Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Repositério Institucional da Universidade de Aveiro

Cristina Maria Morais Estudo laboratorial do virus da hepatite B numa
de Carvalho populacdo de dadores de sangue


https://core.ac.uk/display/15561114?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

ﬁUniversidade de Aveiro Departamento de Biologia
2009

Cristina Maria Morais Estudo laboratorial do virus da hepatite B numa
de Carvalho populacdo de dadores de sangue

Dissertacdo apresentada a Universidade de Aveiro para cumprimento dos
requisitos necessarios a obtencéo do grau de Mestre em Microbiologia,
realizada sob a orientacgéo cientifica da Dra. Lucinda Queirés, médica, Chefe
de Servigo de Imunohemoterapia, Laboratério de Agentes Transmissiveis,
CRSP-IPS, e co-orientacdo da Dra. Isabel Henriques, Professora Auxiliar
Convidada do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro.



o jari

presidente

Prof. Dra. Maria Angela Sousa Dias Alves Cunha
Professora auxiliar do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro

Dra. Maria Lucinda de Magalhdes Queirés Ribeiro
Chefe de Servico de Imunohemoterapia do Centro Regional de Sangue do
Porto — Instituto Portugués do Sangue

Prof. Dra. Isabel da Silva Henriques
Professora Auxiliar convidada do Departamento de Biologia da Universidade
de Aveiro

Dr. Jorge Manuel Condeco Ribeiro
Assistente Graduado de Saude Publica do Centro Regional de Sangue do
Porto — Instituto Portugués do Sangue



agradecimentos

A Dra. Lucinda Queirds, por mais uma vez me ter orientado e apoiado numa
nova etapa do meu percurso académico.

A Dra. Isabel Henriques, pela orientacao, criticas e sugestdes que contribuiram
para a melhoria desta dissertacao.

A todos os técnicos do Laboratério de Agentes Transmissiveis do CRSP-IPS,
pela compreenséo, camaradagem e apoio demonstrado.

A Emilia Santos, Carla Moreira, Sandra Neto, Alberto Moreira e Paulo Fonseca

por toda a disponibilidade e apoio.

A todos aqueles que, de alguma forma, tenham contribuido para que este
projecto se tornasse realidade.



palavras-chave

resumo

Marcadores seroldgicos, dadores sangue, hepatite B, AgHBs, ADN-VHB.

A evolugéo verificada no conhecimento do Virus da Hepatite B (VHB), nos
ultimos anos, levou a avangos significativos nos meios de diagnéstico e na
prevencdo de uma das doencas infecciosas de distribuicdo mundial que mata
anualmente cerca de meio milhdo de pessoas. Portugal é tido como um pais
de prevaléncia intermédia e tem tomado medidas de controlo e prevencédo da
doenca para que a sua reducdo seja uma realidade. A Hepatite B é uma
doenca de declaracao obrigatdria e a vacinacao gratuita tem vindo a ser

alargada a um maior nimero de pessoas desde 1990.

Tentar conhecer estas variagfes exige a realizacdo de estudos em larga
escala. Nesse sentido, e no ambito deste trabalho, foi realizada uma andlise
dos marcadores do VHB numa populacéo de dadores do Instituto Portugués
do Sangue (IPS) - Centro Regional de Sangue do Porto (CRSP), no que —
assim o entendemos — podera ser um reflexo muito representativo da
prevaléncia desta infeccao na sociedade, uma vez que os dadores de sangue
vém de diferentes estratos sécio-econémicos, faixas etarias, sexo e regides

demogréficas.

Os dados utilizados neste estudo correspondem ao periodo compreendido
entre 1 de Janeiro de 2000 a 31 de Dezembro de 2008.

Foi observado uma tendéncia decrescente na prevaléncia do AgHBs nos
dadores de sangue do CRSP, 0,14% no primeiro ano do estudo e 0.03% no
ultimo ano de estudo. Foi constatado que 89,1% dos dadores com AgHBs e/ou
ADN-VHB positivos ndo foram abrangidos pelo plano nacional de vacinacéo

para o VHB.
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Developments in knowledge of Hepatitis B Virus (HBV) in recent years have led
to significant advances in diagnostics and prevention of an infectious disease of
worldwide distribution that kills half a million people. Portugal is considered a
country of intermediate prevalence and has taken measures to control and
disease prevention so that their reduction is a reality. Hepatitis B is a notifiable
disease and free vaccination has been extended to a larger number of people
since1990.

Trying to know these variations requires the completion of large-scale studies.
In this sense, and in the context of this work, was an analysis of HBV markers
in the donor population of the Portuguese Blood Institute (IPS) - Centro
Regional de Sangue do Porto (CRSP), in which - we believe - could be a
reflects very representative of the prevalence of infection in society, since the
blood donors come from different socio-economic, age, gender and

demographic regions.

The data used in this study correspond to the period from 1 January 2000 to
December 31, 2008.

We observed a decreasing trend in the prevalence of HBsAg in blood donors of
CRSP, 0.14% in the first year of the study and 0.03% in the last year of study.
It was found that 89.1% of donors with HBsAg and / or HBV DNA positive were

not covered by the national vaccination for HBV.



“O acaso favorece apenas as mentes preparadas.”

Louis Pasteur
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1 - Introducao

Qualquer virus em circulagdo na corrente sanguinea humana pode,
potencialmente ser transmitido a um receptor de uma dadiva de sangue por
hemocomponentes (concentrado eritrocitario, concentrado de plaquetas, etc).
Mas, gracas a um sem numero de factores, sS40 poucos 0S casos em que
inequivocamente se conseguiu demonstrar tal transmissao (Sanchez e Soler,
1999).

A gravidade e o progndstico clinico de algumas doencas viricas de transmissao
sanguinea, bem como o caracter aparentemente (e s6 aparentemente) aleatério
do contagio, tém emprestado a tematica um grande protagonismo médico-
cientifico. Além disso, tém exponenciado a investigacdo de procedimentos

destinados a evitar a referida propagacao (Allain et al., 2009).

Entre os virus transmitidos por transfusdo sanguinea, os que tém suscitado maior
preocupacdo em termos de seguranca transfusional, (dai ser legalmente
obrigatério o seu rastreio, segundo a circular normativa n.°6, de 26/06/2008, da
Autoridade para os Servigos de Sangue e da Transplantacdo) tém sido o virus da
imunodeficiéncia humana (VIH), o virus linfotropico humano de células T (HTLV-I
e Il) e os virus das hepatites C (VHC) e B (VHB).

E este dltimo a fornecer o mote para o estudo que se segue. Ndo sem antes
replicarmos contextualmente as bases que permitem a compreensdao da

problematica especifica em analise.

A infeccdo pelo VHB é um problema de salde mundial. Estimativas recentes
apontam que existam no planeta dois bilibes de pessoas infectadas. Estima-se
que aproximadamente, 350 milh6es sejam doentes crénicos e cerca de 600 mil
morram por ano de hepatite B aguda e de cirrose, ou carcinoma hepatico
(Organizacao Mundial de Saude, Fact Sheet n.° 204).




Em Portugal, e segundo dados da Direccédo Geral da Saude (DGS), o numero de
casos notificados de infec¢do por VHB tem decrescido. (Relatorios Doengas de
Declaracdo Obrigatoria 1999-2003 e 2001-2005, DGS). A introducdo da
vacinacdo contra a hepatite B em pré-adolescentes e o rastreio sistematico do
antigénio de superficie do virus da hepatite B (AgHBs) em gravidas levaram a
reducdo de novos casos (uma descida de 80% em individuos até aos 14 anos,
comunicados a DGS entre 1995 e 1999), o que fez com que fosse introduzida a
vacinacdo contra o VHB em recém-nascidos no Plano Nacional de Vacinacao
(Cotter, 2003).

Entre os inUmeros aspectos ainda ndo totalmente entendidos na historia natural
da hepatite B destaca-se a grande variacdo existente na distribuicdo dos seus
marcadores em populacdes diversificadas, mas as vezes semelhantes entre si, no
que diz respeito a caracteristicas gerais (raca, idade, sexo etc.) (Passos et al.,
1992).

Tentar conhecer estas variagdes exige a realizacdo de estudos em larga escala.
Nesse sentido, e no a&mbito deste trabalho, foi realizada uma analise dos
marcadores do VHB numa populacdo de dadores do Instituto Portugués do
Sangue (IPS) - Centro Regional de Sangue do Porto (CRSP), no que — assim o
entendemos — podera ser um reflexo muito representativo da prevaléncia desta
infeccdo na sociedade, uma vez que os dadores de sangue vém de diferentes

estratos socio-econdmicos, faixas etérias, sexo e regides demogréficas.




2 - O virus da hepatite B (VHB)

2.1 - Dados historicos

Acredita-se que a hepatite viral exista desde a antiguidade. O Talmude Babilonico
(500 a.C.) faz-lhe referéncia. E tera sido Hipdcrates o primeiro a descrevé-la como

ictericia infecciosa ou epidémica, ha mais de 2000 anos (Lok, 2000).

O reconhecimento da forma de transmisséo da hepatite por inoculacdo directa de
sangue (ou seus derivados) foi documentado por Ludman (Bremen, Alemanha),
em 1883 (Mahoney,1999). Este conhecimento deveu-se a circunstancia de,
durante uma campanha de imunizagéo, cerca de 15% das 1500 pessoas que
receberam uma vacina preparada a partir de soro humano terem desenvolvido
ictericia, entre algumas semanas a oito meses mais tarde. O relatorio do estudo
desta epidemia foi publicado por Ludman em 1885 e é até aos nossos dias
considerado como um modelo de estudo epidemioldgico da hepatite (Cotter,
2003).

Durante a Il Guerra Mundial, estudos clinicos e epidemioldgicos efectuados por
MacCallum e Bauer, mais tarde (anos 60) confirmados por Krugman (Willowbrook
Institute), conseguiram estabelecer a diferenga entre dois tipos de hepatite: uma
(virica) de periodo de incubacao curto, que se denominou infecciosa (hepatite A),
e outra com um periodo de incubagdo mais longo, designada de hepatite sérica
(posteriormente hepatite B) (Dodd, 1996; Cotter, 2003).

Nas décadas de 40/50 do séc. XX foram conseguidos progressos assinalaveis no
sentido de esclarecer a etiologia das hepatites. Para isso muito contribuiram os
estudos - eticamente controversos - realizados por Krugman e desenvolvidos com
recurso a voluntarios. Permitiram consolidar a conviccdo de que o responsavel
pela hepatite era um virus. Mas faltava identifica-lo, numa tarefa que parecia dificil
de conseguir (Cotter, 2003).




Um grande passo foi dado quando, em 1964, Baruch Blumberg, um geneticista do
National Institute of Health, em Filadélfia (Estados Unidos da América), identificou
um antigénio de superficie presente no soro de um aborigene australiano.
Denominou-o de “antigénio Australia” (Ganem e Prince, 2004). A descoberta
teve, contudo, um caracter puramente acidental, pois o estudo em que este
geneticista estava envolvido tinha um objectivo completamente diferente,
incidindo sobre anticorpos contra lipoproteinas séricas em doentes transfundidos
(Fonseca, 2006).

A associagdo entre o antigénio Australia e a hepatite B foi estabelecida por Alfred
Prince, do New York Blood Center (EUA), em 1968, ao realizar um trabalho
prospectivo em doentes submetidos a cirurgia para determinar a incidéncia de
hepatite pos-tranfusional (Gilles et al.,1969). Nao obstante este passo ter sido
muito importante para a compreensdo e o diagnostico das hepatites viricas, a
davida sobre se a particula seria uma parte do virus ou o proprio virus

permanecia.

A resposta foi providenciada por Dane (um australiano que trabalhava no
Middlesex Hospital, em Londres), em 1970, que conseguiu visualizar o virus (dai
a sua designacédo de “particula de Dane”) (Cotter, 2003).

No ano seguinte, June e colaboradores, recorrendo a microscopia electronica,
verificaram que a particula de Dane (ou VHB) era constituida por um ndcleo e um
invélucro externo. Este ultimo correspondia ao antigénio Australia, que passou a

designar-se por antigénio de superficie do virus B (AgHBs) (Almeida et al., 1971).

Em 1973, a designacao hepatite B (introduzida por MacCallum em 1947) viria a
ser adoptada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Lok, 2000).

Todas estas importantes descobertas deram enorme e renovado impulso a
investigacdo do VHB e, poucos anos depois, o VHB foi estruturalmente
caracterizado como virus de &cido desoxirribonucleico (ADN), a sua complexa




constituicdo antigénica foi esclarecida e as suas caracteristicas biolégicas e
patogénicas foram definidas (Blumberg, 1977).

2.2 - Dados epidemioldgicos

Em cada ano registam-se no Mundo mais de 200 milhGes de infec¢gbes por VHB e
calcula-se que existam mais de dois bilides de pessoas infectadas. Mas, cré-se,
tais numeros estardo aquém da realidade, pois cerca de 75 a 90% das infeccdes
sdo assintomaticas e, para além disso, as que apresentam sintomas nem sempre
sdo comunicadas as autoridades competentes (Liaw e Chu, 2009). Estima-se
ainda que 350 milh6es de pessoas sejam portadoras de infeccdo cronica e
sensivelmente 600 mil morram a cada ano (50 mil de hepatite B aguda e 550 mil

de cirrose ou carcinoma hepatico) (Chevaliez e Pawlosky, 2008; EASL, 2009).

A prevaléncia da Hepatite B na populacdo mundial € geograficamente desigual.
Para a determinar € utilizado o marcador serologico AgHBs, que nos diz que
areas onde a prevaléncia do AgHBs varia entre 8 a 20% (como Africa, China ou
sudoeste asiatico) sdo consideradas de endemicidade alta e, contrariamente,
zonas onde é inferior a 2% (como na Europa Ocidental ou na América do Norte)
sao consideradas de endemicidade baixa. A prevaléncia intermédia (2 a 7%), por
seu lado, pode ser generalizadamente encontrada na América do Sul, Japdo ou
Sul da Europa. Zonas de endemicidade baixa, intermédia e alta (Lee, 1997;
Abbott, 1994) — eis como se classificam as areas de distribuicdo da hepatite B
(Moreno et al., 2004) (figural).




Prevaléncia de AgHBs
W >8%=alta

O 2%-7% = intermédia
O <2% =baixa

Figura 1: Distribuicdo geografica da infeccdo por V.  HB (fonte: http://www.cdc.gov_ ).

A incidéncia da hepatite B no Mundo tem, no entanto, vindo a diminuir. Nao so
gracas a vacina (disponivel desde 1981), como também devido a outras medidas
de saude publica que tém vindo a ser tomadas e, sobretudo, a alteracdes nos
comportamentos de risco, que tém conduzido a diminui¢do da transmissao por via

sexual.

Portugal é considerado um Pais de endemia baixa a intermédia. A prevaléncia de
portadores cronicos de VHB é de 1 a 2%, aproximadamente, o que corresponde a
uma amplitude de 100 a 200 mil portugueses (Carvalho et al., 2006b). Dados da
DGS mostram que desde 1993 se assiste a um decréscimo no numero de casos
notificados de hepatite B, o0 que vai de encontro ao que se passa no resto do
Mundo (DGS- doencas de declaracdo obrigatoria, relatérios 1993-1995, 1996-
2000,2001-2005. Disponiveis em www.dgs.pt).

Num estudo realizado na populagdo portuguesa por Lecour, em 1979-80, a
prevaléncia média do AgHBs era de cerca de 1,25% e a do anticorpo

neutralizante para o AgHBs (AcHBSs) de 24,3% (Lecour, 1983). Uma década mais




tarde, num outro trabalho incidindo apenas sobre a regido centro do Pais, a
prevaléncia do AgHBs observada foi de 0,91%, sendo a prevaléncia global dos
marcadores do VHB de 9,3% (positividade de pelo menos um dos marcadores

pesquisados, excluindo os casos de AcHBSs) (Santos et al., 2000).

O inquérito seroldgico nacional realizado em Portugal continental em 2001-2002,
numa amostra representativa de 1095 individuos, detectou positividade para o
AgHBs em 0,36% dos individuos, susceptibilidade para infeccdo em 51,6%,
imunidade adquirida por infec¢éo natural em 3,5% e imunidade por vacinagéo em
43,6%. Mais: 1,5% dos individuos teve possivelmente contacto com o virus, mas
nao adquiriu imunidade (Ministerio da Saude, Dezembro 2004). Este valor (de
0,36%) de prevaléncia do VHB na populagédo portuguesa coloca-nos numa zona

de baixa endemicidade.

No que concerne a alguns grupos especificos os valores sdo variaveis. Em
gravidas foram descritas prevaléncias de AgHBs de 2,2 % (Sarmento, 14-15
Novembro 2005) e 2,9% (Lima et al., 2000), e na populacédo prisional portuguesa
estima-se que 9,7% dos reclusos sejam portadores de VHB (Direc¢céo Geral da
Saude, 2004). Nos profissionais de saude portugueses, a prevaléncia do AgHBs
encontrada oscila entre 0,95% e 1,1 (Mota et al., 1989; Marinho et al., 1998).

Em dadores de sangue, por seu turno, um estudo realizado entre 2000 e 2005 no
IPS-CRSP verificou que a prevaléncia para o AgHBs variou entre 0,13%, no
primeiro ano, e 0,05%, no ultimo ano analisado (Carvalho et al., 2006b). Outro
trabalho levado a cabo pelo Centro Regional de Sangue de Lisboa, entre 2003 e

2007, determinou uma prevaléncia para o AgHBs de 0,07% (Neves et al., 2009).




2.3 - Transmissao

O VHB nao atravessa pele ou mucosas, sendo necessaria uma descontinuidade
nestas barreiras (pequenas feridas, escoriacdes, etc.) para que se transmita.
Apesar de ter sido identificado numa grande variedade de fluidos orgéanicos
corporais, somente sangue, sémen, secrecdes vaginais e os liquidos cefalo-
raquidiano, sinovial, pleural, peritoneal, pericardico e amniotico sdo considerados
como potencialmente infectantes. Os fluidos n&o potencialmente infectantes
compreendem fezes, urina, suor, lagrimas, leite materno, saliva, suco pancreatico,
bile ou vémito. Pese embora tenham sido isoladas grandes quantidades de
particulas de AgHBs em todos estes, o que € certo é que foram encontradas
poucas particulas viricas infecciosas, o que o0s torna pouco eficazes na
transmissao da doenca, para além de que, até ao momento, ndo foram relatados
como meio de transmissao (Cotter, 2003). A possibilidade da transmissdo por
artropodes que se alimentam de sangue tem sido discutida, mas nunca provada

(Tengan e Araujo, 2006).

O VHB é muito resistente ao calor e a outros agentes fisicos. Refira-se, por
exemplo, que o plasma infectado sé pode ser inactivado pelo calor apds cinco
horas a 60° C (Khouri e Santos, 2004). O virus pode resistir e viver fora do corpo
humano a temperatura ambiente por mais de uma semana (Fonseca, 2007),
admitindo-se que esta seja uma das causas para que seja altamente infeccioso
(Macedo e Marinho, 2009) — cerca de 10 vezes mais do que o congénere da
hepatite C (VHC) e 100 vezes mais do que o VIH (Ferreira, 2004).

A transmissao pode ser horizontal ou vertical (de mae para filho). Dentro da via
horizontal podemos encontrar a via parentérica ou percutanea (que atinge
hemofilicos, hemodialisados, transfundidos, toxicodependentes, assim como
profissionais que manipulem produtos biologicos), e a via nado parentérica
(relacbes sexuais), que em paises de endemicidade intermédia ou baixa é
responsavel por cerca de 50% dos casos de hepatite B (Abbott, 1994; Dodd,
1996; Cotter, 2003; Valsamakis, 2007).




O padrao de transmissdo do VHB esté relacionado com a taxa de prevaléncia em

cada regido (tabela 1). Em &reas de alta endemicidade, a maioria das infec¢des

ocorre por transmisséo vertical (Figueiredo et al., 2008). Nestes casos, 0 risco de

transmissao relaciona-se com a capacidade replicativa do VHB na méae. Em

mulheres AgHBs positivo e antigénio HBe (AgHBe) negativo, o risco de contégio

ao recém-nascido desce 32%, frente aos 85% a 90% das maes AgHBe positivo

(Moreno et al, 2004). E o risco destes desenvolverem infec¢do crénica pelo VHB

pode ser superior a 90% (Tengan e Araujo, 2006; Marcellin, 2009) (tabela 2).

Tabela 1 — Epidemiologia e formas de transmissao do

VHB (Moreno, et al., 2004).

Alta (8-20%)

Prevaléncia

Intermédia (2-7%)

Baixa (0,1-2%)

Distribuicédo
Geografica

Africa subsaariana
Sudeste da Asia
China

Ilhas do Pacifico

Area mediterranea
América do Sul
Europa de Leste
Asia Central

Médio Oriente

Europa ocidental
Estados Unidos
Canada
Australia

Nova Zelandia

Japéo
Ida'de 3 _Pefinqtal @ primeira Primeira infancia Adultos
de infeccéo infancia
Forma de

transmissao
mais frequente

Materno-fetal e percutéanea

Sexual e percutéanea

Sexual e percutanea

Tabela 2 — Estado serolégico para o VHB em mées e e

2007).

volucdo por VHB em crianc¢as (Chang,

Mae

Crianca

Sem vacinagao

Com imunoprofilaxia

AgHBe (+), AgHBs (+)

>90% Croénica

Vacina + IgHB — 10 e15% infec¢do
crénica

AgHBe (-), AgHBs (+)

<5% Crénica, com risco de HF,
HA

<1% Infecgao cronica e risco de HF,

HA Reduzido

AgHBe (-), AgHBs (-)

Infectado

Nao infectado

Legenda:

HF - Hepatite fulminante; HA - Hepatite Aguda; IgHB - Imunoglobulinas especificas contra o virus da hepatite B




2.4 - Caracterizacao do VHB

O VHB pertence a familia dos Hepadnavirus (Lok, 2000; Coleman, 2006) e ao
género Orthohepadnavirus (Khouri e Santos, 2004). O seu hospedeiro natural € o
ser humano, mas varios virus similares foram isolados em animais como esquilos,
patos, gansos e outras aves (Fonseca, 2007). A particula de Dane (ou virido) é
considerada a particula virica infecciosa e € constituida por uma estrutura interna
(core) e um involucro externo (figura 3). O core tem 40 a 42 nm de diametro.
Contém no seu interior o genoma do virus e a enzima ADN polimerase, que tem
actividade de transcriptase reversa, e € aqui que se localiza o antigénio do core
(AgHBc) (Khouri e Santos, 2004). O involucro externo (ou envelope) € composto
por lipidos, proteinas e glicoproteinas, sendo também designado de antigénio de
superficie (AgHBs) (Lee, 1997). O AgHBs pode ser encontrado no soro de
individuos infectados sob a forma de particulas esféricas ou filamentosas, com 20
a 22 nm de diametro (Weber et al., 2006). Estas particulas ndo sao infecciosas
por ndo conterem genoma viral. Curiosamente, estdo em maior nimero que 0s
viribes, numa proporcdo que, normalmente, varia entre 1000/1 e 10000/1000

Figura 2 — Microscopia electronica do VHB. A esquer  da observam-se virides completos e
particulas de AgHBs filamentosas e  esféricas. A direita é possivel ver multiplos
virides. As setas assinalam o core (Moreno et al., 2004).

O genoma do VHB é constituido por ADN de cadeia dupla, com aproximadamente
3200 pares de bases e com peso molecular de 3,2 Kb (Hatzakis et al., 2006). A

cadeia mais longa (negativa) € completa, tendo cerca de 3.200 nucléotidos. A
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cadeia curta (positiva) é incompleta, variando entre 50 a 70% da longa. A
configuracdo da molécula € circular devido a sobreposicdo das duas cadeias
complementares na regido coesiva. Flanqueando esta regido, existem duas
sequéncias repetidas de onze bases, designadas “direct repeats” 1 e 2 (DR1 e
DR2), fundamentais para a replicagdo do genoma do VHB (Ganem e Prince,
2004; Chang, 2007).

No genoma do VHB, existem quatro regibes (“open reading frames” - ORF)
(Datta, 2008) que codificam as proteinas virais: regiao pré-S/S, pré C/C, P e X

(Wei e Tiollais, 1999).

* Reqido pré-S/s

Pode iniciar-se em trés coddes de iniciacdo diferentes, dando origem a trés
proteinas: a regido S codifica a maior (e mais abundante) proteina (com 24 Kd e
226 aminoacidos) do invélucro do virus (AgHBs) (Moreno et al., 2004; Coleman,
2006); a regido pré-S2 codifica um polipeptideo que se associa a proteina maior e
forma a proteina média — AgHBs + Ag pré-S2; a regido pré-S1 codifica um
polipeptideo que se associa aos dois anteriores, dando origem a proteina — Ag
pré-S1 + Ag pré-S2 + AgHBs) (Gunther et al., 1999). Esta proteina esta implicada
na ligacdo do virus ao hepatécito e na sua libertacdo da célula infectada (Moreno,
et al., 2004).

A resposta seroldgica a diferencas minor nas proteinas codificadas por esta
regido permite classificar o VHB em quatro subtipos serolégicos: adw, ayw, adr,
ayr. O determinante “a” € comum a todos estes subtipos e é o alvo para o
anticorpo neutralizante — AcHBs. Estes subtipos tém diferentes distribuicdes

geograficas, sendo uteis como marcadores epidemioldgicos (Cotter, 2003).

* Regido pré-C/C

Possui dois coddes de iniciacdo — a regido pré-core (pré-C) e a do core (regido C)
—, sendo possivel a traducédo a partir de qualquer um deles. A regido C codifica a

proteina do core ou nucleocapside — AgHBc. A partir da regido pré-C é traduzido
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durante a replicacéo viral AgHBe (Khouri e Santos, 2004). Nao se sabe, todavia,
qual a funcdo do AgHBe, ja que nao faz parte da estrutura do virus e ndo parece
necessario a replicacédo viral, como se demonstrou em culturas laboratoriais de

mutantes que n&o produzem AgHBe (Moreno et al., 2004).

Os antigénios HBc e HBe contém praticamente 0s mesmos aminoacidos,
contudo, um acréscimo de 29 aminoacidos na regido terminal do AgHBe resulta
numa molécula com estrutura e antigenicidade diferente. A proteina AgHBc forma
mondmeros que constituem uma nucleocapside, ndo permitindo a sua circulagao
no soro. Ja a proteina AgHBe € sollvel e secretada pelos hepatécitos infectados
(Gongalves et al., 2006b).

* Regido P
Codifica a ADN polimerase com actividade de transcriptase reversa, sendo esta

regido a mais extensa (Lee, 1997; Kao e Chen, 2002).

* Regido X
De extrema importancia para a replicagéo in vivo, ja que codifica duas proteinas
que funcionam como activadores da transcriptase reversa (Lee, 1997). Como
principal activador transcripcional de muitos promotores (entre eles incluem-se

diversos oncogenes) (Moreno et al, 2004), € a chave no desenvolvimento do
carcinoma hepatocelular (Khouri e Santos, 2004;Zheng et al., 2009).
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AgHBs Envelope

ADN polimerase \

ADN cadeia dupla

ADN cadeia simples Core

AgHBc

Regido pré-S _

Figura 3 — Esquema representativo da estruturado V. HB (particula de Dane ) (Moreno et al.,
2004).

2.4.1 - Replicagéo do VHB

O figado desempenha um papel fundamental no armazenamento e conversao de
energia, na hemostase do sangue, na desintoxicacdo quimica e na imunidade
para infeccbes microbianas. E composto por diferentes tipos de células, mas a
maior actividade funcional esta localizada nos hepatdcitos (que constituem 70%
do figado) (Seeger e Mason, 2000). Logo, é de esperar que estas células sejam o
alvo preferencial de infec¢des virais, como é o caso da hepatite B. Embora ja se
tenha detectado o VHB nos rins e pancreas (Moreno et al., 2004), os hepatoécitos
séo, para ja, o unico local confirmado onde existe replicacéo viral por parte dos

Orthohepadnavirus (Seeger e Mason, 2000).

Como hepatotropico (Viso e Barone, 2006) que €, o ciclo de replicacdo do VHB
inicia-se quando o virido se liga a um receptor do hepatécito, através de uma
ligacdo mediada pela glicoproteina de superficie pré-S1 (Figura 4) (Moreno et al.,
2004). Ja no interior do hepatdcito, o genoma do VHB é libertado para o interior
do nucleo, onde se completa a sintese da cadeia positiva (incompleta) do ADN. A
ADN polimerase converte 0 genoma numa cadeia circular fechada de ADN com
ligacdes covalentes, cccADN (Lok, 2000). Esta funciona como modelo quer para o

acido ribonucleico mensageiro (ARNm) que leva a sintese das proteinas viricas
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quer para o ARN pré-genémico gue leva a sintese do genoma virico. O ARN pré-
gendmico é transportado para o citoplasma onde € incorporado na nucleocapside
e convertido na cadeia negativa do ADN pela transcriptase reversa (Valsamakis,
2007). E entdo iniciada a sintese da cadeia positiva e as particulas do core sdo
entdo envolvidas por AgHBs e excretadas para fora do hepatécito, ou
transportadas para o nucleo (Lee, 1997; Ganem e Prince, 2004).

b g ) -“a_,?
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-~

-
=
Reciclagem . =
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s core com |

. 4 sintese da

Entrada __ /Particula do caf' !
doVHB ' , coresem

nacélula — sinteseda\@”?@ — @

1 cadeia

Transporte vesicular para a
membrana celular

R
' 7 Entrada no reticulo
! = endoplasmaético
Particula I ng-!/ e P -%./u_u_;\ L
st ~— -
= Tradugéo
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“== | compactacgio do ARMN
\

Citoplasma

Niicleo

Figura 4 — Ciclo viral do VHB . Adaptado (Ganem e Prince, 2004).

2.4.2 - Variantes e mutantes do VHB

Nos anos 70 foi descrita (por métodos seroldgicos) a existéncia de quatro
subtipos da glicoproteina do envelope (AgHBS), segundo a expressao constante
do determinante antigénico “a” e a expressao variavel de dois epitopes (“d” ou “y”
e “w”’ ou “r”), dando origem a quatro subtipos designados por: adw, adr, ayw, ayr
(Fonseca, 2007).

Anos mais tarde identificaram-se quatro subdeterminantes de “w” (1, 2, 3 e 4), ao
gue, posteriormente, foi adicionado o “g’- dividindo-se em “q” positivos e “q”
negativos. Assim se estabeleceu a variabilidade serolégica ao nivel do AgHBs e
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se classificaram nove subtipos diferentes para o determinante antigénico comum
“a”. adw2, adw4, adr, aywl, ayw2, ayw3, ayw4, ayrg+, ayrg-. (Méndez et al.,
2007).

Esta classificacdo seroldgica prevaleceu durante anos, até que, na década de 80,
com a implementacdo de técnicas de biologia molecular, foi possivel obter a
sequéncia genomica viral completa. Conseguiram-se assim analises filogenéticas

gue deram origem a genotipos e subgenotipos do VHB (Datta, 2008).

A relagdo entre os gendtipos do VHB e os subtipos tem sido estabelecida. No
entanto, como a genotipagem € baseada na sequéncia completa do genoma, ela
traduz melhor a diferenca entre as variantes do VHB do que o subtipo, uma vez
que existem os mesmos subtipos em distintos genoétipos (Goncalves et al.,
2006a).

Apesar da actividade da polimerase/transcriptase reversa ser, na maior parte dos
casos, bastante eficiente e fiavel, & possivel detectar variagdes nas sequéncias do
VHB em quase todas as regides do genoma, dando origem a oito gendtipos
diferentes (A, B, C, D, E, F, G e H) (Ciorlia e Zanetta, 2005; Méndez et al., 2007).
Esta classificacdo € baseada na diferenca superior ou igual a 8% na sequéncia

nucleotidica do genoma viral (Moreno et al., 2004; Palumbo et al., 2007).
A prevaléncia mundial relativa dos genétipos é variavel (figura 5). Em Portugal,

estudos de Norte a Sul revelam predominio para o genoétipo D (Macedo e
Marinho, 2009; Neves et al., 2009; Sarmento et al., 2009).
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Figura 5 — Distribuicdo geogréfica dos diferentes g  endtipos do VHB. O tamanho das letras
indica a prevaléncia relativa dess as regifes. As letras indicam os subtipos de
gendtipos do VHB (Valsamakis, 2007 ).

Tabela 3 — Distribuigdo geografica dos genétipos e subtipos do VHB (Kao e Chen, 2002;

Allain, 2006a).
Genotipo Subtipo Areas de predominancia
A adw2, aywl Noroeste da Europa, EUA, Africa central
B adwz, aywl Taiwan, Jap&o, Indonésia, China, Vietname
C adw2, adrqg+, adrg—, ayr Asia oriental, Taiwan, Coreia, China, Jap&o, Polinésia,
Vietname
D aywz2, ayw3 Mediterraneo, india, Médio Oriente
E ayw4 West Africa
F adw4g—, adw2, ayw4 América Central e do Sul, Polinésia
G adw2 Franca, USA
? ayr Bornéu

Alguns estudos apontam para evolugdes clinicas diversificadas exibidas pelo
portador de VHB em funcdo do gendtipo, e também, desiguais sensibilidades e

resposta a terapéuticas (Palumbo et al., 2007).
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O VHB existe, geralmente, na sua forma “selvagem” (também designado de VHB
wild type), mas subsistem ainda mutantes do VHB, com varia¢cdes nucleotidicas
que tém consequéncias directas tanto na clinica como na medicina transfusional
(Cotter, 2003).

A frequéncia de mutagdes do VHB tem sido estimada em aproximadamente 1,4 a
3,2 x 10° substituicdes de nucleotideos/sitio/ano, sendo esta taxa 10 vezes
superior a encontrada em outros virus de ADN (Goncalves et al., 2006a; Datta,
2008). Embora tenham sido detectadas mutacbes em todas as regibes do
genoma do VHB, as mais estudadas e de interesse clinico sdo as mutac¢des das
regibes pré-S, pré-core/core e da polimerase (Lok, 2000; Goncalves et al., 2006a).

As mutagcBes que ocorrem na regido pré-S — em que a substituicdo no codao 145
de glicina por arginina do determinante “a” - tém como consequéncia uma
infeccdo por VHB sem expressdo de antigénio circulante (AgHBSs), apesar de o
virus continuar a replicar-se. Consequentemente, individuos sem AgHBs
detectavel sédo potencialmente infecciosos, ndo sendo, no entanto, observaveis no

rastreio analitico seroldgico (Cotter, 2003; Goncalves et al., 2006a).

Esta mutacdo tem particular importancia para casos de vacinacao falhada, ou
seja, a imunidade protectora conferida pela vacinacdo contra o VHB esta
associada a um anticorpo neutralizante especifico (AcHBS) contra o grupo de
antigénios do determinante “a”. Logo, se existe uma mutac¢do nesta zona, ndo vai
permitir 0 reconhecimento do anticorpo neutralizante (AcHBs), sendo entdo
considerada uma mutacao por escape imune (Goncalves et al., 2006a; Zanetti et
al., 2008).

Casos que apresentem esta mutacdo podem ser chamados de “falsas” infec¢des
por hepatite B oculta (sem AgHBs detectavel) uma vez que apresentam niveis
ADN do VHB nos testes viroldégicos muito superiores as infeccdes por hepatite B
oculta (ADN VHB inferior a 200 UI/ML) (Raimondo et al., 2008).
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Nas regibes pré-C e promotor do core ocorrem duas mutacbes importantes:A
primeira, € a mais comum, ocorre ao nivel do promotor do nucleo e apresenta
duas substituicbes de nucleotideos (A1762, para T1762 e G1764 para Al1764)
(Fang et al., 2009), que provocam uma diminuicdo do ARN mensageiro do pré-C
e, consequentemente uma queda na regulacdo da producdo de AgHBe (Chen et
al., 2005); a segunda da-se quando o aminoacido glicina € substituido pelo
aminoacido arginina no nucleotideo 1896, originando um cod&o stop prematuro,
que previne a traducao do polipeptideo do pré-C, eliminando assim a producao de
AgHBe (Cotter, 2003; Khouri e Santos, 2004; Goncalves et al., 2006a).

Estas duas mutacdes tém especial importancia ao nivel clinico, dado que estédo
associadas a quadros de hepatite fulminante e a exacerbacdes de hepatites
cronicas, produzindo maiores graus de morbilidade e mortalidade do que os
observados nas infeccbes por VHB wild type (Goncalves et al., 2006a; Shouval et
al., 2009).

Segundo vérios estudos a prevaléncia da hepatite por VHB AgHBe negativo varia
geograficamente com a dominancia dos genoétipos. Assim, nas zonas do
Mediterraneo onde predomina o genétipo D, tem sido evidenciada a alta
prevaléncia de infeccao cronica por VHB AgHBe negativa, associada a mutantes

na regido pre-C (Datta, 2008).

Mutacdes ao nivel do gene da polimerase ocorrem no decurso da terapéutica com
lamivudina, adefovir dipivoxil, telbivudine e entecavir (farmacos antiviricos),
tornando-se individuos com esta mutacdo resistentes a estes medicamentos
(Goncalves et al., 2006a; Kao, 2008).

Por ultimo, estdo ainda descritas mutacfes ao nivel da regido X com uma

prevaléncia e significado incertos (Cotter, 2003).

Em Portugal, a mutacdo mais frequente é pré-core, que origina a hepatite B

AgHBe negativa (Relatério de Consenso e recomendacfes para o diagnostico e
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tratamento das hepatites B e C, 2004). Um estudo envolvendo 170 doentes com
hepatite B crénica da regido centro do pais confirmou isso mesmo: 57,1% eram
AgHBe negativo (Vaio et al., 2004).

2.5 - Prevencao

As vacinas (quando disponiveis) constituem a medida de saude mais eficiente e
com melhor relacdo custo/beneficio na prevencdo de doencas infecciosas. A
maioria delas é produzida por recombinag¢do genética, com vantagens sobre as
plasmaticas de primeira geracdo: ndo transmitem agentes infecciosos e a cadeia

de producéo é mais rapida, o que a torna mais econdmica.

A vacina para a hepatite B representa, sem sombra de davida, uma das maiores
conquistas da medicina na actualidade, aclamada como a primeira imunizagéo

capaz de prevenir um tipo de carcinoma — o hepatocarcinoma (Ferraz, 2007)

Foi em 1991 que a OMS recomendou pela primeira vez a inclusédo da vacina para
o0 VHB em todos os programas de vacinacao (Lavanchy, 2004). Em 2007, 171 dos
193 membros da OMS tinham implementado esta recomendacéo (relatério OMS
Janeiro 2009 — Global Immunization data, http:www.who.int/immunization) (gréafico
1). Todos os paises, independentemente da prevaléncia do VHB, conseguiram
reduzir a incidéncia de hepatite aguda por VHB nos adultos e de hepatocarcinoma
nas criangcas, assim como uma diminuicdo da prevaléncia de criangcas e
adolescentes portadores do virus (EASL, 2003; Gongalves et al.,2006b; Mackie et
al., 2009).
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Grafico 1 - Numero de paises que introduziram avac ina VHB no seu plano de vacinacao e
cobertura global da vacina VHB em  recém-nascidos. (Adaptado de “OMS
Progress Towards Global Immunization Goals — 2007”, Setembro 2008).

¥ B Implementacio da Vacing VHE z80% (139 pajses | 72% )
B ImplementacHo da Vacina VHE <50% (31 paises 16%)
[ 1 Sem implementacfo da Vacina VHE (22 pajses/ 11.53%)

Figura 6 — Paises que introduziram a vacina da Hepa tite B nos seus planos nacionais de
vacinagao (Adaptado de “OMS Progress Towards Global Immunization Goals —
2007", Setembro 2008).
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A vacinagdo para o VHB é efectuada numa série de trés doses por via
intramuscular (Pungpapong et al., 2007). Mais de 95% das criancas e
adolescentes, e mais de 90% dos adultos, desenvolvem o anticorpo respectivo —
AcHBs —. Para todos os individuos € internacionalmente aceite para proteccao a
longo termo titulos de AcHBs iguais ou superiores a 10 Unidades Internacionais
por litro (UI/L), um a trés meses apos vacinacao (Boot et al., 2009). No entanto, a
eficacia diminui com a idade e é menor em maiores de 40 anos (40 a 60%).
Outros factores, tais como tabagismo, obesidade e factores genéticos ligados a
determinados haplotipos de HLA (human leucocyte antigen), sdo associados a
uma resposta inadequada a vacinacao contra infeccdo pelo virus da hepatite B
(Lopes, 2006). Cerca de 10% dos adultos vacinados respondem com titulos
baixos (inferior a 10 UI/L), ou ndo respondem (titulos inferiores 1 UI/L). Para os
primeiros, uma segunda vacinacdo com trés doses adicionais € seguida de titulos
de AcHBs superiores a 10 Ul/L em 30 a 50% dos casos (Imunization Action
Coalition, 2009). Individuos que inicialmente respondem com titulos altos de
AcHBs a vacinacdo, mas que mais tarde ndo tem AcHBs detectavel, aquando de

uma exposicao ao VHB, séo considerados imunes (Boot et al., 2009).

Estudos recentes mostraram entretanto que certos genotipos podem favorecer o
aparecimento de mutantes de “escape” para a vacina VHB. Por essa razao, a
eficacia da vacinacao esta relacionada com os genotipos das populagdes a quem

€ administrada a vacina (Datta, 2008).

Em Portugal, em 1990, a vacinacdo comecou a ser efectuada apenas em
individuos pertencentes a alguns grupos de risco:

» Profissionais de saude;

» Doentes hemodialisados, hemofilicos e politransfundidos;

* Recém-nascidos filhos de maes AgHBs positivo;

* Familiares dos portadores (conjuge ou parceiro sexual).

Em 1993, e face aos objectivos tracados pela OMS, foram integrados na

vacinacgao gratuita para o VHB os adolescentes entre os 11e 13 anos (Despacho
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n.° 17/93, Diario da Republica, Il Série, n.° 302, de 29 de Dezembro), tendo em
conta o elevado risco de infec¢ao que ocorre nestas idades.

A partir de Janeiro de 2000, a vacinacao contra o VHB passou a estar incluida no
Plano Nacional de Vacinagédo (PNV), o que a tornou extensiva a todos os recém-
nascidos (Despacho n.° 8707/99, Diario da Republica, Il Série, n.° 102 de 3 de
Maio).

Em 2001 foram actualizados os grupos de risco com acréscimo da vacinacao
gratuita toxicodependentes, prostitutas (0s) e outros grupos devidamente
justificados (Circular Normativa 15/DT de 15/10/2001).

Em Agosto de 2002 foram emitidas indicacbes para estender a idade de
vacinacao até aos 15 anos, a partir de 2003.

Actualmente, o PNV contempla todas as anteriores e estende a idade de

vacinacao universal até aos 18 anos.

Em estudos realizados verificou-se, que 2 a 16% dos individuos que receberam a
vacina VHB ha menos de um més, apresentam AgHBs positivo, com ADN-VHB
negativo (Candotti e Allain, 2009).

Em situacbes clinicas determinadas, para prevencdo do VHB pode ainda ser
considerado o uso de imunoglobulinas especificas contra o virus da hepatite B
(IgHB), designadamente na exposicdo acidental sem vacinacao prévia e recém-
nascidos filhos de mées infectadas pelo VHB (Ferreira, 2004; Moreno et al., 2004,
Lopes, 2006).

A IgHB é um derivado do plasma e, como tal, & preparado a partir de plasma de
dadores com altas concentracdes de AcHBs. A IgHB possibilita a aquisicdo de
anticorpos conseguidos passivamente e exibe uma proteccdo tempordaria que

pode ir de trés a seis meses (Carvalho et al., 2006a). Medidas higiénico-
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sanitarias, como a educacdo para a saude e a informacdo a populacdo dos
factores de risco e respectivas medidas de proteccdo, devem constituir uma

preocupacao e a sua divulgacao deve continuar a ser feita.

No ambito da medicina tranfusional foram dois os contributos notaveis para a

prevencao da transmissdo da hepatite B pds-transfusional:

* A saida do regulamento sobre Transfusdo de Sangue (Despacho 19/91,
Diario da Republica, Il Série, de 12 de Setembro), que determinava a
pesquisa sistematica de AgHBs e AcHBc em todas as unidades de sangue
colhidas e destinadas a administracao terapéutica.

e Circular Normativa N.°6/GDG, de 23/06/2008, da Autoridade para os
Servicos de Sangue e da Transplantacdo (ASST), que, revogando o
despacho 19/91, determina a pesquisa sistematica do AgHBs, AcHBc e
ADN do VHB a todas as unidades de sangue.

2.6 - Aspectos clinicos da infec¢éo por VHB

O periodo de incubacdo € bastante longo, podendo variar entre 40 e 180 dias
(Liaw e Chu, 2009). O periodo de janela (que vai desde a infeccdo até ao
aparecimento de niveis detectaveis de marcadores serolégicos ou virol6gicos)
tradicional era de 59 dias (Widmann et al., 2007; Barbara et al., 2008), mas, com
a implementacdo de teste de acidos nucleicos, esse numero baixou para um

numero médio de 30 dias (Kleinman e Busch, 2006).

Quando um individuo é infectado pelo VHB néo é possivel prever qual a evolugcéo
da infeccdo, jA& que esta pode apresentar-se clinicamente variavel, desde uma

hepatite sub-clinica a uma hepatite fulminante (Figura 7) (Abbott, 1994).

A patogenicidade do VHB varia em func¢do do estado imunitario do hospedeiro,
sendo a hepatite aguda ou crénica o resultado dos mecanismos de defesa do
hospedeiro contra o VHB, que resulta na morte das células que expressam

proteinas do VHB e na neutralizacdo do virus circulante. Doentes
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imunologicamente deprimidos ndo desenvolvem hepatite aguda, mas podem
tornar-se portadores crénicos do virus, continuando este a replicar-se nos
hepatocitos (Liaw e Chu, 2009).

Assim, as manifestacdes clinicas e o prognéstico da infeccdo pelo VHB
dependem da idade, do nivel de replicagdo do virus e do estado imune do

hospedeiro (Ferreira, 2004).

Cerca de 30% das criangas infectadas com idades compreendidas entre um e
cinco anos, e 90% dos doentes com infec¢cdo perinatal, desenvolvem infeccao
cronica, que € geralmente assintomatica. Na vida adulta € geralmente sintomatica
(em 20-40% dos casos), mas com baixo risco de cronicidade (5-10%). Em 90%
dos casos sintomaticos (ictericia, febre, nauseas, astenia, dores abdominais,
cefaleias, etc.) héa recuperacdo completa. Uma hepatite fulminante pode surgir em
cerca de 0,5 a 1% dos casos sintomaticos, e tem de 70 a 90% de mortalidade
(Schiff e Schiff, 1999; Alexander e Kowdley, 2006).

(| e

\ VHB /
A
Fulminante <* % Cura 90%

Infecgdo Cronica
5-1C%
v R

.. 4> Crénica Portador
\ Cronica Activa Persistente Assintomatico
y

Cirrose

Carcinoma

Hepatocelular

Figura 7 — Esquema representativo do desenvolviment o da infeccdo por VHB. Adaptado
(Abbott 1994).

24




2.7 - Tratamento e terapéutica

O tratamento de qualquer agente infeccioso tem como objectivo a sua eliminacao
do organismo e o caso do VHB néo é diferente. No entanto, a impossibilidade de
qualquer terapéutica utilizada nos dias de hoje levar consistentemente ao
desaparecimento do VHB com seroconversdao em AcHBs torna as ambicdes
terapéuticas mais limitadas (Macedo e Marinho, 2009).

Na fase aguda nédo existe tratamento especifico, sendo este essencialmente de
suporte. O caso de hepatite fulminante constitui indicacao formal para transplante
hepético. Tratando-se de infeccdo créonica pelo VHB, o objectivo ideal do
tratamento seria 0 desaparecimento ndo s6 dos marcadores seéricos de
multiplicacéo virica (AgHBe e ADN- VHB), mas igualmente do AgHBs, impedindo
assim a evolucao da doenca hepética.

Deve-se entdo compreender que 0S objectivos actuais mais realistas do
tratamento ndo sdo a cura, mas a supressao continuada da replicacéo virica, para
prevenir a progressdo do dano hepético, evitar a cirrose, o transplante, o
hepatocarcinoma ou mesmo a morte do doente (Chevaliez e Pawlosky, 2008;
Macedo e Marinho, 2009).

Actualmente, os farmacos utilizados para infeccdo cronica por VHB estdo
divididos em dois tipos: interferdo alfa e nucleosideos. Estes ultimos podem ser
divididos em trés classes: L-nucleosideos (lamivudina, telviduvina e emtricitabina),
analogos de dexygunosine (entecavir) e fosfonatos nucleosideos aciclicos
(adefovir e tenofovir) (Chaves, 2007; Keeffe et al., 2008; Sorrel et al., 2009).

Lamivudina, adefovir, entecavir, telbivudina e tenofovir estdo aprovados na
Europa para o tratamento do VHB. (Jardi et al., 2008; EASL, 2009; Liaw e Chu,
2009). A sua administracdo obedece a um algoritmo de decisdo onde estédo
envolvidos varios factores que devem ser considerados de forma individual por

um meédico especialista. Entre os varios factores a considerar estdo a idade do
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doente, o gendtipo e o nivel de carga viral do VHB, o nivel de transaminases se o

doente é ou ndo AgHBe positivo, etc (Keeffe et al., 2008).

2.8 - Serologia do VHB

Os diferentes antigénios e anticorpos detectaveis no sangue ou no figado de um
portador sdo vulgarmente designados por marcadores.

Os marcadores virais sdo um elemento essencial para os diagnosticos etiologicos,
estudos epidemioldgicos, imunoprofilaxia, monitorizacdo de doenca bem como de
tratamentos e rastreio nos servicos de sangue para prevenir hepatite pos-

transfusional.

S&o de trés os marcadores antigénicos — AgHBs, AgHBc e AgHBe — aos quais o
sistema imunitario humoral do hospedeiro responde com a producdo de 3
anticorpos — AcHBs (para o AgHBs), AcHBc (para o AgHBc) e AcHBe (para o
AgHBe). Sao entéo trés pares de sistemas “s”,”c” e “e”, com a exclusdo do AgHBc
(que nao pode ser detectado a nivel sérico) constituem um painel de 5

marcadores seroldgicos (Liaw e Chu, 2009).

Tradicionalmente, o diagnostico laboratorial da infeccdo por VHB € realizado
através de testes imunoenzimaticos (EIA), geralmente caracterizados por uma
excelente especificidade e sensibilidade. Hoje em dia podemos ainda detectar a
presenca de ADN do VHB por transcription mediated amplification (TMA) e
polymerase chain reaction (PCR) sendo o resultado um marcador de replicacao
gendmica e de infecciosidade (Ocama et al., 2005; Liaw e Chu, 2009) devido a
sua alta sensibilidade permite reduzir o periodo de janela em relagdo aos testes
enzimaticos em uso. Para além disso € o Unico marcador que permite identificar a
chamada Infeccdo Oculta por VHB (I0B) (Candotti e Allain, 2009).
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E necessario testar a presenca dos marcadores serolégicos no sangue para
determinar o estadio de evolucdo da infeccdo (desde a fase aguda até a cura) ou

imunizacao.

Com efeito, estes antigénios e 0s anticorpos correspondentes obedecem a uma
cinética diferente consoante o caracter evolutivo da hepatite (Figuras 6 e 7).

Sintomas

AgHBe AcHBe

Titulo

AcHBc Total

AcHBc IgM AcHBs

3 L Id
I | i I i |

' T T T | T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 52 100
Semanas apos a exposicao

Figura 8 — Esquema representativo da evolucédo da “h  epatite aguda resolvida com
seroconversdo em AcHBs” (Kao, 200 8).

O marcador inicial de infeccdo é o antigénio de superficie — AgHBs — que é
detectavel aproximadamente seis semanas ap0s exposicdo ao virus sem
manifestacbes clinicas (Liaw e Chu, 2009) e persiste durante quatro a 14
semanas. Durante esta fase os niveis de ADN-VHB sédo geralmente muito altos
atingindo 20 milhdes a 20 bilides unidades internacionais por mililitro (Ul/ml) (fase
aguda).
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Figura 9 — Esquema representativo da evolucdo de “h  epatite cronica " adaptado (Kao J.-H.
2008).

A presenca de AgHBs para além de seis meses indica infeccdo cronica. O
segundo marcador detectdvel é o AgHBe que tem a particularidade de
desaparecer antes do desaparecimento do AgHBs. A presenca simultanea destes
dois marcadores € sindbnimo de elevada infecciosidade, logo, 0 seu
desaparecimento € indicativo de recuperacdo de uma crise aguda de hepatite B

(Gongalves, 2006b).

O AcHBc € o primeiro anticorpo a aparecer revelando o primeiro sinal de resposta
imunologica do hospedeiro a infeccédo viral. E habitualmente doseado na fase
aguda da doenca (fraccdo IgM) persistindo apés recuperagdo (fraccdo 1gG). O
segundo anticorpo a aparecer em circulagdo é o AcHBe que é dirigido contra o
AgHBe (traduz diminuicdo de infecciosidade). Este pode persistir por um ou mais
anos apoés a cura da infeccdo. O AcHBs € o ultimo marcador a aparecer e sO se
produz em casos de recuperacdo da infec¢do, persistindo durante anos. Tem um
efeito neutralizante no AgHBs, sendo o Unico marcador detectavel em pessoas
vacinadas (Liaw e Chu, 2009).
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Até 2006 a infeccdo cronica por VHB era essencialmente caracterizada pela
presenca de AgHBs no soro para além de 6 meses. Com a introducéo dos testes
baseados na analise de acidos nucleicos (TAN) para o VHB, novas formas de
infeccdo cronica por VHB foram encontradas, levando em 2008 a European
Association for the Study of the Liver (EASL) a reunir e a publicar em 2009,

normas para a identificagdo e tratamento da Hepatite B crénica (EASL, 2009).

Assim segundo a EASL a infeccéo cronica por VHB é um processo dinamico que

pode ser dividido em 5 fases distintas ndo necessariamente sequenciais:

1. Fase imuno-tolerante ou imunotolerancia € caracterizada por AgHBs e
AgHBe positivo e altos niveis de ADN-VHB no soro (20 milhdes a 20 bilibes
Ul/ml). Durante esta fase a perda espontanea de AgHBe é muito baixa.
Frequente e prolongada em individuos infectados por via perinatal ou nos
primeiros anos de vida, esta fase pode perdurar por 15 a 35 anos
(Mendonca e Vigani, 2006).

Devido aos altos niveis de virémia, estes individuos s&o altamente
infecciosos e usualmente assintomaticos (Chang, 2007; Fattovich et al.,
2008; Lisotti et al., 2008).

2. Fase imuno -reactiva , € caracterizada por positividade AgHBs e AgHBe e
baixos niveis de replicacdo do VHB que se reflectem em baixos niveis de
ADN-VHB no soro (20000 Ul/ml) (Fattovich et al., 2008). Aumenta a taxa
de perda espontanea AgHBe. Esta fase pode ocorrer depois de varios anos
de imunotolerancia e pode durar de algumas semanas a varios anos. E
mais frequente em individuos infectados durante a fase adulta (Fonseca,
2007).

3. Fase residual ou Portador inactivo VHB, caracteriza-se por AgHBs e
AcHBe positivo e niveis muitos baixos e por vezes indetectaveis no soro de
ADN-VHB (<2000 Ul/ml) (Yuen, 2007). A seroconversdo do AgHBs para

AcHBs pode ocorrer espontaneamente em 1-3% de casos por ano, depois
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de varios anos com ADN-VHB indetectavel (Moreira e San Roman, 2005;
Lisotti et al., 2008; EASL, 2009).

. Infeccéo crénica por VHB - AgHBe negativa - caracteriza-se por uma

persistente replicacdo do VHB (2000 — 20 milhdes Ul/ml) (Fattovich et al.,
2008) mas em niveis inferiores aqueles da doenca AgHBe positiva e
presenca do AcHBe e AgHBSs. A replicacao viral € mantida por variantes do
VHB, decorrentes de mutacdes nas regibes pré-core ou promotor do core
do genoma do virus que impedem ou reduzem a producdo do AgHBe.
Estas mutagbes podem ocorrer espontaneamente na fase inicial da
infeccéo cronica por VHB ou em decorréncia da reactivacdo da replicacéo
viral. Remissédo espontanea da doenca AgHBe negativa é rara (Mendoncga
e Vigani, 2006).

. Fase AgHBs negativa — apo0s perda de AgHBs - baixos niveis de

replicacdo do VHB pode persistir com ADN-VHB no figado. Geralmente o
ADN-VHB nao é detectavel no soro enquanto o AcHBc (com ou sem
AcHBs positivo) se encontra detectavel no soro.

O significado clinico da Infeccdo Oculta por VHB (IOB) (que se caracteriza
por baixos niveis de ADN-VHB no figado ou soro normalmente inferiores a
200 Ul/ml e AgHBs negativo fora do periodo de janela) é incerta (Hemert et
al., 2008; EASL, 2009). IOB com base no perfil de anticorpos pode ser

classificada em funcéo da presenca de anticorpos:

» |OB seropositiva — se AcHBc positivo com ou sem AcHBSs positivo.

» 0B seronegativa — se AcHBc e AcHBs negativo.

Nos individuos IOB seropositivos, o AgHBs pode tornar-se negativo depois
da resolucao da hepatite B aguda, ou apos alguns de infeccao cronica. Os
niveis de AgHBs parecem diminuir ao longo do tempo até a um nivel sub-
detectavel pelos testes imunoenzimaticos em uso. Este tipo de I0OB é
encontrado maioritariamente em dadores mais velhos (idade superior a 45




anos). Perto de 100% tem AcHBc positivo e aproximadamente 50%

também é acompanhada de AcHBs positiva, sugerindo assim que esta

infeccdo apresenta-se em individuos que estdo a recuperar de uma

infeccdo mas incapazes de ter um controlo imune efectivo na replicacao
viral (Candotti e Allain, 2009).

Nos individuos 10B seronegativos parece haver uma perda de anticorpos

progressiva ao longo do tempo, ou mesmo nao existir producdo por parte

do individuo desde o inicio da infec¢cdo (Raimondo et al., 2008).

* IOB “Falsa™ Casos com AgHBs negativo e niveis de ADN-VHB no

soro comparaveis com aqueles que usualmente se detectam numa

infeccdo aguda, sdo considerados de IOB falsa. Esta infeccdo é

usualmente originada por infeccdo de mutantes do VHB. Mutacdes

afectando a replicacdo viral no gene S (mutantes de escape)

produzem AgHBs que ndo € reconhecido por testes serolégicos

imunoenzimaticos comerciais disponiveis (Raimondo et al., 2008).

A representacdo esquematica da IOB e IOB falsa pode ser visualizada na

figura 10.
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Figura 10 — Representacdo esquematica da IOB e 10B
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31




Na tabela 4 estdo representados todas as interpretacbes de resultados de

marcadores serolégicos e moleculares (ou virolégicos) para o VHB.

Tabela 4 — Interpretacéo de resultados dos marcador

es serolégicos e moleculares para o

VHB (Carretero e Herraiz, 2004; O cama et al., 2005; Fonseca, 2007; Valsamakis,
2007; Fattovich et al., 2008; Kao, 2008).

- Marcador
Marcadores seroldgicos
molecular
Interpretacéo
A9 A9 Ae e e Ae TN DNA- VHB
HBs HBe | HBe | HBC | HBc | g
IgM IgG
< | Muito recente + + - - - - + W
E
2 | Recente * * B * B B * +
o
z§ Final W W - - W - W +
2
£ | Resolugdo da - - o +/- + + _
infeccdo aguda
20 milhdes a
Fase imuno-tolerante + + = = = = +
20 bilides Ul /ml
Fase imuno-reactiva w w - - - - w 20000 Ul/ml
« | Portador inactivo do + - s + - + < 2000U1/ml
© | VHB
=
2
3 50 A 2000 a
Infecgao crénica por s
o
@ | VHB - AgHBe + - + + - i 20 m|/|h(|)es
2 negativa Ul/im
= | 108 -Seropositiva - - - + +/- - < 200Ul/ml
I0OB -Seronegativa _ - - - = = < 200Ul/ml
|OB -Falsa o 20 milhges a
) ) ~ | 20bilises Ul /ml
Infecgdo passada - - +/- + +/- +/- -
Vacinagio - - - - - + -
Reactividade inespecifica,
Infecgdo  resolvida com _ _ _ _ + _ -
AcHBs nédo detectavel
Sem infeccao . . . . . . -

Legenda: + positivo, — negativo, +/ — positivo ou

AgHBs
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2.9 - Diagnéstico laboratorial do VHB

O diagnostico de qualquer das formas clinicas da hepatite B realiza-se através de
técnicas serologicas e moleculares, que se revelam fundamentais ndo s6 no
diagnoéstico, mas também para o acompanhamento da infeccéo viral, na avaliacdo
do estado clinico do portador de VHB e na monitorizacdo da terapéutica

especifica.

Em Portugal os ensaios imunoenzimaticos (EIA) mais utilizados actualmente para
a deteccdo do AgHBs séo os testes EIA em microplaca e ChLIA (Imunoensaio por

quimioluminescéncia).

A sensibilidade dos testes de rastreio para o AgHBs tem melhorado
significativamente desde a sua implementacdo em 1972 (Allain, 2006b) chegando
ao nivel de deteccdo de 0.1Ul/ml. No entanto estes testes sdo incapazes de
detectar um periodo de janela de pré-seroconversdo ou amostras com niveis de
virémia muito baixos, ap0s décadas de cronicidade ou recuperacao clinica por
VHB (I0B) (Candotti e Allain, 2009).

A procura publica de padrdes mais elevados de rastreio de agentes infecciosos
em produtos de transfusdes impulsionou o avanco da tecnologia de testes
baseados na analise de acidos nucleicos (TAN). Estudos mostraram que estes
testes contribuiram para uma reducéo do risco de transfusdo do VHB nas dadivas
de sangue feitas durante o periodo de janela ou com IOB (Kleinman e Busch,
2006; Candotti e Allain, 2009; EASL, 2009).

Nos ultimos cinco anos foram desenvolvidos TAN para a deteccao simultanea do
ADN-VHB, ARN do virus da imunodeficiéncia humana, ARN do virus da hepatite
C, e a sua automatizacao facilitou a sua implementagdo em 2006 no rastreio
sistematico do VHB no CRSP.
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3 - Objectivo

Efectuar a analise dos marcadores serologicos e moleculares do VHB na
populacdo de dadores de sangue do Centro Regional do Sangue do Porto
(CRSP) num periodo de nove anos (2000 - 2008) com vista a conhecer a

prevaléncia dos marcadores do VHB.

A finalidade é conhecer a prevaléncia desta patologia na populacdo de dadores
do CRSP.
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4 - Material e Métodos

4.1 - Tipo de Estudo

Foi realizado um estudo observacional, transversal, descritivo por consulta de
registos.

* Transversal, porque traduz um fendmeno (infeccdo por VHB) nos
dadores de sangue do CRSP num determinado periodo de tempo
(2000-2008).

» Por registo porque a recolha de dados foi feita através da consulta a
base de dados dos dadores CRSP.

4.2 - Identificagao da Populagéo em estudo e da Amo  stra

A populagéo em estudo engloba todos os 223 479 dadores de sangue registados
na base de dados de dadores do CRSP a altura da finalizacdo do periodo de

estudo.

A amostra foi retirada da populacdo de dadores do CRSP, de ambos os sexos e
com idades compreendidas entre os 18 e os 65 anos, que durante o periodo
compreendido entre 1 de Janeiro de 2000 e 31 de Dezembro de 2008 tiveram

registo de colheita(s) com positividade para qualquer um dos marcadores do VHB.

4.3 - Metodologia

Para os anos 2000 a 2008 foram avaliados os marcadores serologicos do VHB
(AgHBs e AcHBc) com resultado EIA positivo efectuado por rotina aos dadores de
sangue. A avaliagdo do marcador virolégico (ou molecular) para o ADN-VHB
efectuado por rotina a partir de Agosto de 2006 foi também objecto de avaliacao.

A recolha de dados foi feita através da consulta a base de dados dos dadores.

Foram consultados todos os registos positivos dos marcadores de rastreio do
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VHB (AcHBc e AgHBs e ADN-VHB) efectuados como rotina, assim, como 0s
resultados de outros marcadores serolégicos (AcHBs, AgHBe, AcHBe), do teste
confirmatorio (teste de neutralizacdo AgHBS) e quantificacdo da carga viral do
VHB por PCR.

Os resultados para o AgHBs, AcHBc, AgHBe, AcHBe e ADN-VHB qualitativo,
foram expressos qualitativamente como Negativos e Positivos. O resultado do
AcHBs foi considerado negativo para valores inferiores a 10 Unidades

Internacionais por litro (Ul/1).

A gquantificacdo da carga virica do ADN-VHB expresso em copias por mililitro
(c/ml) até 2003 e a partir de 2004 expresso em Unidades Internacionais por

mililitro (Ul/ml). 1 Ul — é equivalente a 5 copias (Allain, 2006a).

Considera-se seroconversao quando um dador regular (com registo de varias
dadivas) apresenta uma colheita ndo reactiva, seguida de uma colheita reactiva

para AgHBs confirmadamente positiva pelo teste de neutralizacao.

Os testes e metodologias utilizadas pelo CRSP durante o periodo de estudos

estdo descritos seguidamente:

No CRSP, foram trés os marcadores VHB que se determinaram sistematicamente
por rastreio a todas as unidades de sangue no CRSP:

* AgHBs, AcHBc (por EIA)

* ADN-VHB qualitativo (por TAN) efectuado em pool de seis amostras

efectuado a partir de Agosto de 2006.

Outros marcadores de confirmacdo para determinar o estadio de evolugdo da
hepatite B, foram executados, apds positividade de um (ou mais) dos trés
marcadores descritos na alinea anterior. Foram eles:

* AcHBs, AgHBe, AcHBe (por EIA).

* ADN-VHB quantitativo (por PCR quantitativo).
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Os ensaios EIA, utilizados por rotina no CRSP, foram os testes EIA em
microplaca e ChLIA.

Os testes EIA em microplaca utilizam o principio de que o0s antigénios ou
anticorpos que se fixam a fase sélida (placas de poliestireno) podem ser
detectados por anticorpos ou antigénios complementares marcados com uma
enzima capaz de actuar sobre um substrato cromogénico. Quando o substrato
enzimatico é adicionado, a presenca dos antigénios ou anticorpos pode ser
revelada mediante o desenvolvimento de uma reaccao colorimétrica (Specter et
al., 2000).

Foram efectuados por este método os seguintes marcadores serologicos:
 AgHBs, de acordo com as instrucbes da casa comercial Bio-Rad (bula
Monolisa® HBsAg).
* AcHBc, de acordo com as instru¢cdes da casa comercial Ortho-Clinical
Diagnostics (bula Ortho® HBc ELISA Test System).

Os testes ChLIA permitem determinar a presenca de antigénios e anticorpos
numa amostra, através da presenca de anticorpos ou antigénios complementares
ligados a microparticulas de latex. Estas microparticulas sdo capturadas por uma
matriz de fibra de vidro, € adicionado um conjugado marcado com acridinio
quimiolumininescente que possibilita a deteccdo da mistura de reac¢do na matriz
de fibra de vidro. E entdo adicionado uma solucdo de activador, o que produz uma
reaccdo de quimioluminescéncia, lida por uma unidade de leitura 6ptica que

detecta fotdes produzidos em consequéncia da reaccao.

Esta metodologia foi utilizada na detec¢do dos seguintes marcadores serologicos
segundo as instrucdes da casa comercial Abbott:

+ AgHBs (Bula ABBOTT PRISM® HBSsAQ).

* AcHBc (Bula ABBOTT PRISM® HBcore).

+ AgHBe (Bula ARCHITECT® HBeAg).

* AcHBe (Bula ARCHITECT® Anti-HBe).
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* AcHBs (Bula ARCHITECT® AUSAB).
* AgHBs confirmatorio (Bula HBsAg Qualitative Confirmatory).

A determinacdo do ADN-VHB qualitativo e quantitativo foi efectuada por reaccao
em cadeia da polimerase (PCR), uma técnica de biologia molecular que tem por
base a amplificacdo especifica do ADN do VHB.

Para a determinacdo do ADN-VHB qualitativo, foram utilizados testes baseados
na analise dos acidos nucleicos (TAN). Foi usado um teste multiplex qualitativo
(em pool de seis amostras), que permite o rastreio e deteccédo simultanea de ARN
do VIH, ARN do VHC e ADN do VHB, que depois de amplificados sédo detectados
através de PCR em tempo real. Esta determinacao € efectuada segundo a casa

comercial Roche Diagnostics (Bula cobas TagScreen MPX test).

Para a determinacdo do ADN-VHB quantitativo foi usado nos anos de 2002 e
2003, a técnica de PCR, segundo a casa comercial Roche Diagnostics (Bula
Cobas Amplicor HBV Monitor™ Test).

Nos anos 2004 a 2008 a quantificagdo do ADN-VHB foi efectuada por técnica de
PCR em tempo real, segundo instru¢cbes da casa comercial Roche Diagnostics
(Bula COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan HBV Teste).

Durante o periodo em estudo ndo se registaram alteracbes significativas na
especificidade e sensibilidade dos testes EIA e TAN utilizados para o rastreio ou
confirmacdo do VHB. O mesmo ndo se podera dizer dos testes para
determinacdo do ADN-VHB quantitativo: se, por um lado, ndo existiram alteracdes
durante o periodo em estudo na especificidade dos mesmos, ja na sensibilidade
registou-se evolucdo ao nivel dos limites maximo e minimo de deteccéao,
passando estes de 4 x 10* Ul/ml a 1 x10® Ul/ml e 40 Ul/ml a 12 Ul/ml

respectivamente.

Todas as bulas podem ser consultadas em www.abbottdiagnostics.com;

www.orthoclinical.com; www.biorad.com; www.roche.com.
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O algoritmo de deciséao
esquematizado na figurall.
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OMSdoVHBP
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2x — duas vezes; O M S — Outros Marcadores Serologicos.

] - Algoritmo usado até Julho de 2006.

] - Rasteio genémico introduzido a partir de 2006.

Figura 11 — Algoritmo do VHB do CRSP.
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5 - Resultados

No periodo em estudo foram consultados registos referentes a 357 147 dadivas
de dadores dos quais 443 foram positivos para o AgHBs e 14529 para o AcHBc

no rastreio com os testes imunoenzimaticos em uso na rotina (Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo dos dadores com AgHBs EIAp  ositivo entre 2000 — 2008.

Ano NUmero de EIA Positivo Frequéncia

dadores AgHBs Relativa (%)
2000 23462 57 0.24
2001 25351 40 0.16
2002 29713 47 0.16
2003 31063 61 0.20
2004 33566 51 0.15
2005 39151 32 0.08
2006 50848 51 0.10
2007 54878 51 0.09
2008 69115 53 0.08
Total 357147 443

Aos 443 AgHBs positivos foi realizado o teste de Neutralizacdo do AgHBs (teste
confirmatorio), obtiveram-se 219 AgHBs confirmadamente positivos. A estes foi
realizada a pesquisa do ADN-VHB por PCR (até Julho de 2006 aos Dadores
notificados e que compareceram no CRSP e a partir de Agosto de 2006 a todos
os Dadores, ja que esta pesquisa passou a ser feita como rotina) (Tabela 6).

40




Tabela 6 — Resultados obtidos por PCR aos dadores A gHBs confirmadamente positivos.

Ano AgHBs ADN-VHB realizado por PCR- Qualitativo
Confirmadamente Positivo Negativo N&o realizado
Positivo (dador néo
compareceu a
notificacéo)
2000 32 7 13 12
2001 22 5 9 8
2002 27 13 5 9
2003 30 13 5 12
2004 30 10 12 8
2005 19 7 4 8
2006 19 9 2 8
2007 20 18 2
2008 20 19 1*
Total 219 101 53 65

Legenda: * Uma Amostra AgHBs positivo com ADN-VHB qualitativo negativo, na pesquisa de
ADN-VHB quantitativo o resultado foi de carga viral detectavel.

No ano 2007 uma amostra positiva para ADN-VHB, apresentava resultado

negativo para AgHBs.

As cargas virais obtidas pelas metodologias quantitativas (PCR e PCR em tempo
real), realizadas aos dadores AgHBs positivo e/ou ADN-VHB qualitativo positivo,

dos anos 2002-2008 estdo representadas na tabela 7.

Nota: Nos anos 2000 e 2001 ndo se procedeu a determinacdo quantitativa do
ADN-VHB.
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Tabela 7 — Cargas virais e metodologias utilizadas em dadores com AgHBs positivo e/ou
ADN-VHB positivo entre 2002 e 2008.

2002 2003
PCR classico
(copias/ml)
:g"&ﬁggg‘;“’ 200 copias/mi 12 Ui/l
e doeeag”® | 200000 copiasimi 1x10° Ulimi
13 13
19900 6410
4010 29000
3550 16900
866 3030
3200 27000
1410 3580
14800 >200000
4010 >200000
1430 7280
4860 650
3110 653
Detecta-se | 32400
Detecta-se | 6220

Legenda: Em cada coluna estédo apresentados os valor  es obtidos para a carga virica por

dador

Detecta-se — Carga viral detectavel mas ndo quantificavel, valor abaixo do valor minimo de
deteccdo da metodologia.
* — Carga viral do Dador AgHBs Negativo, ADN-VHB Positivo qualitativo.
** _ Carga viral do Dador AgHBs Positivo, ADN-VHB Negativo em pool.

Nota: Considera-se carga viral baixa: valores inferiores a 10° cépias/ml ou inferiores a 20000 Ul/m
(Fattovich et al., 2008; EASL, 2009).
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A distribuicdo dos niveis de carga viral (dos dadores AgHBs e/ou ADN-VHB
positivo), segundo a classificagao alta, muito baixa (detecta-se), baixa e negativa,

realizada por PCR guantitativo esta representada no grafico 2.

Cargas Virais
™ ALTA ¥ Baixa ™ Muitobaixa(detecta-se) ™ Negativa

5%

Gréfico 2 — Distribuicéo dos niveis de carga viral dos dadores AgHBs e/ou ADN VHB
positivo.
Legenda: Carga viral muito baixa: valores infer  iores ao limite minimo de deteccéo (200
copias/ml ou 12 Ul/ml)
Carga viral baixa: valores inf eriores a 10 ® copias/ml ou inferiores a 20000 Ul/ml.
Carga viral alta: valores supe riores a 10 ° copias/ml ou superiores a 20000 Ul/ml.
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A distribuicado dos dadores EIA positivo para: AcHBc (isolado), AcHBc com AcHBe
e AcHBc com AcHBs no periodo em estudo, esta representado na tabela 8 e

grafico 3.

Tabela 8 — Distribuicdo dos dadores EIA positivo pa  ra AcHBc (isolado), AcHBc com AcHBe
e AcHBc com AcHBs para os anos 20 00-2008.

Ano NUmero EIA Frequéncia EIA Frequéncia EIA Frequéncia
de positivo relativa positivo relativa positivo relativa
dadores | AcHBc (%) AcHBc (%) AcHBc (%)
(isolado) e e
AcHBe AcHBs
2000 23462 124 0.53 76 0.32 1149 4.90
2001 25351 68 0.27 50 0.20 1139 4.49
2002 29713 38 0.13 28 0.09 1246 4.19
2003 31063 60 0.19 20 0.06 1242 4.00
2004 33566 102 0.30 18 0.05 1171 3.49
2005 39151 66 0.17 15 0.04 1267 3.24
2006 50848 121 0.24 9 0.02 1743 3.43
2007 54878 130 0.24 10 0.02 2025 3.69
2008 69115 32 0.04 10 0.01 2570 3.71
Total 741 236 13552

Frequéncia relativa
AcHBc (isolado); AcHBc e AcHBs ;AcHBce AcHBe

Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
* Frequéncia relativa (%)AcHBc isolado ® Frequéncia relativa (%) AcHBc e AcHBe
™ Frequéncia relativa (%) AcHBc e AcHBs

Gréfico 3 — Distribuicdo dos dadores EIA positivos para o AcHBc (isolado), AcHBc com
AcHBe e AcHBc com AcHBs no peri odo em estudo.




O calculo da prevaléncia anual para o AgHBs durante o periodo de estudo esta
representado na tabela 9 e grafico 4.

Tabela 9 — Prevaléncia anual para o AgHBs em dadore s de sangue do CRSP.

Ano NuUmero de AgHBs Prevaléncia
dadores AgHBs (%)
2000 23462 32 0.14
2001 25351 22 0.09
2002 29713 27 0.09
2003 31063 30 0.10
2004 33566 30 0.10
2005 39151 19 0.05
2006 50848 19 0.04
2007 54878 20 0.04
2008 69115 20 0.03

Prevaléncia AgHBs(%)

10,14

0,09 0,09

Ano Ano Ano Ano Ano Anoc Ano Ano Ano
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Graéfico 4 — Prevaléncia anual para o AgHBs em dador  es de Sangue do CRSP.




A prevaléncia anual para todos os marcadores serolégicos do VHB dos dadores
de sangue do CRSP, durante o periodo em estudo encontra-se representada na

tabela 10 e grafico 5 e 6.

Tabela 10 — Prevaléncia anual de todos os marcadore s seroldgicos do VHB em dadores de
sangue do CRSP.

Ano NUmero AgHBs EIA EIA EIA Total Prevaléncia

de Positivo Positivo Positivo Marcadores

dadores AcHBc AcHBc AcHBc e VHB (%)
(isolado) e AcHBs
AcHBe

2000 23462 32 124 76 1149 1381 5.89
2001 25351 22 68 50 1139 1279 5.04
2002 29713 27 38 28 1246 1339 451
2003 31063 30 60 20 1242 1352 4.35
2004 33566 30 102 18 1171 1321 3.93
2005 39151 19 66 15 1267 1367 3.49
2006 50848 19 121 9 1743 1892 3.72
2007 54878 20 130 10 2025 2185 3.98
2008 69115 20 32 10 2570 2632 3.80

Distribuicdo anual dos marcadores seroldgicos do VHB

04 0,04 ¢,p1]0,
— 5 —

Ano 2000 Ano 2001 Ano 2002 Ano 2003 Ano 2004 Ano 2005 Ano 2006 Ano 2007 Ano 2008

* Frequéncia relativa (%)AcHBc isolado ® Frequéncia relativa (%) AcHBc e AcHBe
™ Frequéncia relativa (%) AcHBc e AcHBs ™ Prevaléncia AgHBs(%)

Gréfico 5 — Distribuicdo anual dos marcadores serol  dgicos do VHB em dadores de Sangue
do CRSP.
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Prevalencia dos Marcadores VHB (%)

Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano Ano
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Gréfico 6 — Prevaléncia anual dos marcadores serol6  gicos do VHB em dadores de Sangue
do CRSP.

Durante o periodo em estudo foram ainda encontrados dois dadores que
apresentavam positividade simultanea para o AQHBs/AcHBc/AcHBs (Tabela 11).

Tabela 11 — Perfil serolégico de dadores com positi  vidade para o AgHBs e AcHBs.

Dador/Ano AgHBs TN AcHBc AcHBs AgHBe | AcHBe PCR
A/ 2000 + + + + - + NE
B/ 2001 + + + + + - +

Legenda: + -Positivo; - Negativo; TN- teste neutralizacdo do AgHBs; NE- N&o efectuado

Durante os nove anos de estudo, registaram-se duas seroconversoes referentes a
dadores regulares:

* A primeira seroconversao ocorreu no ano 2002 (o dador nao fez qualquer

dadiva durante o ano precedente).

* A segunda ocorreu no ano 2004 (dador cuja ultima dadiva tinha ocorrido ha

mais de seis meses).
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De realcar ainda o registo, em 2007 de um periodo de janela (ou preé-
seroconversao), referente a um dador regular desde 2001, e cuja ultima dadiva

tinha ocorrido ha 4 meses.

O numero de dadores que no periodo de estudo apresentaram positividade para
AgHBs e/ou ADN-VHB, e que em 1993 (data da implementacdo da vacinagao
gratuita para o VHB, em adolescentes) tinham entre 11 a 13 anos de idade, foi de

24. A sua distribuicdo encontra-se representada na figura 12.

220
Dadores
AgHBs Positivo
elou
ADN-VHB Positivo

131 / \ 89
(59,5%) (40,5%)

Dadores Dadores
Sexo masculino Sexo Feminino

118
5,9%)

78
13
( (53.6%) | o | (35,5%)
Dadores Dadores Dadores Dadores

Figura 12 — Representacdo esquematica do nimero de  Dadores AgHBs e/ou ADN-VHB
positivos em relacdo aidade e s exo.
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A distribuicdo dos dadores AgHBs positivo e/ou ADN-VHB positivo segundo faixa

etaria e sexo encontra-se na tabela 12 e grafico 6.

Tabela 12 — Distribuicao dos dadores AgHBs e/ou ADN  -VHB positivo segundo faixa etaria e
sexo, 2000-2008.

Faixa etaria Sexo masculino Sexo feminino
18-28 27 17
29-39 40 19
40-50 42 40
51-65 22 13

Numero de casos AgHBs e/ou ADN-VHB
Positivo Anos 2000-2008

Faixa etaria Faixa etdria Faixa etdria Faixa etaria
18-28 29-39 40-50 51-65
¥ Sexo masculino M Sexo feminino

Gréfico 7 — Distribuicdo por faixa etaria e sexo do s dadores AgHBs e/ou ADN-VHB
positivo do CRSP, 2000-2008.

O CRSP, durante o periodo em estudo efectuou colheitas de dadivas de sangue,
em nove distritos do Norte e Centro de Portugal: Viana do Castelo, Braga, Porto,

Vila Real, Braganca, Guarda, Viseu, Aveiro e Coimbra.

Na figura 13 esté representada a distribuicdo geogréafica dos dadores do CRSP,
AgHBs positivo e/ou ADN-VHB positivo, a figura 14 apresenta a distribuicao
geografica de todas as dadivas realizadas pelos dadores do CRSP entre 2000-
2008.
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Figura 13 — Distribuicao geografica em Portugal Con tinental de dadores AgHBs e/ou ADN-
VHB positivo do CRSP entre os a nos 2000-2008.
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Figura 14 — Distribuico geografica em Portugal Con tinental de dadivas de dadores do
CRSP entre 2000- 2008.

50




6 - Discussao

O virus da hepatite B, continua a ser a infeccdo com maior risco de transmisséo
por transfusdo sanguinea. Para tal, contribui 0 seu periodo de janela (ou de pré-
seroconversao), as imunovariantes e o estado de portador de infeccdo oculta do
VHB (IOB). Segundo um estudo realizado a dadores de sangue de seis paises
europeus (Franca, Alemanha, Italia, Espanha, Suica e Reino Unido), o risco
residual de transmisséo por milhdo de doacdes foi estimado entre 0,6 (Franca) e
2,48 (Espanha), para o VHC; entre 0,18 (Alemanha) e 1,1 (Itdlia), para o VIH;
entre 10 (Espanha) e 1,6 (Franca e Alemanha), para o VHB (Laperche, 2005).

No presente estudo foi observada uma tendéncia decrescente na prevaléncia do
AgHBs, que vai de encontro ao que se passa no Pais. Isto porque, segundo
dados da Direc¢do Geral da Saude, o numero de casos notificados tem vindo a
decrescer desde 1999 (Relatérios de Doencas de Declaracdo Obrigatéria 1999-
2003, 2001-2005 e 2002-2006) em Portugal e no mundo (Alexander e Kowdley,
2006).

Esta diminuicdo podera estar associada sobretudo a medidas efectivas de
prevencdo, designadamente, uma rigorosa entrevista médica prévia a dadiva de
sangue, uma maior atencdo a educacdo do dador (tendo em conta a
sensibilizacdo do mesmo para os riscos de transmisséo do virus), a auto-excluséo
com consentimento informado em caso de comportamento de risco e a introdugéo

da vacina para o VHB no plano nacional de vacinacao.

No nosso estudo, 89,1% dos dadores AgHBs e/ou ADN-VHB positivos, ndo foram
abrangidos pelo PNV em 1993 (vacinagéo gratuita para adolescentes entre os 11-
13 anos). Este facto podera traduzir a eficacia da vacina para o VHB. Entre as
possiveis razdes para que 10,9% dos dadores apresentassem AgHBs e/ou ADN-
VHB positivo podem estar a ndo vacinacdo ou a nao resposta imunoldgica a

vacinagao (escape imunoldgico).
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Constatamos ainda, que a maioria dos dadores detectados com AgHBs e/ou ADN
positivo eram portadores saudaveis, ja que, dos 121 dadores AgHBs e/ou ADN-
VHB positivo - aos quais foi efectuado a quantificacdo do ADN-VHB por PCR
quantitativo - 95% apresentavam niveis de carga viral baixa, muito baixa ou
mesmo negativos, 0 que podera explicar a sua auséncia de sintomatologia de

doenca (dai ndo serem detectados na triagem médica pré-dadiva).

Facto de salientar foi a presenca simultanea de AgHBs e ADN-VHB em 74 % dos
dadores estudados, valor muito proximo de outros estudos ja efectuados em que
o valor encontrado foi de 80% (Allain, 2006a).

Relativamente ao marcador serologico AcHBc, verificou-se positividade em 14529
dadores. Destes 13552 apresentavam também positividade para o AcHBs o que
pressupdem uma infecgdo no passado por VHB mas resolvida com imunizagao.

Refira-se também que 236 dadores foram positivos para os marcadores AcHBc e
AcHBe, pressuposto de uma infeccéo por VHB em resolucéo ou infeccéo passada

com perda de AcHBs detectavel (perda de imunidade).

Foram ainda detectados 741 dadores com positividade s6 para o marcador
AcHBc. Uma circunstancia para a qual varios estudos apresentam multiplas
interpretacdes, desde infeccdo por VHB resolvida mas com perda de AcHBs
detectavel, infeccdo por mutantes do VHB (AgHBs n&o detectado no testes
seroldgicos de rastreio), resposta a vacinacado com aparecimento tardio de AcHBs
(Boot et al., 2009) e por ultimo (mas ndo menos importante) reactividade
inespecifica (Jongerius et al., 1998; Allain, 2004; Souto et al., 2006).

A prevaléncia para todos os marcadores do VHB apresentou também uma
tendéncia decrescente ao longo dos anos considerados. Variou entre 5,89% no
primeiro ano de estudo e 3,8% no ultimo ano. Para este valor muito contribuiram
0s casos de dadores com imunidade adquirida por infecgcdo natural (AcHBc e
AcHBS), cuja frequéncia relativa variou entre 4.9%, no primeiro ano, e 3.71%, no
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altimo ano. Esta constatacdo vai ao encontro dos valores (3,5%) do inquérito
seroldgico nacional realizado pela DGS entre 2001-2002.

O nosso estudo detectou a coexisténcia de AgHBs e AcHBs. Esta coexisténcia foi
encontrada em dois dadores. Embora ndo se encontre a associacdo destes dois
marcadores na evolucdo natural da infec¢do da hepatite B, casos semelhantes ja
foram descritos e, segundo Alegre e colaboradores (em 2004), a coexisténcia
destes dois marcadores foi descrita em 24% de infectados pelo VHB AgHBs

positivos, na sua maior parte associado a estado de portador assintomatico.

O facto de um dador AgHBSs positivo so ter sido detectado pelos TAN — quando
realizado individualmente — podera ter a ver com a variabilidade da amostra ou
com a baixa carga virica do dador, ja que no teste de PCR gquantitativo a carga
viral era muito baixa (detecta-se).

A rotina seguida permitiu também evidenciar um dador que, ndo obstante ter em
2007 como unico marcador detectavel o ADN-VHB, com um nivel baixo de carga
viral (13 Ul/ml), nas analises subsequentes, o AgHBs deu positivo ao 24.° dia, o
qgue o define como um periodo de janela imunolégica do VHB (ou de pré-
seroconversao) (Barbara et al., 2008).

Embora na populacdo de dadores do CRSP o0 sexo predominante seja 0 sexo
feminino (representa 54%), o trabalho que ora se apresenta registou uma
incidéncia maior de portadores de AgHBs e/ou ADN-VHB no sexo masculino (em
59,5%), uma maior prevaléncia neste sexo pode também ser observada no
relatério de doencas declaracdo obrigatoria 2001-2005 em que o valor chega aos
71,1%, ndo se tendo encontrado evidéncias bibliograficas que comprovem uma
maior susceptibilidade deste sexo a esta infeccao viral em analise, tal resultado
podera estar associado a factores comportamentais que levam a uma maior

exposicao ao VHB e consequentemente a infeccéo.
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As faixas etarias (em ambos os sexos) onde se verificou uma maior prevaléncia
(64%) de dadores AgHBs e/ou ADN-VHB positivo, foram as faixas entre 29-39 e
40-50, faixas estas que correspondem também ao maior numero da dadivas do
CRSP (60%). Apesar do maior numero de casos notificados da DGS no relatorio
de doencas de declaracdo obrigatoria de 2001-2005, corresponder também a
estas faixas etarias, a sua prevaléncia foi no entanto inferior (50,4%) ao

observado neste estudo.

Na observagédo da distribuicdo geogréfica dos dadores positivos para o AgHBs
e/ou o ADN-VHB extrai-se uma maior prevaléncia no litoral norte e centro do Pais.

Os distritos situados no litoral apresentaram um maior nimero casos: Aveiro,
Braga e Porto apresentaram 16, 56 e 109 casos respectivamente, o que
corresponde a 82,27% do total de dadores AgHBs e/ou ADN-VHB positivos.
Como justificacdo estara certamente o facto de estes trés distritos (Aveiro com
20347 dadivas, Braga com 39204 dadivas e Porto com 432760 dadivas) serem
responsaveis por 77,62% do total de dadivas de dadores, efectuadas no periodo
em estudo. Facto que também né&o sera alheio a esta distribuicdo € a densidade
populacional continental portuguesa, que, segundo os Censos de 2001, nota que
a populacéo esta mais concentrada no litoral e junto dos grandes centros, note-se
entdo um equilibrio entre estes trés factos, maior densidade populacional, maior

namero de dadivas, maior numero de dadores AgHBs e/ou ADN-VHB positivo.

N&o obstante a importancia dos resultados a que o0 nosso estudo chegou,
completa ressalvar que, durante o periodo em analise houve uma alteracdo na
sensibilidade de um dos testes utilizados (determinagdo quantitativa do ADN-
VHB). De uma outra forma, note-se que s6 a partir de Agosto de 2006 se
comecou a realizar os TAN. Estas circunstancias devem ser tidas em
consideracao, pois a existéncia de um enviesamento na avaliacdo de resultados
ndo pode ser posta de lado, uma vez que é uma das limita¢cdes deste desenho de
estudo.

%4




7 - Conclusao

No periodo abrangido por este estudo foi observada uma tendéncia decrescente
do numero de dadores positivos para o AgHBs o0 que é coerente com os dados

fornecidos pela Direccdo Geral de Saude.

A prevaléncia para o AgHBs nos dadores de sangue do CRSP entre 2000 e 2008
variou entre 0,14% no primeiro ano do estudo e 0,03% no ultimo ano de estudo.

A introducdo dos TAN no CRSP, em Agosto de 2006, tornou possivel a detecgéo
de um periodo de janela em 2007, facto que nos obriga a sublinhar a importancia
da introducdo dos TAN no rastreio sistemético de dadores de sangue.

Em 2008, por outro lado, encontramos um dador com AgHBs positivo e ADN-VHB
negativo nos TAN — circunstancia que, por si s0, reforca a imprescindibilidade da
coexisténcia dos testes serolégicos e moleculares no rastreio a dadores de

sangue.
De uma outra forma, o trabalho desenvolvido evidenciou que 89,1% dos dadores

com o AgHBs e/ou o ADN-VHB positivos ndo foram abrangidos pelo plano
nacional de vacinagao para o VHB.
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8 - Perspectivas futuras

O presente estudo confirma o beneficio dos TAN na seguranca bioldgica dos

produtos sanguineos, diminuindo o risco transfusional.

Durante o periodo de estudo ndo conseguimos encontrar referéncias
bibliograficas relativas ao risco residual do VHB por transfusdo sanguinea poés —
TAN em Portugal, pelo que consideramos oportuno a realizacdo de estudos

futuros que visem o seu célculo.

56




9 - Consideracoes finais

A descoberta do AgHBs por Blumberg em 1964 (que lhe valeu o Nobel da
Medicina em 1978) é considerada um dos marcos mais proeminentes da medicina
no ultimo século. O achado desencadeou avanc¢os graduais no conhecimento da
infeccdo por VHB. A evolugdo tecnoldgica produziu e potenciou testes de
diagnéstico de sensibilidade e especificidade acrescidas, tendo-se verificado

progressivos avancos quer na prevencao quer na terapéutica.

A tendéncia decrescente no numero de novos casos de VHB ao nivel mundial foi
subsequente, sobretudo nos paises ditos desenvolvidos. Portugal tem
acompanhado essa tendéncia. Notam-no numeros e estudos recentes. E
comprova-o 0 nosso estudo, que coloca o Pais no grupo dos de baixa
endemicidade do VHB.

Mas, apesar de todos os avangos conseguidos no conhecimento da hepatite B, o
que faltara entdo, do ponto de vista cientifico, para que a prevaléncia do VHB
atinja o valor ideal — zero — quer na populacdo de dadores de sangue quer na

populacdo em geral?

A resposta € (aparentemente) simples: a expansdo mundialmente globalizada da
vacinacao contra o VHB, o desenvolvimento de testes que possam terminar com
o periodo de janela do virus e, por fim, a descoberta de novos tratamentos que

possam suprimir e destruir o VHB definitivamente.
A unido da medicina profilatica, de diagnostico a terapéutica seria, assim, 0

suporte ideal rumo a erradicacdo total — num futuro préximo — da doenca

ocasionada pelo VHB: a Hepatite B.
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