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RESUMO

A Hepatite B Oculta (HBO) é definida pela presenca do DNA do VHB com carga viral
geralmente baixa (<200Ul/mL), no figado ou soro de pessoas com antigeno de
superficie (HBsAQ) indetectavel. Na maioria dos casos de HBO ha positividade para o
anticorpo contra o antigeno core da Hepatite B (anti-HBc). Na literatura constam poucos
estudos sobre a prevaléncia da HBO no Brasil, bem como na populacdo mundial.
Existem relatos, muitas vezes controversos, que reportam frequéncias variaveis da
HBO em individuos sem doenca ou portadores de doenca ndo relacionada com o
figado e em hepatopatas crénicos. Apesar dos esforcos, faz-se necessario ainda uma
melhor compreensdo das razOes para a persisténcia da baixa viremia do VHB na
auséncia de HBsAg detectavel, do potencial risco de transmissdo da HBO e do seu
papel na progressao e agravamento de algumas hepatopatias. No estudo investigou-se
a presenca de HBO em 520 doadores de sangue de Vitéria, Espirito Santo, com o
objetivo de nortear politicas para incluir ou ndo a triagem molecular NAT (Nucleic Acid
Amplification Technique ) de bolsas de sangue. Para viabilizar a deteccdo molecular
desenvolveu-se também uma metodologia de extracdo em pool de amostrascapaz de
detectar a presenca do VHB na proporcao de 1:40 com limite de deteccdo de 54Ul/mL.
Através da técnica de nested-PCR detectou-se a presenca do VHB oculto em 0,2%
(1/520) das amostras. Apesar da baixa prevaléncia de HBO detectada no estudo, um
namero consideravel de portadores da infeccdo oculta podem néao estar sendo
detectados, se apenas a pesquisa de marcadores sorolégicos da presenca do VHB esta
sendo realizada nas bolsas de sangue. Sendo assim € importante conhecer a
prevaléncia da HBO em diferentes amostras da populagcdo para que se possa ter em
maos portadores da infec¢cdo oculta acompanhados prospectivamente a fim de tentar
surpreender possiveis efeitos da presenca do DNA do VHB em baixas concentracdes

nesses individuos.

Palavras-chave: Hepatite B Oculta. Virus da Hepatite B. HBsAg negativo. Carga viral

Baixa. Doador de sangue.



ABSTRACT

Occult hepatitis B (OHB) is defined as the presence of low levels of HBV DNA in the
liver or serum of individuals testing hepatitis B surface antigen (HBsAg) negative. In
most cases of OHB, sera are positive for hepatitis B core antibody. The literature
contains quite a few studies on the prevalence of OHB in Brazil, as well as in the
worldwide population. Such reports, often controversial, demonstrate that the OHB
prevalence varies among healthy individuals or patients with diseases unrelated to the
liver and patients with chronic liver disease. Despite efforts, it is necessary a better
understanding of: the reasons for the persistence of low levels of HBV-DNA in the
absence of detectable HBsAg, the potential risk of OHB transmission and its role in the
progression and aggravation of some liver diseases. Therefore, it is interesting to know
the prevalence of OHB indifferent population samples which allows de monitoring of
carriers of the occult infection, followed prospectively in order to try to surprise the
possible effects of the presence of low levels of HBV-DNA in these individuals. In this
study we investigated the presence of Occult Hepatitis B in peripheral blood obtained
from 520 healthy donors of Vitoria, Espirito Santo, with the aim of guiding policies to
include or not the sensitive HBV-DNA nucleic acid amplification technique (NAT)
screening in blood donations with a detection limit of 54Ul/mL. In order to enable
the molecular detection we had also developed a method that screens plasma samples
in pools which is capable of detecting the presence of HBV in the ratio of 1:40.Through
the technique of nested-PCR we found that 0,2% (1/520) had occult HBV in serum
samples. Despite the low prevalence of OHB detected in the study, a considerable
number of patients with occult HBV infection may not have been detected if the blood
units were only tested for serological markers of HBV infection. So it is important
to know the prevalence of OHB in one or more additional population groups, in order to
follow up carriers of occult infection prospectively to determine possible effects of the
presence of HBV-DNA in low concentrations in these individuals.

Keywords: Occult hepatitis B virus. Hepatitis B. HBSAg negative. Low viral load. Blood

donors.
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1.1 HEPATITE B

A hepatite B, causada pelo virus da hepatite B (VHB), € um sério problema de Saude
Publica no mundo(GUIDOTTI E CHISARI, 2006; KIDD-LJUNGGREN et al., 2002). A
OMS estima que aproximadamente dois bilhdes de pessoas tenham sido infectadas e
que mais de 350 milhées de individuos sejam portadores crénicos desse virus,
distribuidos em varias regiées do mundo (GUIDOTTI E CHISARI, 2006; FONSECA,
2007; LAIl, 2003). Asia, Pacifico Sul e Africa subsaariana tém a maior incidéncia e
prevaléncia no mundo, enquanto, no Brasil, a regido Amazénica, no Estado do Espirito
Santo e na regido Oeste do Estado de Santa Catarina tem areas de maior
prevaléncia(FONSECA, 2007; GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009).

A Hepatite B € apontada como uma das principais causas de cancer hepatico, sendo
responsavel por 60% dos casos(LAl, 2003).

Os mecanismos de transmissdo da hepatite B sdo as vias parenteral, sexual e perinatal.
Entretanto, muitos casos de Hepatite B ndo possuem as vias de transmisséo

determinadas e identificadas.

A histéria natural da infec¢cdo do o VHB varia com a idade (do hospedeiro) na qual ela
ocorre. A infeccdo pela via vertical (perinatal), ou ap6s o nascimento, até a primeira
infancia tem curso silencioso e raramente induz doenca aguda. A cura (eliminacdo do
HBsAQ) é excepcional. Em mais de 90% dos casos o organismo desenvolve certa
“tolerancia”, gerando uma infecgdo crbnica persistente, geralmente assintomatica ou
oligosintomatica. Nos anos subsequentes a hepatite crénica pode evoluir para cirrose
ou carcinoma hepatocelular. Muitos pacientes persistem com a infeccdo assintomatica
pro resto da vida(Figura 1) (MCMAHON, 2009; GUIDOTTI E CHISARI, 2006).

A infeccdo que ocorre ap0s a maturacado do sistema imunitério é diferente: a maioria
dos casos vai desenvolver uma hepatite aguda oligosintomatica ou hepatite leve que
evolui para cura espontanea e eliminacdo do HBsAg em torno de 90 dias. Um pequeno
percentual (5%) evolui para hepatite cronica, podendo desenvolver cirrose e carcinoma
hepatocelular. Um pequeno numero de casos evolui para hepatite aguda grave, com
alta taxa de mortalidade, denominada hepatite fulminante. Na infec¢cdo sintomatica o

Fevereiro, 2012
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periodo de incubacao varia de 2 a 3 meses(Figura 1) (MCMAHON, 2009; GUIDOTTI E
CHISARI, 2006).

E importante ressaltar que certos casos de cura da Hepatite B podem na verdade
representar um caso de Hepatite B Oculta, no qual houve a eliminacdo do HBsAg,
porém, ainda ha a detec¢cdo do DNA do VHB por meio de técnicas moleculares. Existe
ainda a possibilidade da infeccdo manifestar-se de forma silenciosa, com auséncia de
HBsAg detectavel e com a presenca do DNA do VHB, o qual também enquadra um

caso de Hepatite B Oculta (Figura 1).

INFECCAO COM VHB
— T
12 Década (perinatal) apos 12 Década

He atite Hepatite

Aguda Aguda
\ (Grave

CURA?

| Carcinoma Hepatocelular HBO:}

Figura 1. Historia Natural de Hepatite B. Setas em azul indicam o curso da infeccdo em
criancas com menos de 10 anos e setas em verde, o curso da infeccdo ap6s a maturagcédo do
sistema imune. Setas pretas indicam possiveis casos de Hepatite B Oculta (HBO).

Fevereiro, 2012
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1.2 VIRUS DA HEPATITE B
1.2.1 Classificagao

O VHB é membro da familia Hepadnaviridae (Virus de DNA hepatotropico) por
compartilhar caracteristicas tais como: tamanho, ultraestrutura do virion, organizacdo da
molécula de DNA e um mecanismo exclusivo de replicacdo por transcricdo reversa
(GUIDOTTI E CHISARI, 2006; FONSECA, 2007; MIGUEL, 2005). Apesar da
preferéncia pelas células hepéticas, particulas de DNA dos hepadnavirus foram
observadas em células dos rins, pancreas e células mononucleares do sangue
periférico (FONSECA, 2007; MIGUEL, 2005).

Esta familia € dividida em dois géneros, Orthohepadnavirus e Avihepadnavirus,
representando os virus cujos hospedeiros sdo mamiferos e aves, respectivamente. Os
representantes do primeiro género sdo encontrados em humanos (HBV), marmotas
(WHYV), esquilos (GSHV)e primatasndo humanos (HBV). Entretanto, 0 homem é o Unico
reservatorio de importancia epidemiologica(GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA,
2009).

Novas descobertas com relacdo a biologia do VHB revelam que este virus tem uma
diversidade viral complexa e apresenta diferentes subtipos e gendétipos, de acordo com
a homologia de nucleotideos. Pelo menos oito genédtipos sdo conhecidos com
diferentes distribuicbes ao redor do mundo: A — HI(MCMAHON, 2009; MALMSTROM,;
BERGLIN-ENQUIST; LIND, 2010).No Brasil, os genétipos mais comumente
encontrados sdo 0 A, D e F (MELLO, 2007; BECKER, 2010).

Alguns estudos tentam correlacionar o genétipo com o potencial patogénico do
virus(MCMAHON, 2009). Existem relatos na literatura que as diferencas entre genotipos
podem interferir na gravidade e curso da doenca, na probabilidade de complicacbes e
resposta ao tratamento além de, possivelmente, na vacinacdo(MALMSTROM;
BERGLIN-ENQUIST; LIND, 2010).
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1.2.2 Estrutura Viral

O virion da hepatite B é uma particula esférica, de dupla camada, com 42nm de
diametro(COELHO, 2001). Possui uma estrutura central (nucleocapsideo ou core) de
27nm de diametro, constituida pela proteina viral HBCcAg, que contém em seu interior o
material genético e proteinas virais. Ja 0 componente externo (envelope) € composto
de proteinas de superficie (HBsAQ) incorporadas em lipidios derivados da membrana da
célula hospedeira (Figura 2B)(COELHO, 2001; TANG E MCLACHLAN, 2002).

E possivel ainda observar-se no soro de individuos com hepatite B, além da particula
viral completa, de 42nm,particulas subvirais menores nao infecciosas (invélucros
vazios). Essas particulas sdo imunogénicas por apresentarem em sua constituicdo o
antigeno de superficie HBsAg, e podem assumir formas esféricas ou tubulares com
aproximadamente 22nm de didmetro e diametro variavel, respectivamente(MIGUEL,
2005).

O VHB € um dos menores virus conhecidos, com um genoma de aproximadamente
3,2kb de comprimento(FONSECA, 2007). O genoma do VHB é composto por uma
molécula de DNA circular de dupla fita parcial (DNA circular viral relaxado ou rcDNA),
em gue uma das fitas, a negativa, forma quase um circulo completo, denominada fita
L(-).A fita positiva, L(+), € menor, com a regido 5'-terminal fixa, enquanto que a posicao
da extremidade 3' é varidvel. Desta forma, o comprimento da fita L(+) pode
corresponder entre 50 a 90% do comprimento da fita complementar (MIGUEL, 2005;
HOLLINGER E SOOD, 2010).

1.2.2.1 Organizagdo do Genoma

O virus B foi o primeiro virus humano patogénico a ser sequenciado’’. Seu genoma
apresenta 4 fases abertas de leitura (ORFs — Open Reading Frames), responsaveis
pela codificagdo e sintese das proteinas do envelope (gene S) e do core (gene C); da
polimerase do VHB (gene P) e da proteina X(gene X) (Figura 2A)(FONSECA, 2007;
AMINI-BAVIL-OLYAEE; TRAUTWEIN; TACKE, 2007; COELHO, 2001).
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O gene P abrange cerca de 80% do genoma do VHB e se sobrepfe a todos os outros
genes. Codifica uma polimerase que pode agir como: DNA polimerase, transcriptase
reversa e RNAse H, a qual encontra-se covalentemente ligada a extremidade 5" da fita
L(-). Transcreve o maior RNA mensageiro do VHB (RNA pré-genémico ou pRNA) que &
traduzido e depois processado a fim de produzir as proteinas do core e a
polimerase(AMINI-BAVIL-OLYAEE; TRAUTWEIN; TACKE, 2007).

O gene S possui trés coédons de iniciacdo (ATG), e, por conseguinte codifica trés
diferentes proteinas de superficie (HBsAQ): Pré-S1(Large protein ou L); Pré-S2 (Middle
protein ou M) e S (Small protein ou S). Tais proteinas sdo encontradas no envelope viral
e 0S anticorpos neutralizantes sédo dirigidos a elas. Sugere-se que essas proteinas
possuam um importante papel na ligacdo do virus ao hepatdcito, na montagem do
virion e na sua liberacdo pela célula (RODRIGUES, 2002; MIGUEL, 2005). O gene Sé
completamente sobreposto pelo gene P, razdo pela qual mutacées de resisténcia na
polimerase podem, ocasionalmente, resultar em mudangas no gene S e
consequentemente no envelope, 0 que pode afetar a antigenicidade do
HBSAg(MARTIN-CARBONERO E SORIANO, 2010). Outra consequéncia de se alterar a
antigenicidade do HBsAg é a evasao da protecdo da vacina(MARTIN-CARBONERO E
SORIANO, 2010).

O gene C codifica duas proteinas diferentes: antigeno core da hepatite B (HBCcAQ), que
faz parte do nucleocapsideo e o antigeno"e" da hepatite B (HBeAg), proteina soluvel
secretada pela célula infectada(FONSECA, 2007).

O gene X codifica a proteina “X”, presente em pequenas quantidades no tecido
infectado embora suas fungbes ainda ndo sejam totalmente esclarecidas. Sabe-se
entretanto, que a proteina “X” age como fator de transcri¢gado responsavel pela regulacéo
de promotores virais e celulares. Estudos sugerem que a expressao desregulada do
gene X tenha importantes consequéncias fisiopatologicas na infeccdo crénica pelo
VHB, incluindo hepatocarcinogenese (MIGUEL, 2005; GUIDOTTI E CHISARI, 2006;
CARVALHO, 2009).
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Figura 2.Particula viral e estrutura gendmica do VHB.(A) llustragdo da particula viral composta
por proteinas de superficie (L, M e S), capsideo e genoma viral. (B) Representagéo da estrutura
genbmica viral. As barras coloridas referem-se aos genes virais e as barras pretas circundando
0S genes representam as quatro sequéncias transcritas do genoma viral.

Adaptado de: A) Rehermann; Nascimbeni (2005) e Block; Guo, H.; Guo, J.T. (2007)e B) Gomes (2003).
Nota: Figura adaptada pelo autor.

1.3 INFECCAO E REPLICACAO DO VHB

O virus B é altamente infectivo, sabe-se que uma so6 particula viral é capaz de infectar o
ser humano(FONSECA, 2007). E também altamente resistente podendo sobreviver
ativo por varios dias no ambiente externo em condi¢cdes normais(FONSECA,
2007;MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Pode resistir durante 10 horas a 60 °C, durante 5
minutos a 100° C, ao éter e ao alcool a 90°C e permanecer viavel apos varios anos de
congelamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O VHB circula primariamente no sangue e replica-se nos hepatdécitos. No plasma, sua
vida média varia de 1-3 dias, enquanto nos hepatécitos a vida média varia de 10-100
dias(FONSECA, 2007).
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O processo replicativo do VHB é Unco e somente observado no género
Hepadnaviridae(Figura 3) (TANG E MCLACHLAN, 2002).0 VHB é um dos poucos virus
nao-retrovirais conhecidos que utiliza a transcrigcdo reversa como parte do seu processo
de replicacdo (GUIDOTTI E CHISARI, 2006).

Sabe-se que as células parenquimais do figado constituem o principal sitio de infec¢éo
pelo VHB. Entretanto, o mecanismo pelo qual o virus entra na hepatdcito ou em outras
células susceptiveis ainda ndo é completamente compreendido. Sugere-se que 0 passo
inicial para a fusdo das membranas esteja relacionado com a interacao de polipeptidios
do envelope viral (aminoacidos 21-47 da regido pré-S1) com proteinas da membrana
celular hepética, incluindo: endonexina Il, IL-6, anexina V, apolipoproteina e receptor de
transferrina(GUIDOTTI E CHISARI, 2006).

Apds o acoplamento das membranas, o nucleocapsideo é liberado no citoplasma e
transportado para o poro nuclear. L4,0 material genético e proteinas virais séo liberados
no nucleo, onde o DNA circular viral relaxado (rcDNA) sera reparado pela polimerase do
hospedeiro em um mini-cromossomo epissomal, denominado closed circular DNA (a fita
L(+) é completada por sintese e as pontas sao ligadas) que serve como um modelo
para a transcricdo dos RNAs mensageiros virais (Figura 3) (GUIDOTTI E CHISARI,
2006).

No citoplasma do hepatdcito, a polimerase viral e proteinas do core se reinem em torno
de um RNA mensageiro especifico (pRNA) para formar o VHB-RNA contendo o
capsideo, dentro do qual o RNA é reversamente transcrito em DNA fita simples (first
single-strand viral DNA - ssDNA); e em seguida degradado pela propria polimerase em
sua a atividade de RNAse H(GUIDOTTI E CHISARI, 2006; TANG E MCLACHLAN,
2002; COELHO, 2001).

Entretanto, a degradacdo do pRNA ndo é completa, o oligoribonucleétidio terminal é
emparelhado com a regido DR2, proximo a extremidade 5’ da fita L(-), onde atua como
iniciador da sintese da fita L(+). Ou seja, 0 sSDNA serve de molde para a sintese parcial
da segunda fita de DNA L(+) formando o rcDNA (TANG E MCLACHLAN, 2002).
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O capsideo viral, agora contendo DNA, pode seguir dois caminhos: Retornar ao nucleo
para amplificar o cccDNA ou migrar para o Reticulo Endoplasmatico, onde ira interagir
com proteinas do envelope viral inseridas na membrana da organela, provocando uma
reacdo interna de brotamento, formando assim o0s virions infectantes que sao
transportados para fora da célula pelo caminho secretério padrdo (GUIDOTTI E
CHISARI, 2006).

Em cada processo replicativo e durante o ciclo de vida do VHB, ha chances do DNA
viral incorporar-se ao genoma do hepatdcitoe expandir-se clonalmente junto a
célula(MIGUEL, 2005).
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Figura 3.Representacdo esquematica da entrada do VHB em células susceptiveis. Apos a
fusdo de membranas, o capsideo é liberado no citoplasma e transportado para o ndcleo. L4 o
genoma viral é completado por sintese formando o cccDNA que é o modelo para a transcrigdo
dos RNAs mensageiros (MRNA). Uma vez no citoplasma, os transcritos sdo traduzidos em
proteinas correspondentes como mostrado na figura. A proteina pré-core é transportada para o
Reticulo Endoplasmatico (ER) onde é processada e secretada como HBeAg. A proteina X nao
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entra no ndcleo, porém interage com fatores de transcricdo do citoplasmas os quais entram no
ndcleo e ativam regides promotoras do VHB. As proteinas do envelope (Env) atravessam a
membrana do ER e mantém-se ali como proteinas integrais de membrana. As proteinas core e
polimerase se reuanem em volta do RNA pré-gendmico (pRNA) para formar o VHB-RNA
contendo capsideo. Nesse passo, 0 RNA serd reversamente transcrito em DNA fita simples
(ssDNA), a qual servira de molde para a construgdo do DNA dupla fita parcial (rcDNA). O
capsideo pode agora interagir com as proteinas do Env inseridas na membrana da célula
hospedeira, provocando uma reacao de brotamento ou o capsideo retorna para o nucleo para
uma nova amplificacdo do cccDNA.

Fonte: GUIDOTTI E CHISARI, 2006

1.4. RESPOSTA IMUNITARIA CONTRA VHB

A resposta imunitaria contra o VHB, inata e adaptativa, aparece rapidamente apés a
infeccdo. Células sensibilizadas para neutralizar o VHB sdo detectadas nas duas
primeiras semanas da infeccao, inclusive com o aparecimento de células citotoxicas no
sangue periférico. No entanto, a ineficacia da resposta imunitaria em eliminar o virus
induz mecanismos no figado que impedem a exudacéo de células imunocompetentes
permitindo a proliferacédo viral no hepatdcito. Quando a resposta imune quebra essa
barreira as células que contém os virus sdo atacadas e destruidas por mecanismos
citotoxicos, levando ao aparecimento dos sintomas da hepatite B(GUIDOTTI E
CHISARI, 2006).

Sendo assim, entende-se que durante a infeccdo pelo VHB, a resposta imune do
hospedeiro pode provocar tanto dano hepatocelular quanto a eliminacdo do
virus(GUIDOTTI E CHISARI, 2006). A evolugcédo do padrdo de marcadores soroldgicos
depende do resultado da resposta imune do hospedeiro. A probabilidade do paciente
curar a infeccao pelo VHB correlaciona-se com a sua idade e com a for¢a da resposta
imune inicialGANEM E PRINCE, 2004).

O escape viral e 0 aparecimento de muta¢des também dificultam o reconhecimento dos
epitopos do VHB e assim, o virus muitas vezes, consegue “se camuflar’ do sistema
imune inato, permanecendo indetectavel até o inicio da resposta adaptativa, semanas

mais tarde. Essa relativa invisibilidade do VHB deve-se a retencdo dos transcritos no
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nucleo e producédo de mRNA poliadenilado com extremidade cap, assemelhando-se a
estrutura normal dos transcritos celulares(GUIDOTTI E CHISARI, 2006).

Individuos que curaram uma infeccdo anterior sdo totalmente protegidos da
reexposicdo. Porém a eliminacdo completa do virus B apés a recuperacao clinica pode
nunca ocorrer(MARTIN-CARBONERO E SORIANO, 2010).

1.4.1 Marcadores Sorologicos da Infeccao pelo VHB

Durante o curso da infec¢do pelo VHB, os antigenos virais (HBsAg, HBcAg e HBeAgQ)
induzem uma resposta imune especifica. Nos pacientes imunocompetentes, a resposta
imune leva a producdo dos anticorpos anti-HBc, anti-HBe e o anti-HBs. O conjunto de
antigenos e anticorpos especificos do VHB constitui o “sistema de marcadores da
infeccado”, que pode ser detectado no sangue periférico em determinado periodo apos o
inicio da infeccao (Tabela 1)(RODRIGUES, 2002).

1.4.1.1 HBsAg - Antigeno de Superficie do VHB

O HBsAg é o marco da infec¢do pelo VHB(COELHO, 2001). Pode ser detectado no
sangue 2 a 6 semanas antes do inicio dos sintomas(RODRIGUES, 2002),
permanecendo detectavel por 1-3 meses, podendo declinar a niveis indetectaveis
dentro de 4-6 meses (RODRIGUES, 2002; MIGUEL, 2005).

1.4.1.2 Anti-HBs - Anticorpo contra o antigeno de Superficie do VHB

Semanas apo0s a negativacdo do HBsAg, o anti-HBs passa a ser detectavel na
circulacdo, processo chamado de soroconversdao. O anti-HBs € um anticorpo
neutralizante que confere imunidade protetora contra a infec¢cado pelo VHB (COELHO,
2001).

O desenvolvimento do anti-HBs pode ser ocasionalmente retardado apos o
desaparecimento do HBsAg, originando um periodo de janela imunologica que pode

demorar semanas ou meses. A coexisténcia de HBsAg e anti-HBs € evento raro,

Fevereiro, 2012



Introdugao | 26

podendo ser encontrado em portadores cronicos, com anticorpos especificos contra o
antigeno S, incapazes de neutralizar o virus circulante (COELHO, 2001).

1.4.1.3 HBeAg - Antigeno “e” do VHB

O HBeAg surge no periodo de incubacéo e age como marcador de replicacao viral e de
alta infectividade do VHB (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009; FONSECA,
2010). A maior causa da discrepancia entre a presenca do DNA do VHB e auséncia do
HBeAg estaria relacionado com a infeccdo de uma cepa variante incapaz de produzir o
HBeAg (GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009). Essa mutacdo ocorre no
cédon 28, nucleotideo 1896, onde ha uma troca de guanina por adenina (G1896A),
substituindo o aminoacido triptofano por um cdédon de parada na regido pré-core. Tal
alteracdo aumenta a viruléncia e contribui para o desenvolvimento de hepatites
fulminantes (LAU et al., 2002).

1.4.1.4 Anti-HBe - Anticorpo contra o antigeno “e” do VHB

O anti-HBe é detectado 1 - 4 semanas apds o desaparecimento do HBeAg(GUIA DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2009).Representa o primeiro sinal de resolucdo da
doenca, indicativo de reducéo da replicacao viral(MIGUEL, 2005).

1.4.1.5 HBcAg — Antigeno “core” do VHB

O HBcAg € um antigeno intra-celular, ndo encontrado livre no plasma, salvo em

excegdes onde o virion encontra-se desintegrado(COELHO, 2001).

1.4.1.6 Anti-HBc- Anticorpo contra o antigeno “core” do VHB

O Anti-HBc total € marcador utilizado na triagem para a Hepatite B por detectar tanto o
anticorpo da classe 1gG (imunidade por infeccdo passada ou imunidade por resposta
vacinal)quanto o anticorpo da classe IgM (detectado na fase aguda). O anti-HBc é
frequentemente o Unico marcador detectavel na fase de janela imunologica(GUIA DE
VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 20009).
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Tabelal.Interpretacdo dos marcadores soroldgicos da Hepatite B.

HBsAg | HBeAg | Anti-Hbc IgM | Anti-HBc | Anti-HBe | Anti-HBs

+ - - - - - Fase de
incubacao

Fase aguda

+ + - + - - Portador com
replicagéo viral

+ - - + + - Portador sem
replicagdo viral*

- - - + - - Provavel cicatriz
soroldgica

} - - + +/- + Imunidade pos-
hepatite B

- - - - - + Imunidade pos-
vacina

- - - - - - Auséncia de
contato prévio

*Estado de portador assintomatico ou doenca crbnica
( Adaptado do Guia de Vigilancia Epidemiolégica, 2009)

1.5 DIAGNOSTICO DA HEPATITE B

O diagnéstico da Hepatite B, bem como de suas fases evolutivas, baseia-se na analise
do conjunto de marcadores sorologicos da Hepatite B. No entanto, para maior
compreensao do diagnostico € importante também analisar-se os marcadores de leséo
celular (AST e ALT) e realizar a quantificagdo do virus circulante no sangue pela

metodologia de PCR (Polymerase Chain Reaction).

1.6 HEPATITE B OCULTA

Com a utilizacédo de sensiveis técnicas de biologia molecular, em 1979 detectou-se pela
primeira vez a presenca de DNA do virus da Hepatite B em sangue de doadores
soronegativos para HBsAg (TABOR et al, 1979). Quadros iguais a este sé&o

classificados hoje como Hepatite B Oculta (HBO), definida pela presenca do DNA viral
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no figado (detectavel ou ndo no soro) de individuos HBsAg negativo detectado por
ensaios imunoldgicos disponiveis (Figura 4)(HOLLINGER E SOOD, 2010; RAIMONDO
et al., 2008; TORBENSON E THOMAS, 2002).

Cerca de 20% das HBO s&o negativas para todos os marcadores sorolégicos da
infeccdo pelo VHB, 50% s&o positivos para o anticorpo contra o antigeno core da
Hepatite (anti-HBc+/tanti-HBs) e 35% sdo positivos para o anticorpo contra o antigeno
de superficie (anti-HBs+/xanti-HBc)(HOLLINGER E SOOD, 2010).

Casos com auséncia de HBsAg detectavel por testes imunoenziméticos usuais
apresentando nivel sérico do DNA do VHB superior a 200Ul/mL, sdo rotulados como
"falsa HBO” pois a negatividade do HBsSAg nesses casos deve estar relacionada a
mutacdes no gene “S” do virus, em particular a substituicdo de uma glicina por arginina
no cédon 145 do HBsAg, produzindo assim um antigeno de superficie modificado que
ndo é reconhecido por testes sorologicos disponiveis (Figura 4) (RAIMONDO et al.,
2008; ALLAIN, 2004).

OBl “false” OB

HEV DNA levels
<200 IUiml

l

Infection with
Seropositive Sgene
escape mutants
HEBYV DNA levels
Pri occult
H?tAg ,:ft mary comparable to
= overt infection

HBsAg lost Progressive antibody
during CH disappearance

Figura 4.Rotas de desenvolvimento da HBO e diferenciacdo da Falsa HBO.(OBI) do inglés
Occult Hepatitis B Infection.

Fonte: Raimondo et al., 2008
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Possiveis mecanismos responséaveis pela Hepatite B Oculta tém sido propostos, como:
mutagcBes na sequéncia do DNA do VHB; integragdo do virus em cromossomos de
acolhimento; infeccdo das células mononucleares do sangue periférico; formacao de
imuno-clomplexos; resposta imune do hospedeiro alterada; e a interferéncia de outros
virus no VHB?, Entretanto, as reais razdes para a persisténcia da baixa viremia do VHB
na auséncia de HBsAg detectavel permanecem indefinidas (TORBENSON E THOMAS,
2002).

A Hepatite B Oculta tem sido reportada em frequéncias variaveis em diferentes
amostras de pacientes sem doenca ou, portadores de doencas nao relacionadas com o
figado e em hepatopatas cronicos(TORBENSON E THOMAS, 2002; AGHAKHANI et al.,
2010; HOLLINGER, 2008).

No entanto, varios aspectos da HBO ainda ndo estdo completamente esclarecidos,
incluindo o significado clinico no que se refere ao risco de transmissao, reativacao e
progressdo para doenca hepética crénica; a associagcdo com o desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular; e ao potencial em afetar a progressdo e resposta ao
tratamento da Hepatite C (TORBENSON E THOMAS, 2002; HU, 2002; HOLLINGER,
2008).

1.6.1 Hepatite B oculta em doadores de sangue:

Existem poucos estudos que enfocam na prevaléncia da Hepatite B Oculta na
populacdo mundial (Tabela 2). Em se tratando de transfusfes sanguineas, como 0
servico de saude publica brasileiro ainda néo inseriu testes de biologia molecular para
deteccdo do VHB na rotina de triagem, existe a possibilidade de transmissédo do VHB
oculto ou mesmo do VHB no periodo de janela imunoldgica.

Estudos que reportam a frequéncia da HBO em doadores de sangue de uma forma
geral, independente do dado sorolédgico, sdo raros. Em Campinas, Brasil, detectou-se
que 4% de 159 bolsas de sangue coletadas continham o VHB oculto (JARDIM et al.,
2008) enquanto que na Africa a frequéncia de HBO em doadores de sangue foi de
0,005% (ALLAIN et al., 2009). J4 na China foram encontrados 5 casos de Hepatite B
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Ativa apés transfusdo de sangue com VHB oculto (LIU et al., 2010). Semelhantemente,
no Japao foi detectou-se 158 bolsas de sangue com o VHB oculto. Destas, 39,8%
(63/158) foram transfusionadas e 12/63 aceptores sanguineos desenvolveram a
Hepatite B Ativa (SATAKE et al., 2007) (Tabela 2).

A maioria dos estudos acerca da HBO em doadores de sangue focam na deteccao do
VHB oculto em uma amostra restrita dos doadores, os doadores anti-HBc positivos,
uma vez que a probabilidade de deteccdo do VHB oculto nessa parcela de doadores é
muito maior.Tal afirmacdo é comprovada por relatos na literatura, por exemplo, a
analise de doadores anti-HBc positivos na Italia detectou um total de 4,86% (14/288) de
HBO (MANZINI et al., 2007) enquanto que na india foi encontrado um total de 7,5%
(31/413) (ASIM et at., 2010) e 30% (66/220) (PANIGRAHI et at., 2010) de HBO em

doadores anti-HBc positivos (Tabela 2).

No Brasil existem poucas observagdes sobre a HBO.No Rio Grande do Sul a HBO foi
detectada em 5/64 (7,81%) doadores positivos somente para o anti-HBc (SILVA et al.,
2005). Ja no Rio de Janeiro e Campinas a pesquisa da HBO foi feita em pacientes HIV
positivos (Human immunodeficiency virus) reportando um total de 14% (16/115)
(SANTOS et al., 2003) e 5,03% (8/159) (JARDIM et al., 2008) de HBO (Tabela 2). No
Espirito Santo, regido endémica para Hepatite B,existe um estudo no qual houve a
deteccdo do DNA do VHB em 7/41(17%) casos de carcinoma hepatocelular sem a
presenca do HBsAg(CARVALHO, 2009).

Tabela2. Resumo de estudos acerca da deteccdo da HBO em doadores de sangue.

Pesauisador Amostra Método Frequénci Sorologia amostra Carga
q deteccéo a HBO HBO (+) Viral
ALLAIN et al., 2009 1.149.507 - Nested 54/1.149.50
AFRICA doadores de PCR 7(0,005%) i
sangue - qPCR

Fevereiro, 2012


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Santos%20EA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jardim%20RN%22%5BAuthor%5D

Introducao | 31
MANZINI et al., 288 doadores -COBAS* 14/288 4/14 8-108
2007 - ITALIA anti-HBc(+) (4,86%) anti-HBs(+) Ul/mL
-Nested
PCR
ASIM et al., 2010 413 doadores Nested 31/413 12/31 -
INDIA anti-HBc(+) PCR (7,5%) anti-HBs(+)
PANIGRAHI etal., 220 doadores Nested 66/220 12/66 <10*cépia
2010 - INDIA anti-HBc(+) PCR (30%) anti-HBs(+) s/mL
SATAKE et al., 15.721 ** Individual-  158/15721 - 95/158 > anti-HBc(+) <10
(ID)-NAT 12/63 desenvolveram

Hepatite B
LIU et at., 2010 2.972 pacientes Nested 5/2972 - 1/5» anti-HBc(+) <500
CHINA transfusionados PCR (0,17%) - 0/5 > anti-HBs(+) copias/mL
SILVA et al., 64 doadores 5/64 3/64 <1000
2005BRASIL anti-HBc(+) (7,81%) anti-HBs(+) copias/mi
Rio Grande do Sul

115 individuos . s

SANTOS et al., HIV(+) PCR 16/115 - 4/16> anti-HBc(+) 10°-10
2003 — BRASIL anti-HBc(+) (14%) - 4/16 > anti-HBc/ anti-  copias/mL
Rio de Janeiro HBs (+)

- 8/16>anti-HBc/ anti-

HBs/ anti-HBe(+)

- 9/16 > sob terapia

antiretroviral
JARDIM et al., 159 individuos Nested 8/159 - 6/8 (75%) anti- -
2008 — BRASIL HIV(+) PCR (5,03%) HBc/anti-HBs (+)
Campinas 150 doadores 6/159 - 6/6 (100%) anti-HBc /

de sangue (4%) anti-HBs (+)

* COBAS Ampliscreen HBV (Roche)
** Aliquotas armazenadas de doadores de repeticdo que se tornaram positivos para o VHB
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1.6.2 Deteccao da Hepatite B oculta:

Atualmente, o padrédo ouro para a deteccdo do VHB oculto resume-se na triagem
sorolégica seguida pela analise do DNA viral por nested-PCR ou PCR em tempo real
com limite de deteccdo de menos de 10 copias por reacdo, a partir do soro ou de
extratos de tecidos do figado (RAIMONDO et al., 2008).

1.6.2.1 Testes soroldgicos

Testes sorologicos sdo capazes de identificar fracdes antigénicas do virus e anticorpos
secretados contra o virus. A principal técnica utilizada é o ensaio imunoenzimatico
(ELISA) gque possui alta especificidade e sensibilidade. Através da pesquisa dos
marcadores sorolégicos é possivel a confirmacdo do diagnostico (Disponivel em:

<http://www.elisa-development.com>).

1.6.2.2 Técnicas de Amplificacdo de Acido Nucléico (NAT)

No final dos anos 90,testes de amplificacdo e deteccdo de acidos nucléicos (NAT -
Nucleic Acid Amplification Test) tornaram-se comum em laboratérios de biologia

molecular.

Tém-se como exemplos de NAT: a PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), TMA
(Transcription Mediated Amplification), NASBA (Nucleic Acid Sequence Based
Amplification) e bDNA (branched DNA) (UNIMED-BH, 2006).

Em se tratando do rastreio do sangue doado, as técnicas NAT foram implementadas
para deteccdo da infeccdo no periodo que precede o desenvolvimento de anticorpos,
durante a fase inicial da mesma, constituindo assim um passo essencial para a

seguranca transfusional.
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1.6.2.2.1 Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica, descrita em meados da década de 80,por Mullis e colaboradores
(Mullis & Faloona, 1987), que permite obter in vitro varias cépias de um determinado

segmento de DNA, através de uma amplificacdo exponencial (FUNGAR, 2000).

A metodologia da PCR é desenhada de acordo com o principio natural de replicacdo de
acidos nucléicos. Este é um processo que decorre em trés passos,que em conjunto

constituem um ciclo, repetindo-se por um namero especifico de vezes.
Desta forma um ciclo da PCR consiste nos seguintes passos:

1°) Desnaturacédo da dupla fita de DNA com a utilizacdo de elevadas temperaturas de
forma a separar as moléculas de DNA em duas cadeias simples;

2°) Hibridizacdo ou Anelamento de oligonucleotideos iniciadores (primers), também em
cadeia simples e geralmente constituidos por 15 a 30 nucleotideos, obtidos por sintese

quimica.

3°) Extensao da fita de DNA complementar com o auxilio de uma DNA polimerase

obtida comercialmente.

Este processo ocorre em um termociclador, equipamento que automaticamente controla
e alterna as temperaturas durante periodos programados de tempo para 0 numero

apropriado de ciclos de PCR.

1.6.2.2.2 nested-PCR

A técnica de nested-PCR é uma PCR em duas etapas. E Gtil quando impurezas que
inibem a amplificacdo do DNA estdo presentes nas amostras ou quando a quantidade
de DNA do agente que se deseja detectar € muito pequena(FUNGAR, 2000).

Na primeira etapa da nested-PCR um par de primer € utilizado para amplificar um
fragmento de DNA gendmico, cujo amplicon é utilizado como molde para uma segunda

etapa de amplificacdo com outro par de primers*. Este procedimento permitira a
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obtencdo de um numero suficiente de copias para visualizacdo em gel de agarose ou
poliacrilamida (FUNGAR, 2000).

A nested-PCR é igualmente apropriada para detectar a presenca de microrganismos
que estdo ocorrendo em baixa frequéncia na amostra em investigacdao. Este tipo de
PCR em duas etapas chega a ser 1.000 vezes mais sensivel que a PCR
Unica(FUNGAR, 2000).
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2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a presenca do virus da Hepatite B em doadores de sangue do Centro de
Hemoterapia e Hematologia do Espirito Santo (HEMOES) que néo apresentem HBsAgQ

detectavel no sangue por testes soroldgicos comercialmente disponiveis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar a prevaléncia do VHB oculto em doadores de sangue do HEMOES;

e Desenvolver uma metodologia de extragdo em pools de amostras;
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3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude/UFES (n° de registro 016/11), em reunido realizada em 04 de Maio de 2011.

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

Para o estudo da Hepatite B Oculta foram utilizadas 520 amostras de sangue periférico
(10mL) de doadores do Centro de Hemoterapia e Hematologia do Espirito Santo
(HEMOES), da Secretaria de Estado da Saude (SESA), localizado na cidade de Vitdria,
Espirito Santo. A coleta, devidamente autorizada pelo diretor técnico do HEMOES, Dr.
Volmar Belisario Filho (Anexo), foi realizada no periodo de Dezembro de 2010 a
Fevereiro de 2011.

Para otimizacdo da PCR utilizou-se como controle positivo o plasma de 10 pacientes
com sorologia positiva para o HBsAg, 0s quais apresentavam baixa carga viral, devido
ao tratamento em andamento. Tais amostras foram cedidas pelo Laboratério Central de
Saude Publica (LACEN) de Vitéria/ES com carga viral maxima de 122Ul/mL e minima
de 14Ul/mL, quantificada pela técnica de PCR em tempo real (COBAS).

3.3 DEFINICAO DO NUMERO AMOSTRAL MINIMO

O célculo amostral foi realizado através do programa Epi-Info (versdo 3.5.1; Center for
Disease Control and Prevention) com base na média anual de 30.000 doadores de
sangue do HEMOES e na frequéncia de HBO em 1,43% doadores de sangue no norte
da india. As amostras permitirdo resultados com erro alfa se aproximando de 1%

(intervalo de confianca de 99%).

3.4 CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Todo e qualquer cidaddo que apos triagem clinica estivesse apto para a doagdo de
sangue e que consentiu em participar por escrito,apés o esclarecimento verbal sobre os

objetivos e a metodologia de pesquisa,foi incluido no estudo.
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E importante ressaltar que doadores positivos para o marcador sorolégico HBsAg foram
excluidos do estudo.

3.5 COLETA DE SANGUE PERIFERICO DE DOADORES DE SANGUE

A coleta de sangue periférico foi realizada nas dependéncias do HEMOES por
profissionais competentes da area da saude. O volume amostral de sangue coletado
totalizou 10ml, acondicionado em tubos Vacuette® com gel separador (Vacuette do
Brasil).

Os dados dos voluntarios sdo confidenciais e material biolégico armazenado foi
eliminado apos a analise e utilizacdo dos resultados no projeto de pesquisa. O descarte
foi realizado em lixo hospitalar sem qualquer tipo de identificacdo das amostras, para

evitar extravio de informacéao.

3.6 ESTUDO DOS MARCADORES SOROLOGICOS DA HEPATITE B

A deteccao dos marcadores sorologicos do virus da Hepatite B (HBsAg, anti-HBs e anti-
HBc) é rotineiramente realizada por meio de testes imunoenzimaticos do tipo ELISA

pelo HEMOES na triagem soroldgica do sangue para doacéo.

3.7 METODOS PARA DETECCAO DO DNA DO VHB

3.7.1 Extracao do DNA

O DNA foi extraido a partir de 10mL de sangue periférico de acordo com o protocolo de
extracdo organica com Fenol-Cloroférmio e precipitacdo com Etanol e Acetato de

Amadnio padronizado pelo Nucleo de Genética Humana e Molecular da UFES.

As amostras de sangue periférico foram primeiramente centrifugadas por 10 minutos a
3500 rpm para separacdo do plasma. Retirou-se350uL de cada amostra, volume este
transferido para um novo tubo de polipropileno de 1,5mL. Em seguida, adicionou-se
280uL de TE9 e 70uL de SDS-proteinase K (5mg/ml em 10% de SDS) e o tubo foi
incubado em banho-maria por 2 horas a 58 °C.
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Apés a incubacéo, iniciou-se a extracdo orgéanica. Primeiro, foi adicionado 700uL de
PC9 (Phenol Chloroform pH 9) a cada tubo os quais foram homogeneizados por 1
minuto. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 2 minutos. Em
seguida, transferiu-se o sobrenadante aquoso para um novo tubo com cuidado para
que ndo ocorresse agitacdo e com isso as proteinas da interfase fossem

ressuspendidas. O procedimento descrito acima foi repetido mais uma vez.

ApOs a extracdo organica iniciou-se a precipitacdo da amostra com etanol e acetato de
amonio. A um volume prévio de 400uL, foi adicionado 100uL de 10M NH4Ac e 1mL de
etanol 100%, gelado. A amostra permaneceu no freezer -18°C por 30 minutos. Apos
este periodo, o tubo foi centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos, em seguida
descartou-se todo o liquido e o preciptado foi lavado com 1mL de etanol 70%, gelado.
Posteriormente os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 2 minutos e descartou-se
novamente todo o liquido, deixando o tubo secar de cabeca para baixo por 15 minutos.
Por fim, apés a secagem, adicionou-se20 pL de LoTE e o tubo foi incubado a 37°C por

15 minutos. O DNA extraido foi armazenado em geladeira a 4°C.

3.7.1.1 Extracdo do DNA dos Controles Positivos

O DNA viral foi extraido a partir de 100uL de plasma HBsAg positivo, com baixa carga
viral, cedido pelo LACEN, de acordo com o protocolo de extracdo organica com Fenol-
Cloroférmio e precipitagdo com Etanol e Acetato de Amonio padronizado pelo Nucleo

de Genética Humana e Molecular da UFES.

No primeiro passo transferiu-selOOuL de plasma para um tubo de polipropileno de
1,5mL. Em seguida, adicionou-se 260uL de TE9 e 40uL de SDS-proteinase K (5mg/mi
em 10% de SDS) e o tubo foi incubado em banho-maria por 2 horas a 58 °C.

Apés a incubagdo, iniciou-se a extracdo organica, de forma semelhante a extracédo
realizada com o sangue periférico, sendo o diferencial restrito ao volume de PC9

utilizado, que nesse caso em questao totalizou 400pL.

Posteriormente iniciou-se a precipitacdo da amostra com etanol e acetato de aménio. A

um volume prévio de 200uLadicionou-se 50uL de 10M NHj Ac e 500uL de etanol
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100%,gelado. A amostra permaneceu no freezer -18°C por 30 minutos e depois foi
centrifugada a 14000 rpm por 15 minutos. Em seguida todo o liquido do tubo foi
descartado e adicionou-se ao precipitado500uL de etanol 70%, gelado. Os tubos foram
centrifugados mais uma vez a 14000rpm, entretanto por 2 minutos, e descartou-se
novamente todo o liquido, deixando o tubo secar de cabeca para baixo por 15
minutos.Por fim, apds a secagem, adicionou-se20uL de solucdo de LOoTE e o tubo foi

incubado a 37°C por 15 minutos.O DNA extraido foi armazenado em geladeira a 4°C.

3.7.1.2 Extracdo em pools de amostras

A fim de diminuir o custeio da analise e também viabilizar a utilizacdo da metodologia
em desenvolvimento nas redes publicas de saude, testou-se também a extracdo de

DNA em pools de amostra.

Para testar a funcionalidade do pool de amostras diluiu-se 50uL de plasma VHB
positivo com carga viral de 122 Ul/mL em 350uL de &gua ultra pura, sob a
nomenclatura Al. Essa primeira diluicdo (1:8) foi homogeneizada por 10 segundos e
em seguida retirou-se 50uL da solucao diluida, o qual foi transferido para um novo tubo
(A2). Ao volume aliquotado adicionou-se 350uL &gua ultra pura, resultando em uma
diluicdo 1:64. Tal processo foi repetido por mais duas vezes a fim de obter-se a diluicdo
1:512 (A3) e 1:4096 (A4), conforme exemplificado na Figura 5. Ao final da ultima
diluicdo, visando manter-se volumes iniciais semelhantes no processo de extracao,

descartou-se 50uL da solucdo amostral A4.

Paralelamente, diluiu-se 50uL da mesma amostra VHB positiva utilizada no
experimento descrito acima, em 350uL de plasma HBsAg/ DNA do VHB negativo, sob
nomenclatura P1. Seguindo os passos de diluicdo anteriormente expostos foi possivel
obter as amostras P2 (1:64), P3 (1:512) E P4 (1:4096) (Figurab).

Para confirmacao dos resultados obtidos, realizou-se o processo de diluicdo em pools
de amostras uma segunda vez, agora sob a nomenclatura: A5 (1:8), A6 (1:64), A7
(1:512) e A8 (1:4096) - referente as amostras diluida em agua ultra pura e P5 (1:8), P6
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(1:64), P7 (1:512) e P8 (1:4096) — referente as amostras diluidas em plasma HBsAg
negativo.

AMOSTRA P1 AMOSTRA P2 AMOSTRA P3 AMOSTRA P4

&% Adicgo de <; Adicgo de é Adicéo de é Adicgo de

350uL de 350uL de 350uL de 350uL de
Plasma Plasma Plasma Plasma
HBsAg (1) | 2) HBsAg (-) 3) HBsAg (-) 4) HBsAg (-)
S0uL SOuLf> SOuLf> 50uL )

. 2) Homogeneizar por 3) Homogeneizar por  4) Homogeneizar por  5) Homogeneizar
1) Transferir S0uL 10 seg e retirar 50uL 10 seg e retirar 50pL 10 seg e retirar 50pL por 10 seg e
do plasma VHB(+) da solugéo diluida da solug&o diluida da solucéo diluida descartar 50pL
da solugéo
AMOSTRA Al AMOSTRA A2 AMOSTRA A3 AMOSTRA A4
1) X
C Adigdo de 6 Adicéo de C Adicéo de 6 Adicéo de
350uL de 350pL de 350pL de 350pL de
Agua Ultra | 2) Agua Ultra 3) Agua Ultra 4) Agua Ultra,
pura pura pura pura
50uL 50pL 50pL 50L
— | | |
Diluigéo 1:8 Diluicdo 1:64 Diluicéo 1:512 Diluicdo 1:4096

Figura 5.Representacdo esquematica da extracdo em pools de amostras com diluicao
serial(1:8, 1:64, 1:512 e 1:4096).

3.7.1.2 Parametros para avaliacdo da efetividade da extracéo

Para garantia da efetividade do processo de extracdo, a amostra de DNA foi submetida
a andlise de concentracao e pureza, determinadas através da leitura de absorbancia no
espectrofotometro (NanoDrop Thermo Scientific 1000).
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3.8 PESQUISA DO DNA DO VHB

Para escolha e desenvolvimento dos primers, primeiramente buscou-se no GenBank
mais de 100sequéncias do VHB que englobassem os seus oito genoétipos (A-H). As
sequéncias foram alinhadas utilizando o programa MEGA 4.1 Beta (disponivel em:
<http://www.megasoftware.net/>) e as regides mais conservadas foram delimitadas e

escolhidas como sequéncia dos iniciadores.

Para auxiliar na escolha das sequéncias, foi utilizado o programa Primer3 Input 0.4.0
(disponivel em: http://frodo.wi.mit.edu/>), que fornece uma predicdo da temperatura de
anelamento dos iniciadores, da concentracdo das bases C e G e do potencial para
dimerizacdo e formacao de estruturas secundarias. Foram realizadas buscas no BLAST
(disponivel em: <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>) para verificar se os iniciadores

possuiam homologia com sequéncias de outros organismos que nao o VHB.

Foram utilizados dois pares de iniciadores desenvolvidos pelo Nucleo de Genética
Humana e Molecular da Universidade Federal do Espirito Santo, denominados: HBV 1
e HBV3 utilizados em reacdes de PCR e HBV 2 e HBV4, utilizado em reacfes de
nested-PCR tendo como molde o produto da amplificacdo com o iniciadorHBV1 e

HBV3, respectivamente (Tabela 2 e Figura 6).

Tabela3. Iniciadores de PCR utilizados na amplificac&do de fragmentos do genoma do VHB.

Nome do PO T I Fragmento
iniciador Sequéncia(s - 3) Posicao (nt) amplificado
F1- AAGCCTCCAAGCTGTGCCTT 1866- 1885
HBV 1 451pb
R1- CCACCAAATGCCCCTATC 2300- 2317
] 1889- 1908
HBY 2 F2- TGGCTTTGGGGCATGGACAT 397pb
R2- GAGTGTGGATTCGCACTCC 2267-2286
HBV 3 F3- CTGCTGGTGGCTCCAGTTC S7- 75
371pb
R3- CATCCTGCTGCTATGCCTCA 409- 428
HBV 4  _F4 CCTGCTCGTGTTACAGGCG 187- 205 207pb
R4- GATGTGTCTGCGGCGTTTT 376- 394
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Figura 6. Regides virais amplificadas pelos iniciadores utilizados no estudo (setas vermelhas).

Fonte: Gomes, 2003.
Nota: Figura adaptada pelo autor

Para validacdo dos iniciadores testou-se a amplificacdo das regifes de interesse em
amostras cedidas pelo LACEN de Vitéria/ES, que apresentavam diagndstico sorologico

positivo para o HBsAg e baixa carga viral.

As condicbes do programa de amplificacdo estdo demonstradas na Tabela 4. Para a
amplificacdo com os primersHBV1 e 3 (primeira etapa da nested-PCR), utilizou-se um
volume de 5uL de DNA foi adicionado a mistura de reagentes, contendo 1U de Platinum
Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5mM de MgClI2, 0,2mM de cada dNTP, tampéo da
Platinum Taq DNA polimerase 1X, o par de iniciadores na concentracéo final de 0,4uM

cada e agua ultra pura para completar o volume final de 25uL.

Para a amplificacdo com os primers HBV2 e 4 (segunda etapa da nested-PCR), utilizou-
se 0s mesmo reagentes e concentragdes da amplificagcdo com os primerHBV1 e 3, com
excecao do volume de DNA adicionado, que neste caso, adiciona-se 2uL do produto de
PCR (Tabela 4).

Todas as reacbes de amplificacdo para as regides virais foram realizadas no
termociclador Geneamp PCR system 9700 (Applied Biosystems®), na presenca de um

controle negativo e um controle positivo.
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Tabela4. Programa de amplificacdo utilizado na nested-PCR.
Des'.’“”?“%ra‘f‘ao Desnaturacéao Anelamento Extensao Extgnsao N. de
inicial Final Ciclos
HBV 1 94°C, 10min 94°C, 45 seg 59°C,45seg 72°C,45seg 72°C, 10 min 35X
HBV 2 94°C, 10min 94°C, 45 seg 58°C,45seg 72°C,45seg 72°C, 10 min 15X
HBV 3  94°C, 10min 94°C, 45 seg 60°C,45seg 72°C,45seg 72°C, 10 min 30X
HBV 4 94°C, 10min 94°C, 45 seg 63°C,45seqg 72°C,45seg 72°C, 10 min 19X

3.8.1 Eletroforese vertical em gel de poliacrilamida

Os produtos obtidos ap6s a reacdo de nested-PCR foram submetidos a eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida 7% [8,75 mL de acrilamida 40%; 5 mL de TBE 10X;
350uL de APS (persulfato de ambnio) 10%; 35uL de TEMED e agua destilada para o
volume final de 50 mL] por 2 horas e 30 minutos a 220V (HBV 1 e 2) e por 1 hora e

30minutos (HBV 3 e 4), corados posteriormente com nitrato de prata 0,1%.

Foi incluido no nono ou décimo poco de cada gel, um padrdo de peso molecular de
100pb (DNA ladder, Invitrogen® - Life Technology do Brasil). O gel foi arquivado com

auxilio do sistema de fotodocumentacao de géis (VilberLourmat®).

3.9 SEQUENCIAMENTO DO VHB

O produto de PCR a ser sequenciado foi purificado para retirada de nucleotideos néo
incorporados e excesso de iniciadores. A purificacdo foi realizada utilizando o reagente

ExoSAP-IT (USB®) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Foram quantificadas 2ul de cada amostra no espectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific®).

A cada amostra purificada foi adicionado 3,2pmol do primer HBV2 e agua ultra pura

para completar o volume de 7,0pl.
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As amostras devidamente identificadas foram enviadas para o sequenciamento no
Laboratorio de Biotecnologia da pés-graduacdo em Ciéncias Genbmicas e

Biotecnologia da Universidade Catdlica de Brasilia,que utiliza o sequenciador ABI
3130xI da Applied Biosystems.
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4.1 CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS

Os dados demogréficos (Tabela 5) e o resultado do teste soroldgico (Tabela 6)
realizado nas 520 amostras do estudo estéo resumidos nas tabelas a seguir.

Tabela5. Dados demograficos dos doadores voluntarios no estudo.

GENERO [N°TOTAL (%)]

Masculino 411 (79%)
Feminino 109 (21%)
IDADE (ANOS)
Média 34,3
Amplitude 18 - 65
PROCEDENCIA
Regido Metropolitana 440 (84,6%)
Vitoria 128 (24,6%)
Cariacica 114 (21,9%)
Vila Velha 73 (14%)
Serra 63 (12,1%)
Viana 40 (7,7%)
Guarapari 13 (2,5%)
Fundéo 9 (1,7%)
Polo Linhares 11 (2,1%)
Linhares 5 (0,96%)
Jodo Neiva 2 (0,38%)
Aracruz 4 (0,76%)
Central Serrana 5 (0,96%)
Santa Tereza 1 (0,19%)
Santa Maria de Jetiba 2 (0,38%)
Santa Leopoldina 2 (0,38%)
Sudoeste Serrana 17 (3,27%)
Domingos Martins 10 (1,92%)
Venda Nova Do Imigrante 1 (0,19%)
Marechal Floriano 1 (0,19%)
Laranja da Terra 1 (0,19%)
Afonso Claudio 4 (0,77%)
Metrépole Expandida Sul 28 (5.38%)
Piima 1 (0,19%)
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Anchieta
Iconha

Caparad (luna)
Polo Cachoeiro (Jerénimo Monteiro)
Noroeste (Nova Venécia)

De fora do Estado

TOTAL

26 (5,00%)
1 (0,19%)
4 (0,76%)
12 (2,3%)
1 (0,19%)
2 (0, 38%)

520

* Coleta realizada no periodo de Dezembro do 2010 a Fevereiro de 2011

A idade média dos voluntarios no estudo foi de 34,3 anos com o valor maximo de 65

anos e minimo de 18 anos. Dentre estes, 109/520 (21%) pertenciam ao género

feminino e 411/520 (79%) ao género masculino. Com relagdo a procedéncia, a maioria

dos voluntarios reside na Regido Metropolitana do Espirito Santo, totalizando

440/520(84,6%).

Tabela6. Dados sorologicos dos doadores voluntarios no estudo.

MARCADOR GENERO IDADE (Anos) PROCEDENCIA N°/ TOTAL
SOROLOGICO (%)
Anti-HBc (+) 11/1443 Amplitude: 21-57 10/14 Grande Vitoria 14/520
o 2/14 Jerbnimo Monteiro (2,7%)
3/14 @ Média: 37 1/14 Linhares
1/14 Campo Grande
HIV (+) 2128 Amplitude: 26 - 40  1/2 Cariacica 2/520
Média: 33 1/2 Linhares (0,4%)
CHAGAS (+) 1/13 32 1/1 Santa Tereza 1/520
(0,2%)
4 = Homem
Q= Mulher
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N&o foi observada co-infeccdo HIV-Hepatite B. Dentre as amostras analisadas, 14/520
(2,7%) apresentaram o marcador viral anti-HBc, 2/520 (0,4%) mostraram-se positiva
para o HIV e 1/520 (0,2%) apresentaram reacao imunoldgica positiva para doenca de

Chagas.

4.2 EXTRACAO DE DNA

Foi possivel detectar a presenca de DNA em todas as 520 amostras coletadas, com
valor maximo de 309ng/uL e minimo de 19ng/pL, com média de 52ng/uL de DNA. E
importante ressaltar que a amostra com a menor concentragcdo de DNA refere-se a um
dos controles VHB positivo. Como foi obtido sucesso na amplificacdo de tal controle
considerou-se o minimo de 19ng/uL como o limiar para a amplificacdo. Ndo houve

amostra com concentracdo de DNA menor que o limiar.

4.3 REACAO DE NESTED-PCR

Todas as amostras de DNA extraidas foram submetidas a reacédo de nested-PCR para
a obtencédo de fragmentos de 451pb (HBV1), 397pb (HBV2), 371pb (HBV3) e 207pb
(HBV4).

4.3.1 Amplificacdo com os primers HBV1 e 2

Em todas as 10 amostras HBsAg positivas com baixa carga viral, cedidas pelo LACEN,
foi possivel detectar a presenca do VHB com a utilizacdo do par de iniciadoresHBV1 e
2. Tais amostras foram utilizadas como controle positivo em cada reacdo de nested-
PCR. A seguir um gel representativo da eficiéncia da rea¢do de nested-PCR com oito

das dez amostras analisadas (Figura 7).
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto do nested-PCR com a utilizagcdo dos
primers HBV1 (A) (451pb)e 2 (B) (397pb). H1 a H8 equivalem a oito amostras de pacientes
HBsAg positivos com baixa carga viral cedidas pelo LACEN. (L) Ladder de 100pb.

E interessante ressaltar que a visualizagcdo da banda de interesse na forma de um
“borrao” significa que ha um excesso de produto amplificado e dessa forma o mesmo

satura no gel, formando o tal “borrao” ao invés de uma banda bem definida.

Para garantir que o borrdo visualizado refere-se a banda de interesse diluiu-se 5uL do
produto de PCR da amostra H1 em 135uL de LOTE e, testou-se em gel de
poliacrilamida diferentes volumes dessa amostra diluida (2uL, 5pL, 8uL e 10uL) a fim de
confirmar a eficiéncia da reacdo de nested-PCR por meio da nitida visualizacdo da
banda de 397pb (Figura 8).

Figura 8.Resultado da diluicdo de 5uL do produto do nested-PCR da amostra H1 em 135uL de
LoTE.Foram aplicados 2uL, 5uL, 8uL e 10uL do produto diluido em gel de poliacrilamida 7%.
Ladder de 25pb.
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Foi possivel visualizar a banda de interesse independente do volume carregado no gel
de poliacrilamida, entretanto, a corrida de 2uL de produto revelou uma banda melhor

delimitada que as demais (Figura 8).

Para garantir a sensibilidade da reacéo, visando a deteccdo de amostras com carga
viral baixa (aproximando-se de 1UI/mL) diluiu-se o 20pL do DNA extraido de uma
amostra com carga viral de 31,3Ul/mL (log 1,5) em 63uL de LOoTE e 20uL do DNA
extraido de outra amostra com carga viral de 44,5Ul/mL (log 1,65) em 89uL LoTE
(Figura 9).

e (D1):20 uL (44,5 UI/mL)
eluido em 89 pL de LoTE

e (D2):20 uL (31,3 UI/mL)
eluido em 63 pL de LoTE

e (1 a7) : Doadores HBsAg(-)

Figura 9.Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras diluidas em LoTE.(L) Ladder de
100pb.

Com relacdo ao resultado da triagem molecular para VHB em doadores de sangue
HBsAg negativo de Vitéria, Espirito Santo, utilizando o par de primer HBV1 e 2, foi
obtido positividade para o DNA do VHB em 1/520 (0,2%) das amostras
analisadas.Entretanto, ndo foi possivel confirmar o resultado em duas novas
amplificacbes (Figura 10). A amostra foi extraida pela segunda vez e re-amplificada,
porém, nao foi possivel detectar a banda de interesse.
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Figura 10. Visualizacdo em gel de poliacrilamida da possivel amostra positiva, p58. (C-) refere-
se ao controle negativo da reacéo e (C+) ao controle VHB positivo.(L) Ladder de 100pb.

Para descartar a hipétese de contaminacdo com o controle positivo utilizado na PCR,
sequenciou-se tanto o controle positivo quanto a possivel amostra positiva (p58) (Figura
11). Vale lembrar que nao foi observada nenhuma banda especifica ou inespecifica na

amplificag@o do controle negativo da reagéo.

4.3.1.1 Resultado do sequenciamento dos controles VHB positivo da nested-PCR
e do VHB oculto (p58)

Para excluir a possibilidade de resultado falso-positivo devido a contaminacdo da
reacdo,comparou-se a sequéncia de nucleotideos do controle positivo e da amostra
p58(Figura 11).

Tais sequéncias foram alinhadas no programa DNA baser v.3.5.0 com a obtencdo de
338 bases com oOtima qualidade, 14% (47/338) ambiguidades e 0,6% (2/338) gaps.
Foram realizadas também buscas no BLAST (disponivel em:
<http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>) que resultaram em 100% de similaridade com o

Virus da Hepatite B.
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A)|I--.ll-.llllIIII_--..---__- lll--.--lllllllll L LN |
G GCAAGCAAT 3

T GCAAGCAATTCTT TGCTGGGGGGATC TAAT GAATTTAGCTACCTG GG

B)I-.I.IIIII - r I.-I..-IIII-._ Ty T T Tl Al

il o o 0 1 0 O 0 S
Chse GGCAAGCOATTCTQTGCTGGGGGEANTIRATGACGT|JIRGCTACCT GGG
controle + |[GGCAAGCAATTCTITECTGGGGGGATCIRATGART[ITRGCTACCTIGGE

Figura 11.Parte do sequenciamento da amostra p58 e do controle positivo utilizado na reacdo
de nested-PCR. A) Sequenciamento do Controle Positivo. B) Sequenciamento do possivel VHB
oculto (p58). C) Alinhamento das sequéncias no programa ClustalW (MEGA 4.0). Barras
vermelhas evidenciam as ambiguidades.

Para garantia que a positividade da amostra p58 néo foi resultado de contaminacéo
com nenhuma amostra viral mantida em laboratério, sequenciou-se também todas as

amostras positivas para o DNA do VHB armazenadas no NGHM-UFES (Figura 12).

O resultado do alinhamento de oito controles VHB positivo e do VHB oculto, no
programa DNA baser v.3.5.0, revelou um total de 70% de similaridade, 22 gaps, 111

ambiguidades.

Fevereiro, 2012



Resultados | 55

—r A C T C A G GCAAGOCO CATTTCTITOGCTGOCLCTGGHG GG 6 A ATTAAT
71 po8 | | | | | | | | | | | |

2. C+ A A T T|C

3. VHB 5 A A T c

4. VHE 1 A A AT
5. VHB 2 G

6. VHB 3 A T

7. VHB 4 A .
Je.vHBE . | A c c

9. VHB T A T o

7110. VHE 8 G A Glc|T|T|T G| T|e | & & G T G G

Figura 12.Parte do sequenciamento dos controles VHB positivo e do VHB oculto. Bases
diferentes quando comparadas com a sequéncia do VHB oculto sdo evidenciadas e as idénticas
séo representadas por um trago. (C+) e VHB5 referem-se a mesma amostra.

Todas as amostras analisadas apresentaram sequéncias de DNA nao idénticas, com
similaridade maior que 90% quando comparadas a sequéncias do VHB disponiveis em
um dos principais bancos de dados internacionais (GenBank), indicando que as
sequéncias obtidas realmente provinham de exemplares do VHB, ainda que diferentes

entre si.

Vale ressaltar que o controle positivo utilizado na PCR em que houve a amplificacdo do
VHB oculto foi novamente amplificado e sequénciado (VHB 5) a fim de excluir-se o erro

humano (Figura 12).

Para melhor compreensao do resultado do sequénciamento, construiu-se uma arvore
filogenética pelo método de Neighbor Joining (Saitou & Nei 1987), usando-se o teste

de filogenia Bootstrap, com 1000 repeticbes(Figura 13).

Fevereiro, 2012



Resultados | 56
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Figura 13. Arvore filogenética construida a partir de sequéncias do VHB (controles positivos da
PCR e VHB oculto). Ramas com valores de bootstrap inferiores a 55% séo consideradas como
nao resolvidas.

Valores de bootstrap inferiores a 55% sao considerados como fracos, contudo, nao

deixam de ser indicativos de suporte para o grupo.

O valor de bootstrap igual a 100% demonstra que o controle positivo VHB 5 foi
realmente utilizado como controle positivo na reagcdo em que houve a amplificacdo do
VHB oculto. E a distancia do mesmo em relacdo a amostra p58 na arvore filogenética

reforca a hipétese de que ndo houve contaminacéo.

O controle positivo nomeado VHB 4, apresentou maior similaridade com o VHB oculto
detectado na amostra p58, apresentando um total de 19 ambiguidades. J& o controle
positivo nomeado VHB 8 apresentou menor similaridade, com um total de 49

ambiguidades.

4.3.2 Amplificacdo com os primersHBV3 e 4

Dentre as 10 amostras HBsAg positivas, com baixa carga viral, cedidas pelo LACEN, foi
possivel detectar a presenca do VHB em todas as amostras utilizando o par de

iniciadoresHBV3 e 4, amostras estas utilizadas como controles positivos em cada
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reagdo de nested-PCR (Figuras 14A e 15). Entretanto, Nao foi observado positividade
em nenhuma das amostras de doadores de sangue.

N RN ' Y,

h'd h'd
Produto do Primer HBV 3 Produto do Primer HBV 4
Primeira etapa nested-PCR Segunda etapa nested-PCR
(371pb) (207pb)

Figura 14.Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto do nested-PCR com a utilizacdo dos
primersHBV3 e 4. A) (H1 a H5) Controles positivos para o VHB. (S) Amostra HBsAg
negativa.(L) Ladder de 100pb. B) (H5) Amostra com menor carga viral (14Ul/mL) e temperatura
de anelamento de 63°C e H5.1 mesma amostra porém temperatura de anelamento a 64°C.

No resultado da amplificagdo com o primer HBV4ha visualiza¢do da banda de interesse
como também de bandas inespecificas. Sendo assim,na tentativa de melhorar a
visualizacdo da banda de interesse, tornando-a melhor delimitada,testou-se aumentar a
temperatura de anelamento em 1°C, aumentando para 64°C.

Para o teste da nova condicdo da nested-PCR utilizou-se como amostra positiva o
controle com menor carga viral (14Ul/mL). Porém, o observado foi a diminuicdo da
sensibilidade da reagéo (diminuigcdo da saturacdo da banda no gel) (Figura 14B). Por
esta raz&o, optou-se por manter a temperatura de anelamento a 63°C, uma vez que ndo

ha amplificacdo de bandas inespecificas em amostras HBsAg negativas (Figura 15).
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Figura 15.Resultado da amplificagdo de amostras HBsAg negativas com a utilizagéo do par de
primers HBV3 e 4. (1 a 18) Correspondem a 18 amostras HBsAg negativas. (C+) controle
positivo utilizado na reacédo. (L) Ladder de 100pb.

4.3.3 Amplificagdo do pool de amostras

Os resultados obtidos nas duas rodadas de extracdo em pools de amostras foram
semelhantes, confirmando a eficiéncia da técnica. Foi possivel amplificar apenas a
amostra diluida em plasma HBsAg negativo na proporcéo 1:8 (P1 e P5) (Figura 16).

Figura 16. Resultado do teste da extracdo em pools de amostras. P1 a P8 correspondem a
amostras de plasma VHB positivo diluido em plasma HBsAg negativo enquanto que Al a A8
correspondem a amostra de plasma VHB positivo diluido em &gua ultra pura. P1 a P4
representa a primeira rodada de extracdo e P5 a P8 a replicata, assim como Al a A4,
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representam a primeira rodada de extracdo e A5 a A8 a replicata. (C+) Controle VHB positivo.

(L) Ladder de 100pb.

Devido ao fato de ser possivel a amplificacdo da amostra diluida na proporcdo 1:8 e
nado mais nas proporcdes seguintes (1:64, 1:512 e 1:4096) objetivou-se estudar o

momento de perda de sensibilidade da extracdo atravées de diluicbes seriais (1:5, 1:10,

1:20, 1:30, 1:40 e 1:60), conforme exemplificado na Figura 17.

Para descobrir o real poder de deteccdo da técnica desenvolvida e 0 nimero preciso de

amostras a serem analisadas por pools, testou-se a diluicdo serial de amostras VHB

positivas com carga viral de 14UIl/mL e 54Ul/mL.

Pool — Carga Viral de 14Ul/mL
B1l B2 B3 B4 B5 B6
1:5 1:10 1:20 1:30 1:40 1:60
80plLde J1 60pL de J1 200ulLde B2 20uL de J1 10uL de J1 200pulLde B4
320uLde P* 540uLde P* 200ulLde P* 580uLde P* 340uLde P* 200uLde P*
Pool — Carga Viral de 54Ul/mL
M1 M2 M3 M4 M5 M6
1:5 1:10 1:20 1:30 1:40 1:60
80pLde J2 60uL de J2 200uL de M2 20uL de J2 10uL de J2 200uL de M4
320uLde P* 540ul de P* 200uL de P* 580uL de P* 340uL de P* 200uLde P*

Figura 17.Diluigéo serial de amostras positivas para o DNA do VHB com carga viral de 14Ul/mL
e 54Ul/mL em plasma HBsAg negativo. J1 (Amostra positiva para o DNA do VHB com carga
viral de 14Ul/mL). J2 (Amostra positiva para o0 DNA do VHB com carga viral de 54Ul/mL). P*

(Plasma HBsAg/DNA do VHB negativo).
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Na amplificacdo do pool de amostras com o par de iniciadores HBV1 e 2 foi possivel
detectar o VHB em todas as diluicdes seriais (1:5, 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 e 1:60) que
utilizaram a amostra VHB positiva com carga viral de 54Ul/mL(Figura 18A).Ja no pool
em que se testou a diluicdo serial da amostra positiva com carga viral de 14Ul/mL, foi

possivel detectar o VHB apenas quando diluido na proporgéo 1:5 (Figura 18B).

Carga Viral de 54Ul/mL Carga Viral de 14Ul/mL

Figura 18.Resultado da diluicdo serial das amostras com carga viral de 14Ul/mL e 54Ul/mL
utilizando o par de primer HBV1 e 2. A) Pool de amostra com carga viral de 54Ul/mL em plasma
HBsAg negativo.B) Pool de amostra com carga viral de 14Ul/mL em plasma HBsAg negativo.
(C-) Controle negativo. (L) Ladder de 100pb.

Na amplificacdo do pool de amostras com o par de iniciadores HBV3 e 4 foi possivel
detectar o VHB em nas seguintes diluicbes seriais: 1:5, 1:10, 1:20, 1:30 e 1:40,que
utilizaram a amostra positiva com carga viral de 54UlI/mL. Nado havendo positividade

guando a amostra VHB positiva foi diluida na proporcéo 1:60 (Figura 19).

Em se tratando da diluicdo serial da amostra VHB positiva com carga viral de 14Ul/mL,
quando realizada a amplificagdo com o par de iniciadores VHB3 e 4, ndo foi possivel
detectar o VHB (Figura 19).
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— e 1

Carga Viral de 14Ul/mL Carga Viral de 54Ul/mL

Figura 19.Resultado da diluicdo serial das amostras com carga viral de 14UI/mL e 54Ul/mL
utilizando o par de primer HBV3 e 4. (C+) Controle VHB positivo da reacéo de nested-PCR.(C-)
Controle negativo. (L) Ladder de 100pb.
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5.1 DETECCAO DA HBO EM DOADORES DE SANGUE DE VITORIA/ES

O DNA do VHB foi detectado em 1/520 (0,2%) doadores de sangue HBsAg negativos
de Vitoria/ES. Estudos que reportam a frequéncia da HBO em doadores de sangue, de
uma forma geral independente do dado sorologico, sédo raros. No Brasil, em Campinas,
uma analise aleatéria de 150 doadores de sangue revelou a presenca de Hepatite B
Oculta em 4% (6/150) das amostras analisadas(JARDIM et al., 2008). Existem também
relatos da deteccdo da HBO em doadores anti-HBc positivos em paises como Italia
(4,86%)(MANZINI et al., 2007) e india (7,5%)(ASIM et at., 2010).

Sendo assim, percebe-se que embora a deteccao da HBO nos doadores de sangue de
Vitéria-ES tenha sido inferior a relatos descritos na literatura, a simples existéncia de tal
condicao ja enquadra um possivel problema de saude publica, uma vez que Yong Liu
(2010) relata a existéncia de cinco casos de Hepatite B Ativa apds a transfusao de

sangue com o VHB oculto.

Ent&o,considerando os 30.000 doadores voluntarios ao ano no HEMOES associado a
frequéncia de HBO detectada no estudo (0,2%), entende-se que em 1 ano havera,
possivelmente, a coleta de 60 bolsas de sangue com o VHB oculto. A impossibilidade
de deteccdo desses casos por meio da triagem sorolégica, como também a néo
informagdo ao doador,pode induzir um aumento da disseminagdo do VHB oculto de
forma exponencial, fato este que ressalta a importancia do estudo e deteccéo da HBO.

A Portaria n°262/2002 do Ministério da Saude, de 05 de fevereiro de 2002, tornou
obrigatério no ambito da Hemorrede Nacional a inclusdo de testes de amplificacéo e
deteccdo de acidos nucléicos (NAT) apenas para o HIV e o virus da Hepatite C, em
todas as amostras de sangue de doadores, abstendo-se de tornar obrigatéria a

deteccdo molecular do VHB.

Desta forma, sugere-se que os dados preliminares expostos pelo estudo sejam
corroborados com uma amostra mais numerosa, para assim compreender se ha
necessidade de inclusao do teste NAT para o VHB na triagem molecular das bolsas de

sangue, uma vez que, mesmo com a pesquisa de marcadores soroldgicos da Hepatite
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B, ainda existe o potencial risco de transmissao do VHB oculto,ou mesmo do VHB no

periodo de janela imunoldgica, via transfusdo sanguinea.

5.2 CONSIDERACOES SOBRE OS INICIADORES E AMPLIFICACAO DO DNA DO
VHB

Na deteccao do VHB por meio de técnicas de biologia molecular, a escolha dos primers
a serem utilizados caracteriza-se no passo critico do estudo, uma vez que € necessario
0 uso de iniciadores capazes de detectar os multiplos genétipos e variantes do VHB.
Com isso, optou-se por usar dois pares de iniciadores (HBV1 e 2 / HBV3 e 4) que
fossem especificos para o maior nimero possivel de gendtipos do VHB, com a
finalidade de confirmar os resultados obtidos. N&o foi observada homologia dos

iniciadores com sequéncias de outros organismos que ndo o VHB.

Sabe-se que o padrdo ouro atual para a deteccdo do VHB oculto é a analise do DNA
viral pela técnica de nested-PCR ou PCR em tempo real.Entretanto, € importante
ressaltar que os niveis séricos de DNA viral (<200UIl/mL) em casos de HBO sao muitas
vezes inferiores ao limite de deteccdo de certos ensaios quantitativos(MELLO, 2007,
HOLLINGER E SOOD, 2010).Sendo assim, a escolha da metodologia de analise deve

ser bem criteriosa a fim de evitar resultados falso-negativos.

A metodologia escolhida pelo estudo foi a nested-PCR pelo fato do NGHM-UFES ja
estar equipado com todo o aparato laboratorial para a realizacdo do projeto e também
pelo baixo custo da técnica.

Em todas as reacgOes realizadas no decorrer do estudo foi possivel a amplificagdo do
controle positivo,mostrando que a nested-PCR é uma técnica segura e confiavel, que

produz resultados satisfatorios utilizando-se de um pequeno volume amostral.

Quanto ao par de primersHBV1 e 2 optou-se por manter a visualizagdo do borrao, ao
invés da banda bem delimitada com o objetivo de detectar a Hepatite B Oculta, a qual
caracteriza-se pela presenca do VHB em baixa viremia.Dessa forma, entende-se que
guanto menor a carga viral, menor sera a saturacdo no gel e consequentemente menos

espesso se tornara o borrdo até o limite de visualizacdo de uma fina banda em gel de
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poliacrilamida. Entdo, mantendo a visualizagdo do borrdo existe uma maior

possibilidade de se detectar amostras VHB positiva com baixa carga viral.

No estudo, o controle VHB positivo com menor carga viral apresentava 14UI/mL. Na
amplificacdo de tal amostra foi possivel a visualizagdo do borrdo, indicando assim a

possibilidade de deteccdo de amostras com cargas virais menores que 14Ul/mL.

Quanto ao par de primers HBV3 e 4, embora haja a visualizacdo da banda de interesse
e de bandas inespecificas, optou-se pela permanéncia e manutencédo das mesmas para
nao diminuir a sensibilidade da reacado, de forma a ndo diminuir a saturacdo da banda
de interesse. A auséncia de tais bandas em amostras HBsAg negativas também

representou um fator determinante na permanéncia das bandas inespecificas.

5.2.1 CONSIDERACOES SOBRE A DETECCAO DO VHB OCULTO

A deteccdo do VHB oculto em 1/520 (0,2%) amostras de doadores de sangue foi
possivel com a utilizacao do par de primers HBV1 e 2, porém, nédo foi possivel confirmar
o resultado em uma nova amplificacédo. A fim de excluir-se o erro humano, tal amostra
foi novamente extraida e re-amplificada, entretanto, o resultado permaneceu negativo.
Posteriormente, tentou-se amplificar o VHB oculto com o par de primers HBV3 e 4 e,

novamente nao foi obtido sucesso na amplificacao.

Sendo assim, entende-se que a impossibilidade de re-deteccdo do VHB oculto em
1/520 amostras analisadas, possivelmente, foi devido a degradacao do DNA.

Estudos sobre a degradacdo do DNA extraido, armazenado em diferentes temperaturas
(-20°C, -4°C e 27°C) revelam que h& degradacdo da amostra independente da
temperatura de armazenamento, embora em diferentes graus (amostras armazenadas
em temperaturas mais baixas apresentam menor indice de degradacédo) (ALMEIDA et
al., 2009).

Na realizacdo do estudo, as aliquotas sanguineas coletadas foram centrifugadas e,
armazenou-se apenas o plasma em freezer a -18°C. Deixados transcorrer um periodo

de dois meses para finalizar a coleta, iniciou-se o processo de extracdo de DNA. Ao
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final de cada processo de extracdo, as amostras eram armazenadas em geladeira a -
4°C.

ApoOs o periodo de um més, iniciou-se o processo de amplificacdo quando foi possivel

detectar o VHB oculto em 1/520 amostras analisadas.

Outro fato interessante a ser ressaltado envolve um caso peculiar na amplificagédo dos
controles VHB positivo. A amostra uma vez extraida e eluida em 20uL de LOoTE né&o
deve ser usada até finalizar o seu volume. Ao gastar-se aproximadamente metade do

volume estocado, a amostra comeca a perder a positividade.

Diante do exposto entende-se que a impossibilidade de re-deteccdo do VHB oculto
deve estar possivelmente relacionada com a forma de armazenamento do plasma, com
o tempo prolongado entre coleta e amplificacdo, bem como com a baixa viremia do VHB
em casos de HBO. Sendo assim sugere-se que a aliquota sanguinea, assim que
coletada seja processada (extracdo e amplificacdo), ou entdo, que seja armazenada em
nitrogénio liquido a temperaturas extremamente baixas, evitando assim a degradacgéo

do pouco material viral encontrado no plasma.

5.2.1.1 CONSIDERACOES SOBRE O SEQUENCIAMENTO DO VHB OCULTO E
CONTROLES VHB POSITIVO DA PCR

Para excluir-se a hipotese de contaminacdo e garantir que a amostra positiva p58
realmente enquadra um caso de Hepatite B Oculta sequenciou-se 8/10 amostrasVHB
positivas armazenadas no laboratorio e utlizadas no estudo. N&o foi possivel
sequenciar2/10 controles positivos pois o volume amostral estocado era insuficiente

para a realizacdo do procedimento.

E importante ressaltar que o controle positivo utilizado na reacdo em que se detectou o
VHB oculto foi novamente extraido e sequenciado para assim garantir a fidelidade da

leitura de nucleotideos do sequenciamento.

A comparacédo do resultado do sequenciamento das nove amostras VHB positivas com

a sequéncia do VHB oculto associado a analise dos dados da arvore filogenética
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construida pelo método de Neighbor Joining revelou que as sequéncias de DNA néo
eram idénticas, com uma diferenca de no minimo 19pbe no méximo 49pb, salvo o

controle positivo que foi re-sequenciado.

Ou seja, cada exemplar mantido em laboratério como também o VHB oculto
apresentavam sequéncias de DNA diferentes entre si, embora similares a sequéncias

do VHB disponiveis em bancos de dados publicos como o GeneBank.

O valor de bootstrap encontrado em cada né da arvore filogenética indica o grau de
confianca na estrutura da arvore e correspondem aproximadamente ao numero de
vezes em que aquela forma de organizar as sequéncias naquele né da arvore foi

observada.

Valores de bootstrap menores que 55% indicam incerteza nos pontos da arvore, e
assim ha necessidade de uma amostragem mais ampla a fim de obterem-se resultados
mais precisos.Dessa forma entende-se que ha necessidade de inclusdo de um ndmero
maior de sequéncias virais para se construir uma arvore com maior confiabilidade dos

resultados.

A deteccéo de valores de bootstrap altos nos nés das ramificacfes (>55%) indica que a

grande maioria das arvores formadas tem de fato o aspecto encontrado.

Diante do exposto entende-se que a amostra considerada como positiva realmente
engquadra um caso de VHB oculto, uma vez que o resultado do sequenciamento exclui a
possibilidade de erro humano e de resultado falso-positivo devido & contamina¢cdo com

os controles utilizados na reagéao.

5.3 CONSIDERACOES SOBRE O METODO DE EXTRACAO EM POOL DE
AMOSTRAS

Quanto a extracdo de DNA, obtido com a metodologia de extracdo a partir de sangue
periférico, os bons resultados aqui apresentados relacionam-se com a eficiente

padronizacao desenvolvida pelo NGHM-UFES.
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Em se tratando do estudo da HBO em doadores de sangue, devido ao elevado nimero
de amostras a ser processadas em um curto periodo de tempo o ideal é a realizacdo da

analise em “pool” de amostras.

Tém-se proposto na literatura a realizacdo de pools de 5 amostras. Sendo assim,
objetivou-se padronizar uma metodologia de extracdo em pools capaz de analisar o
maior nimero de amostras possiveis ao mesmo tempo, o que diminui 0s custos e torna

o procedimento viavel as redes publicas de saude.

A utilizacdo do par de primersHBV1 e 2, na amplificacdo das amostras diluidas em
pools, mostrou-se mais eficiente que o par de primersHBV3 e 4 por conseguir detectar a
amostra positiva de carga viral de 54Ul/mL em pools de 60 amostras e a amostra

positiva com carga viral de 14Ul/mL em pool de 5 amostras.

E importante ressaltar que devido ao fato da HBO normalmente manifestar-se em baixa
viremia (<200Ul/mL) a escolha de amostras VHB positiva, com cargas virais de
122U1/mL, 54Ul/mL e 14UI/mL, a serem testadas nos pools foi intencional a fim de criar-

se uma situacao préxima do esperado em casos de HBO.

Como no pool de 5, 10, 20, 30 e 40 amostras foi obtido sucesso na amplificacdo
utilizando os dois pares de primers, sugere-se que a diluicdo 1:40 seja a adotada na
pesquisa do VHB oculto em amostras numerosas, estipulando o limite de deteccdo em
54Ul/mL.

Vale lembrar que ainda se faz necessario a realizacdo de estudos posteriores que
tenham como objetivo a deteccdo de amostras VHB positivas, com baixa carga viral

(inferior a 54Ul/mL), diluidas em pools.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

A Hepatite B é uma das doencas infecciosas mais prevalentes no mundo, controlada
em paises onde a vacinacado foi implantada, como por exemplo o Brasil. A provavel
explicacdo da alta endemicidade para o VHB no Espirito Santo, deve-se ao fato da

cobertura vacinal contra a Hepatite B ainda estar abaixo da meta minima preconizada
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pelo Ministério da Saude, de 95% (dados da Secretaria de Estado da Saude até Maio
de 2011) e possivelmente devido a existéncia de portadores da HBO que uma vez nao
diagnosticados podem estar agindo como instrumento de disseminacdo da infeccéo.
Entretanto, € importante ressaltar que o possivel papel da HBO na progressédo e

agravamento de algumas hepatopatias € ainda assunto muito controverso.

No Espirito Santo existe apenas um estudo envolvendo a detec¢do do VHB oculto em
pacientes com carcinoma hepatocelular (CARVALHO, 2009). Porém, na literatura
constam também relatos de HBO em doadores de sangue, hepatopatas crénicos, em
pacientes submetidos a hemodidlise ou transplante(TORBENSON E THOMAS, 2002).

Desta forma percebe-se a importancia de detectar a existéncia da HBO em diferentes
amostras da populacéo, para que se possa ter em maos portadores da infeccdo oculta
acompanhados prospectivamente, a fim de tentar surpreender possiveis efeitos da

presenca do DNA do VHB em baixas concentracfes nesses individuos.

A insercao da triagem molecular (NAT) das bolsas de sangue para o VHB ira ajudar a
complementar os exames sorologicos de rotina utilizados nos hemocentros do pais,
viabilizando a deteccdo do VHB oculto como também o VHB no periodo de janela

imunolégica.
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A prevaléncia da HBO em doadores de sangue HBsAg negativos de Vitoria, Espirito
Santo foi de 0,2% (1/520). Com o objetivo de viabilizar a pesquisa do VHB oculto em
amostras numerosas, no estudo foi desenvolvido um teste de extracdo em pools de 40
amostras, com limite de deteccéo de 54UI/mL.
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GOVERNO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
CENTRO DE HEMOTERAPIA E HEMATOLOGIA DO ESPIRITO SANTO - HEMOES

AUTORIZAGAO

O Centro de Hemoterapia e Hematologia do Espirito Santo (HEMOES),
colaborador do projeto de pesquisa “Estudo da Hepatite B Oculta em
Doadores de Sangue e em Dependentes Quimicos de Vitéria, Espirito Santo”,
autoriza o coordenador do projeto, Prof. Dr. Iuri Drumond Louro, a fazer o
diagndstico molecular da Hepatite B Oculta em aliquotas de sangue
periférico, coletada de doeadores que aceitam participar do estudo e tenham
assinado o termo de consentimento livre e esclarecido, como também,
autoriza o acesso ao cadastro e resultado da triagem soroldgica dos
doadores. Todas as informacgdoes serdo obtidas através de identificagdo dos
doadores por cédigo independente, com a finalidade de que a identidade dos
mesmos seja preservada.
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