Marque o fator tempo como 3. Se Ay €
maior gue 2,0 va para a leitura de 4 minutos.

Para todas as amostras ¢ padries restantes use a leitura de 4 minutos. Marque o valor
da absorbéincia na folha de célculo. Marque a média absorbéncia do blank para esse ponto. Marque
o fator tempo como 7,5.

Para cada padrio calcular a relagdo HBV/QS usando a seguinte formula:

(DO HBV - Blank) x fator tempo

(DO QS — Blank) x fator tempo
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Verifique os padres de HBV 0 e 10 especificada na secdo controle de qualidade.
Compare a relagdo de HBV/QS para o critério de aceitago lote especifico. Se todos os valores sdo

validos, continue. Se qualquer valor dos padrSes sair fora dos critérios de validade contate a Roche

local.
30 minutos Procedimento 10 Minutos Procedimento 4 Minutos
V4 para leituras Vé para leiturad <2,0
HBV >2,0 =2,0 . :
Seguinte seguinte Marcar esta leitura
V4 para leituras V4 para leituras <2,0
Qs >2.0 >2,0 ,
Seguinte seguinte Marcar esta leitura
V4 para letturad <20
HBY >2.0
Seguinte Marcar esta leitura
Va para leituras <20
Q8 =>2.0 .
Seguinte Marcar esta Jeitura
<2,0
HBV )
Marcar esta leitura
<20
Qs .
Marcar esta leitura

Determine uma curva padrdo usando um papel log x log para colocar o nimero de

copias de cada padrio (0 a 10%) no eixo do X e o sinal correspondente da relacio HBV/QS da folha

de calculono eixodo Y.

padrio.

Calcule a relacio HBV/QS das amostras dos pacientes usando a formula
(DO HBYV - Blank) x fator tempo / (DO QS - Blank) x fator tempo

Cologue a relaglic das amostras dos pacientes sobre ¢ eixo do Y usando a curva

Determine o nimero de copias de HBV por reacio das amostras dos pacientes lendo o

valor correspondente no eixo do X.

para determinar o numero de copias por mL.

Multiplique o mimero de copias de HBV por reacfio das amostras dos pacientes por 40

7. Controle de qualidade

Como em qualquer procedimento laboratorial, quando novos operadores vo realizar o

teste mais controles negativos e positivos deverfo ser adicionados ao ensaio até se ter confiabilidade

na habilidade deles realizarem a técnica.
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7.1. Padrdo de HBV 0 copias

O valor da DOys HBV Total (DO- blank) para o padrio 0 deverd ser <0,100. Se esse

valor for > 0,1 toda corrida devera ser invalidada e a reagiio de amplificacio e deteccdo devera ser

repetida. Consulte o guia de problemas ou contate o Centro de assisténcia técnica e cientifica Roche

Local se o problema persistir.

7.2. Padrdo de HBV 10 copias

O valor da DOgs HBV Total (DO — Blank) para o padrio 10 deverd ser >0,01 ¢ pelo

menos 2 vezes o valor do padrio 0. Se ambas condi¢des ndo forem encontradas o ensaio devera ser

invalidado ¢ a reacdo de amplificacio e detecgfio deverio ser repetidas

7.3. Resultados inesperados

DO4sHBYV Total DOy4sHBV IS Total
30 minutos 30 minutos
amostra amostra Causa e solucio

Estdo fora do range dinidmico do teste, o resultado

<010 > 40 deverd ser liberado como > 4 X 107 on diluir
amostra 1:100 em soro normal e repetir todo o
procedimento
A PCR deve ter sido inibida
Todo ensaio devera ser repetido, extracio,

<G,10 <4,0 amplificagio e detecgdio. Se persistir a mesma

condicdo apdés a repeticio um resultado niio

poderd ser liberado.
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